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La presente tesis doctoral ha sido realizada en el Departament de Bioquimica i Biotecnologia de la
Facultat d’Enologia de la Universitat Rovira i Virgili (URV, Tarragona-Espafia) entre los afios
2005-2009, bajo la direccion de las Dras. Montse Poblet y M? Jesus Torija. Durante los primeros
dos afios de mi tesis, el trabajo realizado estuvo enmarcado dentro de los objetivos del Proyecto
Europeo WINEGAR (Wood Solutions to Excessive Acetification Length in Traditional Vinegar
Production), teniendo como resultado la publicacion de dos articulos. Los resultados de uno de ellos
fueron presentados para la obtencion del Diploma de Estudios Avanzado (DEA) del programa de
Doctorat en Enologia de la URV. Posteriormente, los trabajos realizados durante los dos afos
siguientes se financiaron mediante los proyectos: RM2004-00009-00-00 (Aislamiento y
Mantenimiento de una Coleccidén de Cepas de Bacterias Acéticas en la Produccion de Vinagre de
Vino por el Método Tradicional financiado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA) y AGL2007-66417-C02-02/ALI (Anélisis y control microbioldgico
del proceso de elaboracion de condimentos a partir de frutas financiado por el Ministerio de

Educacion y Ciencia).

La informacion disponible al inicio de la tesis sobre la produccion de vinagre de vino por el sistema
tradicional era escasa. Esta se limitaba a que era un proceso lento en el que se obtenia un vinagre de
gran calidad y del cual habia un gran desconocimiento a nivel microbiologico. Por tanto, resultaba
evidente la necesidad de realizar un estudio en profundidad de este proceso desde un punto de vista
tecnologico y sobretodo microbioldgico, para poner las bases para una posible mejora y control de
este proceso. La hipotesis planteada es que el proceso tradicional de elaboracion de vinagre se
puede mejorar mediante la utilizacion de diferentes tipos de barricas y el estudio de la

microbiota implicada para un mejor control del proceso microbiologico.

Para demostrarlo la tesis doctoral planteo los siguientes objetivos:

1. Evaluacién del efecto sobre la cinética de la acetificacion del uso de diferentes maderas y
grosores en las barricas utilizadas para la produccion de vinagre de vino por el sistema
tradicional.

2. Analisis de la ecologia microbiana del proceso de acetificacion tradicional.

3. Analisis de la inoculacion de cepas de bacterias acéticas en condiciones de acetificacion
diferentes a las de su aislamiento.

4. Estudio de la representatividad de la microbiota analizada en medios de cultivo con respecto

a la poblacion microbiana total.
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El estudio del efecto que tenia la modificacion de las barricas sobre la cinética de acetificacion se
analizo en el primer capitulo de esta tesis, incidiendo en dos pardmetros, el tipo de madera y el
grosor. Ambos parametros estan involucrados en la difusion de oxigeno a través de la barrica y por

tanto en su disponibilidad por parte de las bacterias acéticas.

¢Por qué realizar un estudio con diferentes tipos de madera y grosores?

La produccion tradicional de vinagre de vino es un proceso muy lento debido principalmente al
acceso limitado al oxigeno que tienen las bacterias acéticas, que son los microorganismos
responsables de la oxidacion del etanol a 4cido acético. El vinagre ha sido habitualmente
considerado como un subproducto del vino, y por tanto se ha prestado muy poca atencion a su
proceso de elaboracion. Asi, las barricas empleadas para la produccion de vinagre son barricas
viejas que previamente han sido utilizadas en la crianza del vino, lo que hace que no sean las mas
adecuadas para la elaboracion del vinagre por varios motivos:

(1) las barricas para la conservacion y envejecimiento del vino estdn disefiadas para minimizar el
contacto entre el oxigeno y el vino y asi evitar su oxidacion, por lo que se utilizan maderas poco
porosas.

(i1) al ser barricas reutilizadas, contienen sedimentos, principalmente de tartratos, y depositos de
materia colorante en la superficie interna que hacen que la porosidad sea practicamente nula.

Todas estas caracteristicas son contrarias a las deseadas en las barricas para la produccion de
vinagre donde se ha de buscar una méaxima disponibilidad de oxigeno para el desarrollo de las

bacterias acéticas.

En el segundo capitulo, se analizé la poblacioén de bacterias acéticas implicadas en la produccion de

vinagre tradicional tanto a nivel de cepa como de especie.

¢Por gqué llevar a cabo un estudio ecoldgico?

Un estudio ecologico es un proceso de biotransformacién que nos permite conocer la microbiota
presente y al mismo tiempo el grado de participacion de ésta sobre el proceso. Hasta el desarrollo
del presente trabajo, pocos estudios ecologicos de bacterias acéticas se habian realizado en vinagres
(vinagre balsamico tradicional, vinagre de arroz, etc.), y ninguno durante la produccion de vinagre
de vino por el método tradicional. Los estudios ecologicos tienen un aspecto aplicado importante ya
que permiten el aislamiento de cepas, que, tras una caracterizacion adecuada de su potencial
biotecnologico, pueden ser la base de cultivos iniciadores en la industria. Por lo tanto, estos estudios
son importantes porque permiten disponer de microorganismos, bien caracterizados y conservados

como cultivos puros, para futuras aplicaciones.
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El seguimiento de la inoculaciéon de dos cepas que habian sido aisladas en el estudio ecoldgico
anterior se llevd a cabo en el tercer capitulo. Estas cepas se inocularon en una vinagreria diferente y

por tanto, en condiciones distintas a la de su aislamiento.

¢Por gqué inocular las cepas en condiciones de acetificacion diferentes a la de su aislamiento?

En los procesos fermentativos, la inoculacion de microorganismos es una practica comun que
permite controlar mejor el proceso. Habitualmente, estos microorganismos se aislan de diferentes
origenes y se distribuyen comercialmente por todo el mundo. Sin embargo, la inoculacion de éstos
en zonas diferentes de donde se aislan se ha criticado ya que puede ocasionar el desplazamiento de
los microorganismos autdctonos propios de la zona e influir en la pérdida de tipicidad del producto.
En vinagres, son muy pocos los estudios realizados sobre la inoculacion de bacterias acéticas, y
ademas, en ninguno de ellos se ha probado inocular estas cepas en condiciones de acetificacion
diferentes a las de su aislamiento, una practica muy comun con otros microorganismos como las
levaduras. Por tanto, estudiar si estas cepas son capaces de llevar a cabo las acetificaciones o si son
desplazadas por la microbiota autdctona es de vital importancia para la seleccion de cultivos

iniciadores adecuados para la produccion de vinagres de vino por el sistema tradicional.

El estudio comparativo de la identificacion de bacterias acéticas mediante métodos dependientes e

independientes de cultivo durante un proceso de acetificacion fue realizado en el cuarto capitulo.

¢Por qué llevar a cabo un estudio comparativo entre métodos dependientes e independientes
de cultivo?

Durante el desarrollo de los estudios ecoldgicos se ratifico la poca recuperacion de la poblacion de
bacterias acéticas en medio de cultivo, como ya se habia citado en la bibliografia existente. Este
hecho también observado en otros procesos fermentativos, resulta en importantes diferencias
cuantitativas entre los microorganismos cultivados y los detectados directamente mediante técnicas
independientes de cultivo. Esto es debido a que en la mayoria de los procesos, los microorganismos
recuperados en placa s6lo representan un pequefio porcentaje del total de la poblacion. Por tanto,
resulta imprescindible comprobar si las especies de bacterias acéticas recuperadas en placa son
representativas de las principales especies del vinagre, o por el contrario, solo se estd recuperando
aquellas bacterias acéticas que son capaces de crecer en unas condiciones de cultivo particulares y
de sobrevivir a un cambio de estrés. Esta informacion es esencial para saber si serd posible

seleccionar alguna cepa de las recuperadas en placa para su utilizacién como indculo.
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Con el propdsito de conseguir nuestros objetivos, se realiz6 el siguiente planteamiento experimental:

PRIMER CAPITULO: Efecto del tipo de madera y grosor de la barrica sobre la cinética de
acetificacion en la produccion de vinagre tradicional

Este estudio fue realizado en dos vinagrerias: Viticultors Mas d’en Gil (Bellmunt del Priorat,
Tarragona — Espana) y La Guinelle (Banyuls, Francia).

Las maderas estudiadas fueron: acacia, castafio, cerezo y roble (control), mientras que los grosores
fueron 15, 20 y 25 mm (control). Por tanto, la combinacion de las diferentes condiciones llevo al
analisis de un total de 36 barricas para cada una de las vinagrerias (cada condicién por triplicado).
La madre del vinagre fue producida espontaneamente en cada vinagreria, representando un 10% de
la mezcla final.

El muestreo realizado durante el proceso de acetificacion fue el siguiente: mezcla, 2% (p/v), 4%
(p/v) y 6% (p/v) de acido acético (final de la acetificacion). También, se analizaron muestras de la
madre del vinagre y del vino.

Se analizaron los siguientes parametros fisico-quimicos: acidez total, etanol y azucares residuales
mediante kits enzimdticos, temperatura, pH y el contenido de anhidrido sulfuroso en el vino y se

determind la velocidad de acetificacion (g de acido acético/L.dia).

SEGUNDO CAPITULO: Estudio de la dinamica poblacional de bacterias acéticas durante la
produccion de vinagre de vino por el método tradicional
El disefio experimental anterior también se utiliz6 para llevar a cabo un estudio microbiolédgico.
Los puntos de muestreo fueron los mismos indicados en el capitulo anterior. Las muestras se
sembraron en medio glucosa (GY). El criterio de seleccion para determinar las colonias a analizar
fue la formacion de halo en medio GYC.
Para la identificacion de las colonias seleccionadas se utilizaron las siguientes técnicas de Biologia
Molecular (Apartado 5 del Anexo):

- Identificacion a nivel de especie: RFLP-PCR del gen 16S rRNA.

- Tipificacion: ERIC-PCR y (GTG)s-PCR.

TERCER CAPITULO: Estudio de la inoculacion de dos cepas de Acetobacter pasteurianus en
condiciones de acetificacion diferentes a las de su aislamiento

Este estudio fue realizado en la Finca Experimental Mas dels Frares de la URV, dentro de una
camara cerrada y a temperatura controlada (25 °C).

Se realizaron tres acetificaciones: dos inoculadas con dos de las cepas mayoritarias del estudio

ecologico anterior (Bpl y Ppl6) y una espontanea (control) a partir de una madre de vinagre
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producida previamente en la misma vinagreria. Estas acetificaciones se realizaron por duplicado en
barricas de madera.

Los puntos de muestreo fueron: la madre del vinagre, el vino y durante el proceso de acetificacion:
mezcla, mitad (3%, p/v de 4cido acético) y final de la acetificacion (6%, p/v de acido acético).

El seguimiento de la acetificacion se realizé midiendo la produccion de acido acético y el consumo
de etanol a lo largo del proceso.

Las muestras se sembraron en medio GY, y las colonias se analizaron mediante las mismas técnicas

de biologia molecular utilizadas en el capitulo 2.

CUARTO CAPITULO: Evaluacion de la representatividad de las especies de bacterias acéticas
identificadas por métodos dependientes de cultivo durante la produccion de vinagre de vino
por el método tradicional

Para este estudio se realizaron dos acetificaciones en barricas de madera. Tanto los puntos de
muestreo como el seguimiento de la acetificacion fueron los mismos indicados en el capitulo 3.

Las técnicas empleadas para llevar a cabo la comparacion fueron las siguientes:

- Dependiente de cultivo: las muestras se sembraron en 4 medios de cultivo: medio GY,
manitol (MM), V50 (etanol) y V50 con 0.5% (v/v) de &cido acético. Las colonias fueron
recuperadas, seleccionadas y posteriormente analizadas mediante técnicas de biologia
molecular tanto a nivel de cepa como de especie (ver capitulo 2).

- Independiente de cultivo: Se realiz6 una extraccion de DNA directo de las diferentes
muestras y se analizaron con las siguientes técnicas (Apartado 5 del Anexo):

0 DGGE-PCR,

0 RFLP-PCR del gen 16S rRNA,

0 RT-PCR: usando el protocolo con SYBR Green para la enumeracion de la poblacion
total y las sondas TagMan-MGB para la detecciéon y cuantificacion de algunas

especies de bacterias acéticas.
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1. Vinagres de vino

La palabra vinagre deriva del francés “Vin” que significa vino y “aigre” que significa agrio. Sin
embargo el origen real de la palabra proviene de la voz latina “Vinum Acre”. Historicamente, el
vinagre era el producto obtenido por el picado acético espontaneo del vino o de otras bebidas
alcoholicas como la cerveza o la sidra. Actualmente, el vinagre se define, segin el Codex
Alimentarius (1987), como “un liquido apto para el consumo humano, producido exclusivamente
con productos idoneos que contengan almidon o azlcares, o almidon y azlcares por el
procedimiento de doble fermentacion, alcoholica y acética, y que contiene una cantidad especifica

de 4cido acético”.

Asi, en Espana, el Real Decreto 2070/1993, B.O.E.: 8/12/93 establece que el contenido en acidez
total de los vinagres, expresados en acido acético, no serd inferior a 50 g/L, excepto para el vinagre
de vino, que sera, al menos, de 60 g/L, mientras que el contenido residual de alcohol no sera
superior al 0.5% (v/v). Igualmente, establecen las distintas denominaciones de los vinagres en
funcion de la materia prima de la que se han obtenido: vinagre de vino, de frutas, de sidra, de

alcohol, de cereales, de malta, de miel, de suero de leche, entre otros.

El vinagre de vino es el principal tipo de vinagre producido en Espafa y en la mayoria de los paises

mediterraneos. Se utiliza como condimento, acidificante y/o agente preservante de los alimentos.

La normativa general para el vinagre no se aplica a los amparados en Denominaciones de Origen,
como son en Italia el Vinagre Balsdmico Tradicional y en Espafia el Vinagre de Jerez, el Vinagre
del Condado de Huelva y el mas reciente Vinagre de Montilla-Moriles, que estan regulados por su
propia normativa.

2. Métodos de produccion de vinagres de vino

En la actualidad, existen dos métodos bien diferenciados para la produccion de vinagres de vino: el

método tradicional (Iento) y los métodos rapidos (Tesfaye et al., 2002).

25



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Végas_l,?érez
1sBN:/pL: TlDEHQABEEION

Método Tradicional

El sistema de produccion de vinagre por cultivo superficial, también llamado de Orledns o
Tradicional, es el método mas antiguo utilizado para la elaboracién de vinagres. En el afio 1864,
Luis Pasteur en Orleans (Francia) explico por primera vez el proceso de elaboracion de vinagres en

barricas de madera, por lo que también es conocido como el método de Pasteur.

Se denomina método por cultivo superficial porque las bacterias acéticas (BA), que son los
microorganismos responsables de la transformacion del etanol en acido acético (acetificacion), se
encuentran en la superficie del vino a acetificar formando una pelicula de celulosa llamada “madre
del vinagre”. La presencia de BA en la superficie se debe a que al ser aerobios estrictos es la unica
forma que tienen estos microorganismos de obtener oxigeno y poder oxidar el etanol a dcido acético

(Figura 1).

Fig. 1. Madre del vinagre en el interior de una barrica de madera durante el proceso de acetificacion en la vinagreria de

La Guinelle (Francia)

La utilizacion de barricas de madera permite que se realice la acetificacion y envejecimiento del
vinagre simultdneamente, por esta razon estos vinagres presentan mayor calidad organoléptica que
los vinagres producidos por otros métodos (Tesfaye et al., 2002). Sin embargo, el limitado aporte de
oxigeno a las BA conlleva que el proceso de acetificacion sea muy lento y por tanto sea poco
atractivo para su elaboracion por el elevado coste productivo. Una de las posibles causas de que
estos procesos sean lentos, es el uso de barricas poco adecuadas provenientes de procesos de
envejecimiento de vino, y que por tanto, estan disefiadas para impedir una rapida oxidacion del vino

asi como el desarrollo de las BA.
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En esta tesis se analizd el efecto de utilizar barricas de diferentes maderas y grosores sobre la

duracion del proceso de acetificacion (Capitulo 1).

Métodos rapidos

Con el propésito de reducir el tiempo necesario para la produccion de vinagres, se disefiaron nuevos

métodos como el Luxemburgués y Schiitzenbach o los sistemas por cultivo sumergido.

En los métodos Luxemburgués y Schiitzenbach se aumenta la velocidad de acetificacion
incrementando la superficie de contacto de las BA utilizando virutas de madera como material de

soporte bacteriano (Laguno, 1991).

Por su parte, el sistema por cultivo sumergido, también conocido como método moderno, se
comenzo a utilizar a partir del ano 1940. Desde entonces, varios métodos han sido disenados y
patentados, como Cavitator, el fermentador de columna de burbuja, fermentadores con diferentes
sistemas de aireacion como Jet o Effigas Turbina y acetificador Frings (Adams, 1998); siendo este

ultimo el acetificador mas utilizado en la actualidad (Figura 2).

A diferencia del cultivo superficial, con este método se pueden obtener vinagres con un elevado
grado acético en periodos muy cortos de tiempo (24-48 h). Esto se debe a que al haber un continuo
aporte de oxigeno (inyeccion de aire) al vino, las BA se encuentran sumergidas y en contacto con el
aire durante todo el proceso, lo que conlleva una oxidacion mas rapida del etanol a acido acético.
Una de las principales desventajas de este método es que precisamente esta mayor velocidad de
oxidacion del etanol provoca un aumento de la temperatura, a pesar de estar regulada por el
acetificador, que junto con la fuerte agitaciébn y aireacion repercute negativamente en la
composicion volatil del vinagre. Esto da lugar a un producto final de inferior calidad que el

obtenido por el método tradicional.
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Fig. 2. Acetificador Frings. Modelo Acetator V50 automatico (www.bevtec.es/Frings.html)

3. Las Bacterias Acéticas

Las BA son las responsables del proceso de produccion de vinagres, ya que realizan la oxidacion
del etanol a acido acético. Por tanto, para conseguir un mejor control del proceso de produccion del
vinagre de vino es esencial tener el maximo conocimiento de estas bacterias. Por ello, en este
apartado trataremos de resumir la informacioén disponible sobre las BA a nivel bioquimico y

taxondmico asi como las técnicas disponibles actualmente para su identificacion y tipificacion.

3.1. Caracteristicas generales

Las BA pertenecen a la familia Acetobacteraceae, son gram negativas o gram variables, de forma
elipsoidal o cilindrica, y pueden encontrarse, al observarlas al microscopio, solas, en parejas o
formando cadenas (Figura 3). Su tamafio varia entre 0.4 a 1 um de ancho y de 0.8 a 4.5 um de
longitud. Son moviles debido a la presencia de flagelos polares o peritricos. No forman endosporas
como formas de resistencias. Son aerobias estrictas, presentando por tanto, un metabolismo
exclusivamente respiratorio con el oxigeno como aceptor final de electrones. Presentan actividad
catalasa positiva y oxidasa negativa. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 25-30 °C aunque
también pueden crecer entre 38-40 °C (Saeki et al., 1997a; Ndoye et al., 2006) y débilmente a 10 °C
(Joyeux et al., 1984). Su pH o6ptimo es de 5-6 (Holt et al., 1994), aunque pueden crecer también a
pH inferiores de 4 (De Ley et al., 1984) e incluso a pH de 2-2.2 (Du Toit y Pretorius, 2002). Pueden

presentar pigmentacion en medios de cultivos solidos y producir diferentes tipos de polisacaridos
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(De Ley et al., 1984). Se suelen encontrar en sustratos azucarados y/o en presencia de alcohol, tales
como: zumos de frutas, vino, sidra, cerveza y vinagre (excepto Granulibacter bethesdensis que fue
aislada en los ganglios de pacientes con la enfermedad granulamatosa cronica (Greenberg et al.,
20006)). Sobre estos sustratos, las BA llevan a cabo una oxidacion incompleta de los aztcares y los
alcoholes, produciendo una acumulacion de acidos organicos como productos finales. Cuando el
sustrato es el etanol, se produce acido acético; de ahi deriva el nombre corriente con el que se

conocen estas bacterias.

Las BA tienen un gran interés para la industria biotecnoldgica ya que se utilizan para la produccion
de sorbosa a partir del sorbitol y para la produccion de celulosa, siendo éstas, las principales
aplicaciones industriales de las BA junto con la mdas conocida y tradicional, la produccion de

vinagre (Guillamon et al., 2003).

Fig. 3. Microfotografia electronica de las BA (A. pasteurianus)

3.2. Taxonomia

Historicamente, las BA se conocian como “bacterias del vinagre” porque los primeros estudios se
realizaron en vinagres y después en vinos y cervezas fermentadas (Gullo y Giudici, 2009). La
primera clasificacion del grupo de BA se le atribuye a Peerson en 1822, que las denominé
Mycoderma. Sin embargo, fue Luis Pasteur quien en 1868 publico el primer estudio sistematico que
describia la “madre del vinagre” como una masa de microorganismos vivos - Mycoderma aceti -
que llevaban a cabo la fermentacion acética por el método de Orledns (cultivo superficial),
demostrando asi que el acido acético proviene de la oxidacion del etanol y que a largo plazo puede

ser oxidado a CO; y H,O.
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Tradicionalmente, la taxonomia de las BA se ha construido en base a criterios morfologicos,
fisiologicos y bioquimicos, siendo Visser't Hooft, en 1925, el primero en proponer una clasificacion
de acuerdo a estos criterios. Posteriormente, Asai (1935) clasifico las BA en dos géneros:
Acetobacter (propuesto por Beijerinck en 1898) y Gluconobacter. Unos afios mas tarde, en 1950,
Frateur propuso una nueva clasificacion basada en criterios fisiologicos que subdividia el género

Acetobacter en cuatro grupos: peroxydans, oxydans, mesoxydans y suboxydans.

En la 8™ edicion del Manual de Bergey de Determinacion Bacterioldgica (1974) continuaban
apareciendo unicamente dos géneros: Acetobacter y Gluconobacter (De Ley y Frateur, 1974a,b), de
acuerdo a la capacidad de oxidar el acetato y lactato a CO, y H,O (Acetobacter, positivo;
Gluconobacter, negativo) y segun el tipo de flagelos (Acetobacter, peritrico; Gluconobacter, polar).
El género Acetobacter, el cual no estaba incluido en ninguna familia, comprendia 3 especies: A.
aceti, A. pasteurianus y A. peroxydans. Por su parte, el género Gluconobacter, incluido en la

familia Pseudomonadaceae, estaba formado por una tnica especie, G. oxydans.

Posteriormente, el uso de métodos quimiotaxondémicos y técnicas moleculares fueron introduciendo
grandes cambios en la taxonomia de BA. Asi, Gillis y De Ley (1980) propusieron la asignacion de
los géneros Acetobacter y Gluconobacter a la familia Acetobacteraceae en base a los resultados de
hibridacion rRNA-DNA complementados con pruebas fenotipicas. Acetobacter y Gluconobacter

mostraron una alta similitud en su rRNA, formando una rama separada dentro de la subdivision o

de la Proteobacteria (Stackebrandt et al., 1988).

En los afios noventa, se publicaron los primeros estudios filogenéticos de BA basados en secuencias
de 16S rDNA que mostraron que estos organismos pertenecian a la subclase o de Proteobacteria

(Sievers et al., 1994a,b, 1995) confirmando los resultados obtenidos previamente por Stackebrandt

et al. (1988).

Cambios importantes en la clasificacion de las BA se han introducido en los ultimos afos. Asi,
Yamada et al. (1997) consolidaron como género el subgénero propuesto afios antes (Yamada y
Kondo, 1984) Gluconacetobacter (Ga.) basandose en las secuencias del 16S rRNA y en
comparaciones quimiotaxonémicas de los sistemas ubiquinonas. Esto tuvo como resultado la
transferencia de especies incluidas en el género Acetobacter (A. xylinus (Yamada, 1983), A.
liquefaciens (Gosselé et al., 1983), A. hansenii (Gosselé et al., 1983), A. diazotrophicus (Gillis et al.,
1989) y A. europaeus (Sievers et al., 1992) al nuevo género Gluconacetobacter por la presencia de

la ubiquinona Q-10.
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Tal y como se ha comentado, la taxonomia de las BA ha experimentado muchos cambios en los
ultimos 20 afios de acuerdo con el desarrollo y el uso de nuevas tecnologias. Desde finales del siglo
XX, estudios polifasicos de la taxonomia de las BA aisladas de diferentes nichos (como frutas,
flores, plantas, tierra, alimentos fermentados e incluso en seres humanos) y de las presentes en las
diferentes colecciones han llevado a la descripcion de nuevos géneros y nuevas especies.
Actualmente, las BA estan clasificadas en 12 géneros y 55 especies (Tabla 1): Acetobacter (19
especies), Acidomonas (1 especie), Ameyamaea (1 especie), Asaia (4 especies), Gluconacetobacter
(15 especies), Gluconobacter (9 especies), Granulibacter (1 especie), Kozakia (1 especie),
Neoasaia (1 especie), Saccharibacter (1 especie), Swaminathania (1 especie), Tanticharoenia (1

especie).
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Tabla 1. Reciente reorganizacion de géneros y especies de BA y fuente donde fueron aisladas por primera vez

(Adaptada de Vinegars of the World. Gullo, M. y Giudici, P., 2009)

Géneros y especies Fuente Referencia
ACETOBACTER (A.) Beijerinck, 1898
A. aceti Vinagre (Pasteur, 1864)
Beijerinck (1898)
A. cerevisiae Cerveza Cleenwerck et al. (2002)
A. cibinongensis Guanabana Lisdiyanti et al. (2001)
A. estunensis Sidra (Carr 1958)
Lisdiyanti et al. (2000)
A. fabarum Grano de cacao Cleenwerck et al. (2008)
A. ghanensis Grano de cacao Cleenwerck et al. (2007)
A. indonesiensis Frutas y flores de guanabana  Lisdiyanti et al. (2000)
A. lovaniensis Aguas residuales de la tierra  (Frateur 1950)
Lisdiyanti et al. (2000)
A. malorum Manzana Cleenwerck et al. (2002)
A. nitrogenifigens Té de Kombucha Dutta and Gachhui et al. (2006)
A. oeni Vino Silva et al. (2006)
A. orientalis Flor de Canna Lisdiyanti et al. (2001)
A. orleanensis Cerveza (Henneberg 1906)
Lisdiyanti et al. (2000)
A. pasteurianus Cerveza (Hansen 1879)
Beijerinck y Folpmers (1916)
A. peroxydans Agua de la zanja (Visser't Hooft, 1925)
Lisdiyanti et al. (2000)
A. pomorum Vinagre industrial (de sidra)  Sokollek et al. (1998a)
A. senegalensis Fruta de mango Ndoye et al. (2007)
A. sysygii Zumo de manzana organico  Lisdiyanti et al. (2001)
A. tropicalis Coco Lisdiyanti et al. (2000)

ACIDOMONAS (Ac.)

Ac. methanolica

AMEYAMAEA (Am.)
Am. chiangmaiensis

ASAIA (As.)

As. bogorensis
As. krungthepensis

As. lannensis
As. siamensis

GLUCONACETOBACTER (Ga.)
Ga. azotocaptans
Ga. diazotrophicus

Ga. entanii

Fermentacion de levaduras

Flores del jengibre rojo

Flor del arbol de orquidea
Flor de la Heliconia

Flor de Lycoris

Flores tropicales

Planta del café
Caifla de azucar

Vinagre industrial (acidez alta)

(Urakami et al., 1989 corregido)
Yamashita et al. (2004)

(Uhlig et al., 1986)

Urakami et al. (1989 corregido)
Yamashita et al. (2004)

Yukphan et al. (2009)
Yukphan et al. (2009)

Yamada et al. (2000)
Yamada et al. (2000)
Yukphan et al. (2004a)
Malimas et al. (2008a)
Katsura et al. (2001)

Yamada et al. (1997)
Fuentes-Ramirez et al. (2001)
(Gillis et al., 1989)

Yamada et al. (1997)
Schiiller et al. (2000)

continda en la siguiente pagina
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Géneros y especies Fuente Referencia
Ga. europaeus Vinagre industrial (acidez alta) (Sievers et al., 1992)
Yamada et al. (1997)
Ga. hansenii Vinagre (Gosselé et al., 1983)

Yamada et al. (1997corregido)
Lisdiyanti et al. (2006)

Ga. intermedius Bebida de Kombucha (Boesch et al., 1998)
Yamada (2000)
Ga. johannae Planta del café Fuentes-Ramirez et al. (2001)
Ga. liquefaciens Fruta (Asai, 1935)
Yamada et al. (1997)
Ga. nataicola Nata de coco Lisdiyanti et al. (2006)
Ga. oboediens Vinagre de vino industrial (Sokkollek et al., 1998a)
Yamada (2000)
Ga. rhaeticus Zumo de manzana organica Dellaglio et al. (2005)
Ga. sacchari Cafia de azlicar Franke et al. (1999)
Ga. saccharivorans Zumo de remolacha Lisdiyanti et al. (2006)
Ga. swingsii Zumo de manzana organica Dellaglio et al. (2005)
Ga. xylinus Bayas de la ceniza de montafia (Brown, 1886)

Yamada et al. (1997)

GLUCONOBACTER (G.) Asai, 1935

G. albidus Flor de dalia (ex Kondo and Ameyama, 1958)
Yukphan et al. (2004b)

G. cerinus Cereza Katsura et al. (2002)

G. frateurii Fresa Mason and Claus (1989)

G. japonicus Frutos del bayberry chino Malimas et al. (2009)

G. kondonii Fresa Malimas et al. (2007)

G. oxydans Cerveza Mason and Claus (1989)

G. sphaericus Uva fresca Malimas et al. (2008Db)

G. roseus Fruto del caqui Malimas et al. (2008c¢)

G. thailandicus Flores del arbol de corcho indio  Tanasupawat et al. (2004)

GRANULIBACTER (Gr.) Greenberg et al. (2006)

Gr. bethesdensis Pacientes con enfermedad Greenberg et al. (2006)

granulamatosa crénica, ganglio

KOZAKIA (K.) Lisdiyanti et al. (2002)

K. baliensis Azlcar marron de la palma Lisdiyanti et al. (2002)
NEOSAIA (N.) Yukphan et al. (2005)

N. chiangmaiensis Flores del jengibre rojo Yukphan et al. (2005)
SACCHARIBACTER (Sa.) Jojima et al. (2004)

Sa. floricola Polen de las flores Jojima et al. (2004)
SWAMINATHANIA (S.) Loganathan and Nair (2004)
S. salitolerans Mangle asociado con arroz salvaje Loganathan and Nair (2004)
TANTICHAROENIA (T.) Yukphan et al. (2008)

T. sakaeratensis Tierra Yukphan et al. (2008)
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3.3. Metabolismo

Las BA tienen un metabolismo estrictamente aerobio, por lo que para su desarrollo necesitan
disponer de oxigeno molecular, que actia como aceptor terminal de electrones. No obstante, se ha
observado que también pueden sobrevivir en condiciones muy cercanas a la anaerobiosis, debido a
la posibilidad de utilizar quinonas, como aceptores terminales de electrones, en lugar del oxigeno.
En estas condiciones, su crecimiento y desarrollo es muy limitado y por tanto, cualquier proceso

que involucre una aireacion facilita enormemente su desarrollo (Drysdale y Fleet, 1989).

Una de las principales caracteristicas de las BA es su capacidad de oxidar una extensa variedad de
sustratos y acumular los productos de su metabolismo en el medio sin provocar ninguna toxicidad
para la bacteria (De Ley y Swings, 1984; De Ley et al., 1984). Por ello, las BA pueden considerarse
como ‘“‘catalizadores oxidativos vivos” ya que se utilizan en una amplia variedad de procesos
biotecnolégicos donde realizan reacciones de oxidacion que son imposibles o mas costosas

utilizando la quimica organica clasica (Gupta et al., 2001; Deppenmeier et al., 2002).

3.3.1. Metabolismo del etanol y otros alcoholes

La oxidacion del etanol a acido acético la llevan a cabo todos los géneros de BA, con excepcion de
Asaia y Saccharibacter (Yamada et al., 2000; Jojima et al., 2004). Esta oxidacion la realizan
mediante dos reacciones consecutivas: primero el etanol es transformado en acetaldehido por la
alcohol deshidrogenasa (ADH) y posteriormente el acetaldehido es oxidado a &cido acético por
accion de la aldehido deshidrogenasa (ALH). Ambas enzimas estan localizadas en la membrana
citoplasmatica y orientadas hacia el espacio periplasmatico (Figura 4). Son independientes de

NADP" y en el caso de la ADH necesita como cofactor la quinona de pirroloquinolina (PQQ).

Ademas también se ha detectado otra forma de ADH en el citoplasma, se trata de una enzima
dependiente de NAD(P)" que presenta muy baja actividad, por lo que su importancia en la
oxidacion del etanol se cree que es muy limitada (Matsushita et al., 1994). Sin embargo, la relacion
entre la quinoproteina ADH y la ADH dependiente de NAD' nunca ha sido aclarado
(Chinnawirotpisan et al., 2003).
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Fig. 4. Vias metabolicas de la asimilacion oxidativa del etanol: Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y del
glioxilato via acetil-CoA. Las enzimas involucradas en la asimilacion del etanol estan abreviadas en la figura. ADH,
alcohol deshidrogenasa; NAD-ADH, alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD'; ALDH: aldehido deshidrogenasa;
NADP-ALDH, aldehido deshidrogenasa dependiente de NADP'; NADH DH: NADH deshidrogenasa; ACS, acetil-CoA

sintetasa; ICL, isocitrato liasa; ICDH, isocitrato deshidrogenasa; MLS: malato sintasa. (Chinnawirotpisan et al., 2003)

La tolerancia al acido acético de las BA esta relacionada con la actividad de su enzima ADH-PQQ.
Asi, Trcek et al. (2006) observé que Ga. europaeus producia niveles mas altos de la enzima ADH-
PQQ que A. pasteurianus cuando ambas BA eran cultivadas a elevadas concentraciones de acido
acético. Ademas se observaron diferencias entre las diferentes especies no solo en la cantidad de
enzima sino también en sus caracteristicas. Asi, la ADH-PQQ de Ga. europaeus es mas resistente al
acido acético que la de A. pasteurianus y Ga. intermedius. Ademas, en Ga. europaeus, esta enzima
conserva aproximadamente el 70% de su actividad en presencia de 10% de acido acético, mientras
que en A. pasteurianus y Ga. intermedius solo conserva el 3% y 15% de actividad, respectivamente.
Por tanto, la elevada resistencia al acido acético de Ga. europaeus y su predominancia en vinagres
de vino por el método sumergido (>10% (p/v) de éacido acético) parece estar relacionada con la

actividad de su enzima ADH-PQQ.

Ademas, las cepas pertenecientes a los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter pueden oxidar
completamente el acetato a CO, y H,O mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos o el ciclo del
glioxilato (Figura 4), aunque esta reaccion s6lo sucede cuando no hay etanol en el medio. En

cambio, la oxidacion del acetato no es posible en las cepas de Gluconobacter ya que estas vias
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(ciclo de los acidos tricarboxilicos y ciclo del glioxilato) no son funcionales (Greenfield y Claus,
1972; Prust et al., 2005). Incluso, en un estudio de Saeki et al. (1997b) se observo como cepas de
diferentes especies de Acetobacter eran capaces de utilizar el acido acético como unica fuente de
carbono y energia, aunque después de una larga fase de latencia o adaptacion. Esta fase se podia
acortar adicionando pequefas cantidades de etanol que producen energia lo que favorece el

crecimiento de las BA.

El glicerol, después del etanol, es el alcohol mas utilizado por las BA. Sin embargo, el proceso de
oxidacion del glicerol esta inhibido cuando hay elevadas concentraciones de etanol en el medio, es
decir, al inicio del proceso de acetificacion en el caso de vinagres (Yamada et al., 1979). Las BA
también pueden oxidar otros alcoholes primarios y polialcoholes en azlcares, como el manitol en

fructosa, el sorbitol en sorbosa y eritritol en eritrulosa.

3.3.2. Metabolismo de azucares

Las BA pueden utilizar diferentes carbohidratos como fuente de carbono, siendo la glucosa la mas
utilizada. Sin embargo, las BA no pueden metabolizar la glucosa por la via de la glucdlisis o
Embden-Meyerhof Parnas por la falta de la enzima fosfofructoquinasa. Por lo que, la glucosa debe
ser metabolizada por vias alternativas: después de una fosforilacion inicial puede ser oxidada por la
via de la glucosa-6-fosfato (Warburg-Dickens, WD) hasta gliceraldehido-3-fosfato o por la via
Entner-Doudoroff (ED) hasta gliceraldehido-3-fosfato o piruvato (Figura 5). El gliceraldehido-3-
fosfato procedente de las vias de WD y ED es primero metabolizado a piruvato, y posteriormente
oxidado a acetato. Algunos géneros de BA pueden, como ya se ha comentado anteriormente, oxidar

completamente este acetato a CO, y H,O por el ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

Glucosa-6-P G|UCOS&\
G. oxydans Gluconato
/ 6-P-Gluconato Cetoglutarato
Ribulosa-5-P
. _ ) Lactato Etanol
. Ga. xylinus Via
ViaWb ™, ED

kY

Gliceraldehido-3-P—___, Piruvato —— Acetaldehido

Via EMP
“

Ciclo de
CO, los &cidos Acetato

tricarboxilicos

Acetobacter
Gluconacetobacter

Fig. 5. Representacion esquematica del metabolismo de los azucares de las BA (WD: Warburg-Dickens; ED: Entner-

Doudoroff; EMP: Embden-Meyerhoff Parnas) (Guillamoén y Mas, 2005)
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En algunos casos, la glucosa puede ser parcialmente oxidada a gluconato o cetoglutarato,
produciéndose la acumulacion de estos productos en el medio (Drysdale y Fleet, 1988). Esta
reaccion es especialmente activa en G. oxydans, siendo caracteristica de sustratos azucarados como

las uvas y el mosto.

De todas maneras, las BA pueden también metabolizar otros carbohidratos, como la arabinosa,
fructosa, galactosa, manosa, ribosa, y xilosa (De Ley et al., 1984), asi como producir a partir de
ellos una gran variedad de exopolisacaridos (Moonmangmee et al., 2002) como levano (a partir de
sacarosa), celulosa y acetano (un polisacarido acidico similar al xantano). Estos polisacaridos son
los responsables de la formacion del biofilm y la retencion de las BA en la superficie del liquido a

acetificar durante la produccion de vinagres.

De todos ellos, la celulosa es la mas importante y es producida por las BA como un componente
extracelular para protegerse de agentes mecanicos y quimicos, asi como para facilitar la adhesion de
sus células a tejidos huéspedes. Ga. xylinus ha sido el modelo para el estudio de la sintesis de la
celulosa bacteriana, ya que produce celulosa pura como producto extracelular (Brown et al., 1976;
Cannon y Anderson, 1991). La via metabdlica para la sintesis de la celulosa en BA se muestra en la

Figura 6.

CELULOSA Glucosa
4 Espacio extracelular
Celulosa sintasa Glucosa permeasa Espacio intracelular

v
UDP-Glucosa Glucosa
A
UDPG- .
. . Glucosacinasa
Pirofosforilasa
Fosfoglucomutasa

> A
Glucosa-1-P «— Glucosa-6-P

Fig. 6. Reacciones involucradas en la sintesis de la celulosa (Méndez-Ortiz y Membrillo-Hernandez, 2004)

3.3.3. Metabolismo de &cidos organicos

Las BA pueden metabolizar una gran variedad de acidos organicos. Esta oxidacion se produce
mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos que los transforma en CO, y H,O (Figura 4). Sin

embargo, las cepas del género Gluconobacter no pueden oxidar la mayoria de estos acidos
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organicos, debido a la falta de un ciclo de los acidos tricarboxilicos funcional (Holt et al., 1994).
Algunos de los acidos orgénicos que pueden ser completamente oxidados por las BA son el acido

acético, citrico, fumarico, lactico, malico, pirGivico y succinico.
De todas maneras, a pesar de que estos acidos pueden ser metabolizados completamente, también es
posible una degradacion incompleta con la formacion de metabolitos intermedios que son

excretados al medio.

3.3.4. Metabolismo del nitrégeno

El efecto que tiene la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento y desarrollo de las BA esta
criticamente influenciado por la disponibilidad de fuentes de carbono y energia (Drysdale y Fleet,
1988). A pesar de que existen varias especies de Gluconacetobacter (Ga. diazotrophicus, Ga.
johannae y Ga. azotocaptans) que son diazotrofas (Sievers y Swings, 2005), es decir, que poseen la
capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico (N) y reducirlo a amonio, la mayoria de BA utilizan el
amonio inorganico como Unica fuente de nitrégeno y, a partir de éste pueden sintetizar todos los
aminoacidos y compuestos nitrogenados (Belly y Claus, 1972; Gosselé et al., 1981; De Ley et al.,
1984). Sin embargo, se ha detectado que la presencia de algunos aminoacidos como el glutamato,
glutamina, prolina o histidina tiene un efecto estimulador sobre el crecimiento de BA (Belly y Claus,
1972), mientras que otros aminoacidos pueden inhibir su crecimiento, como es el caso de la valina
para G. oxydans (Kerwar et al., 1964; Belly y Claus, 1972) o la treonina y homoserina para A. aceti
(O’Sullivan, 1974a,b).

Aunque no se han realizado estudios concretos sobre los requerimientos nutricionales de las BA, se
ha observado que un pH bajo y una alta concentraciéon de etanol, como ocurre al inicio de la
acetificacion del vinagre tradicional, podria alterar los requerimientos de nitrogeno de las BA
(Gossel¢ et al., 1981), y que estas bacterias presenten un preferencia selectiva por algunos

aminoacidos durante la produccion de vinagre (Valero et al., 2003).

Posteriormente, Callejon et al. (2008) relaciond el consumo de aminoacidos con los diferentes
procesos de acetificacion, siendo mayor el consumo en vinagres tradicionales que en vinagres por
cultivo sumergido. Ademas, la prolina fue el aminoacido mas consumido en el método tradicional
donde la especie principal era A. pasteurianus y la arginina en el método sumergido donde Ga.

europaeus era la especie mayoritaria.
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3.4. Aislamiento y cultivo

La pobre cultivabilidad obtenida en medios de cultivo ha sido uno de los principales problemas para
poder estudiar las BA provenientes de medios naturales o procesos fermentativos. Asi, en vinagres,
esta baja cultivabilidad de las BA se ha relacionado con el estrés causado por el cambio que supone
pasar de un medio con elevadas concentraciones de etanol y/o de acido acético a uno de laboratorio
(Entani et al., 1985; Sievers et al., 1992). De hecho, varios trabajos han relacionado la falta de
cultivos iniciadores para la produccion de vinagres de vino con estos problemas de aislamiento,
mantenimiento y preservacion de las BA (Kittleman et al., 1989; Sievers et al., 1992; Sokollek y
Hammes, 1997). Asi, las diferencias fisiologicas y los diferentes origenes de las BA han llevado al
desarrollo de medios de cultivo para su aislamiento con diferentes fuentes de carbono, como

glucosa, manitol o etanol (Swings y De Ley, 1981; De Ley et al., 1984) (Tabla 2).

Los medios glucosa (GYC), descrito por Carr y Passmore (1979), y manitol (YPM) han sido los
mas utilizados para el aislamiento de BA procedentes de mostos, vinos (Drysdale y Fleet, 1988; Du
Toit y Lambrechts, 2002; Du Toit y Pretorius, 2002; Bartowsky et al., 2003; Gonzalez et al., 2004)
y vinagres (Sokollek et al., 1998b; Schiiller et al., 2000; Gullo et al., 2006; Ilabaca et al., 2008;
Gullo et al., 2009). Sin embargo, aunque ambos medios han resultado adecuados para el aislamiento
y cultivabilidad de las BA procedentes de vino, se han detectado problemas para la recuperacion de
las BA procedentes de vinagre (Sokollek et al., 1998b). La adicidon de carbonato de calcio (CaCO3)
al medio GYC permite detectar si las colonias aisladas producen acido, una caracteristica

importante de las BA.

El dificil aislamiento de las BA, sobretodo de aquéllas procedentes de vinagres con elevadas
concentraciones de 4cido acético (10-15%), se resolvio parcialmente con el desarrollo de medios
con doble capa de agar, como el medio AE (dcido acético-etanol) y el medio RAE (4cido acético-
etanol reforzado) (Entani et al., 1985; Sokollek y Hammes, 1997). Ademas, estos medios, al incluir
en su composicion acido acético y etanol, simulan el medio de donde proceden y por tanto,
favorecen el aislamiento y cultivo de las BA. Recientemente, se ha descrito un nuevo medio, el V50
(50% de vino sintético) (Quintero et al., 2009), que debido a su composiciéon simula mejor las

condiciones en que se encuentran las BA al inicio de la acetificacion.
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Tabla 2. Composicién de los diferentes medios de cultivo utilizados para BA

Componentes GYC YPM AE EM RAE V50
Extracto de levadura 1% 0.50% 0.30% 1% 0.10% 0.40%

Peptona 0.30% 0.40% 0.10%

Glucosa 5% 0.75% 0.40%

Manitol 2.50%

CaCO; 2% 2%

Acido acético 3%

Etanol 3% 2%  0-4% 6%
Glicerol 0.20%
K,HPO, 0.05%
MgS0,.7H,0 0.05%
MnSO,.H,0O 0.02%
Na acetato 0.10%
CaCl, 0.01%
Na, HPO, 0.03%

Acido citrico 0.015%

GYC: Medio Glucosa; YPM: Medio Manitol; AE: Medio Acido acético-Etanol; EM: Medio Etanol; RAE: Medio

enriquecido con acido acético y etanol; V50: medio vino sintético (50%) (Jara, 2009)

Los medios de enriquecimiento también se han utilizado como una alternativa para el aislamiento
de una mayor biodiversidad de BA en funcién de las preferencias que tienen estas BA por el uso de
algunos nutrientes. Lisdiyanti et al. (2003) realiz6 un estudio sobre el aislamiento de BA de frutos,
flores y alimentos fermentados tras un previo paso de enriquecimiento en 5 medios diferentes
(Tabla 3), observando preferencias de los diferentes géneros de BA por determinados nutrientes.
Asi, las especies del género Acetobacter, Gluconacetobacter y Kozakia crecieron mejor en el medio
I, Gluconobacter en los medios I y II, Asaia en los medios 11 y IV, y Frateuria en los medios II, IV
y V. Asi mismo, determinaron que las especies del género Acetobacter y Gluconacetobacter son
aisladas principalmente de productos fermentados, Gluconobacter de frutos y flores, Asaia de flores

y Frateuria de frutos.
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Tabla 3. Medios de enriquecimiento para el aislamiento de BA

Medios de enriquecimiento a pH 3.5

Composicion

| ] 11 v V
Glucosa 1% 0.15%
Sorbitol 2%
Manitol 2%
Dulcitol 2%
Metanol 2%
Etanol 0.5%
Peptona 15% 05% 05% 05% 0.5%
Extracto de 08% 03% 03% 03% 0.3%
levadura

Acido acético 0.3% 0.2%
Ciclohexamida 0.01% 0.01% 0.01% 0.01% 0.01%

I: Medio Glucosa, Etanol y Acido acético; 11: Medio Sorbitol; I11: Medio Manitol y Acido acético; IV: Medio Dulcitol;
V: Medio con pequeiias cantidades de glucosa y metanol (Lisdiyanti et al., 2003)

3.5. Cuantificacion

Tradicionalmente, las BA se han cuantificado por el recuento de las colonias que crecian en medios
de cultivo solidos. Como se ha comentado anteriormente, diversos trabajos se han enfocado en la
busqueda de medios de cultivo capaces de recuperar el maximo numero de colonias y asi reducir al
minimo el problema de cultivabilidad de BA procedentes de medios naturales. Sin embargo, en el
caso del vinagre, aun no se ha encontrado ningun medio capaz de recuperar en placa el mismo
orden de magnitud que lo cuantificado por microscopio (Mesa et al., 2003; Trcek, 2005; Baena-
Ruano et al., 2006; Torija et al., 2010), dificultando de esta manera el conocimiento global de las
BA presentes en el proceso de acetificacion ya que sélo se recupera una pequefia parte de la
poblacion (<1-5% de la poblacion total). Ademads de la falta de medios de cultivo adecuados, esta
pobre recuperacion también ha sido asociada a la formacion de agregados y a la presencia de células
en el estado “viable no cultivable” (VNC). Debido a su metabolismo aerobio, las BA tienden a
agregarse para permanecer en la superficie del liquido formando lo que se conoce como velo o
madre del vinagre. Por tanto, la formacion de estos agregados complica enormemente la
enumeracion de BA en medios de cultivos (Janssen et al., 2002; Ilabaca et al., 2008). Por su parte,
el estado “viable no cultivable” (VNC) consiste en que aunque las células no puedan crecer en
medios de cultivo rutinarios en los cuales crecerian y se convertirian normalmente en colonias,
estan vivas y tienen una actividad metabolica renovada (Millet y Lonvaud-Funel, 2000). Las células
pueden entrar en este estado VNC como respuesta a alguna forma natural de estrés, como la
inanicion, incubacion fuera del rango de temperatura de crecimiento, elevadas concentraciones

osmoticas, poca disponibilidad de oxigeno, o exposicion a la luz blanca (Oliver, 2005).
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Por tanto, debido a la imposibilidad de cuantificar correctamente las BA mediante métodos
dependientes de cultivo se han desarrollado técnicas independientes de cultivo que ya han sido
aplicadas a la enumeracion de BA como la epifluorescencia (DEFT, direct epifluorescence filter
technique), la PCR cuantitativa (RT-PCR) y el FISH (Fluorescence in situ hybridization). Las dos
ultimas técnicas como también permiten la identificacion de BA seran explicadas en detalle en el

apartado (3.6.1.) de la introduccion.

La cuantificacion por epifluorescencia se basa en el uso de marcadores fluorescentes que permiten
la cuantificacion de las células viables y no viables de forma simultanea. Para ello, se utiliza entre
otros, un kit de viabilidad bacteriana (LIVE/DEAD BacLight bacterial viability kit (Molecular
Probes) que se fundamenta en la diferente permeabilidad de la membrana plasmatica dependiendo
del estado fisioldgico de la célula. Este sistema es un método rapido de tincion de epifluorescencia
que utiliza dos marcadores fluorescentes, el SYTO9 y el yoduro de propidio, que se diferencian por
sus caracteristicas espectrales y su capacidad de penetrar en las células bacterianas viables. El
fluorocromo SYTO9 tifie todas las células, independientemente del estado de su membrana
citoplasmatica. En contraste, el yoduro de propidio penetra sélo en las células que tienen la
membrana danada, causando una reduccion en la intensidad fluorescente del SYTO9 cuando ambos
marcadores estan presentes. Por tanto las células que tienen la membrana citoplasmatica intacta se
tifien de verde y se consideraran viables mientras que las bacterias que tienen dafiada la membrana

se visualizan de color rojo y se consideraran no viables (Figura 7).

Esta técnica ha sido utilizada para la cuantificaciéon de BA viables y no viables de muestras de

vinagres (Mesa et al., 2003; Baena-Ruano et al., 2006; Fernandez-Pérez et al., 2010).

Viable cell Non-viable cell

Fig. 7. Muestra de vinagre observada al microscopio de fluorescencia Células de BA viables (Verdes) y no viables

(Rojas) (Fernandez-Pérez et al., 2010)
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3.6. Analisis por técnicas moleculares

Las BA han sido tradicionalmente identificadas al nivel de género y especie de acuerdo a una gran
variedad de pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas (De Ley et al., 1984), pero estos
métodos no son totalmente confiables y resultan muy tediosos. Estas pruebas fenotipicas
actualmente se complementan o han sido reemplazadas por técnicas de biologia molecular, tales
como los métodos de hibridacion DNA-DNA (Urakami et al., 1989) o el andlisis de secuenciacion
de genes ribosomales (Yamada y Kondo, 1984). Sin embargo, estas técnicas moleculares no son
muy utiles para la identificacion rutinaria de BA debido a que son largas, tediosas y caras. Por ello,
se han desarrollado técnicas moleculares rapidas, fiables y econdmicas basadas principalmente en el
uso de la PCR (Ruiz et al., 2000; Gonzélez et al., 2004; Trcek et al., 2005; Torija et al., 2010). En la
actualidad, las técnicas de biologia molecular desarrolladas se pueden agrupar seglin si se aplican

como métodos dependientes o independientes de cultivo (Figura 8).

ey

Recuento de BA totales
(Camara de Neubauer) <

- - FISH (incluso a nivel de especie)

Muestreo - Epifluorescencia

Identificacion Identificacién de BA
de BA totales a nivel de especies
RT-PCR con - RT-PCR con sondas
SYBR-Green TagMan-MGB

- DGGE-PCR

- TGGE-PCR

Método independiente de cultivo

Fig. 8. Esquema de la aplicacion de las técnicas de identificacion de BA como métodos dependiente e independiente de

cultivo. * Técnica utilizada como dependiente e independiente de cultivo
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3.6.1. Identificacién a nivel de especie

Analisis de restriccion del amplificado (RFLP-PCR) de genes ribosomales

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)-PCR de los genes ribosomales consiste en la
comparacion de patrones de restriccion de diferentes regiones de la zona ribosomal (Figura 9). Para
obtener una gran cantidad de copias de la region de interés, se amplifica ésta mediante PCR y
posteriormente el fragmento amplificado se digiere con diferentes enzimas de restriccion
produciendo asi un patron de fragmentos especifico para cada especie. El patron de restriccion
resultante sirve de referencia para la identificacién de nuevos aislados pero para confirmar dicha

identificacion es necesario secuenciar algunos amplificados.

16S-23S 23S-5S
ITS ITS

Bl s

Fig. 9. Esquema de los genes que codifican para rRNA en procariotas y sus regiones espaciadoras ITS

e RFLP-PCR del gen 16S rRNA

En la actualidad, las secuencias del gen del 16S rRNA son las mas utilizadas para estudios de
relacion filogenética y taxondmica de BA. La técnica consiste en amplificar el gen ribosomal
16S y después digerir el fragmento amplificado (~1450 pb) con diversas enzimas de restriccion
(Poblet et al., 2000; Ruiz et al., 2000; Gonzalez et al., 2004; Torija et al., 2010). La combinacion
de diferentes enzimas permite agrupar los aislados y por comparacion con los patrones de las

cepas tipo obtener la identificacion de las especies de BA (Gonzalez et al., 2006a; Torija et al.,

2010).

Esta técnica permite la identificacion de las BA tanto a nivel de género como a nivel de especie.
Se trata de un método rapido, fiable y en el que se invierte poco tiempo (Gonzalez et al., 2004),
siendo su principal inconveniente que no discrimina entre especies muy proximas por el alto
grado de similitud en la secuencia del gen ribosomal 16S. Esta técnica ha sido utilizada tanto
como método dependiente (Giudici et al., 2003; Hidalgo et al., 2010; Torija et al., 2010) como
independiente de cultivo (Ilabaca et al., 2008; Jara et al., 2009) para la identificacion de BA

procedentes de vinagres. La unica diferencia es que cuando se aplica como independiente de
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cultivo la extraccion de DNA se hace directamente de la muestra de vinagre sin aislar colonias

en medio so6lido (Figura 8).

En esta tesis, esta técnica fue utilizada para el agrupamiento e identificaciéon de BA de vinagre

de vino (Capitulo 2, 3 y 4).

e RFLP-PCR del espaciador intergénico 16S-23S rRNA

Aunque la capacidad discriminante de esta técnica no se ha estudiado extensamente, parece que
la mayor variabilidad existente en la secuencia de esta region intergénica (ITS; Internal
transcribed spacer) respecto a la del gen ribosomal 16S permite discriminar entre especies de
BA proximas que no se pueden diferenciar por la técnica anterior (Trcek, 2005). Esta técnica
consiste en la amplificacion de la region intergénica situada entre los genes del 16S y 23S rRNA
(675-800 pb), seguida de una digestion de los productos amplificados con enzimas de
restriccion (Ruiz et al., 2000). Esta técnica se ha aplicado a la identificacion de BA cultivables
tanto en cepas de coleccion como en aislados procedentes de vino y vinagre (Sievers et al., 1996;
Ruiz et al., 2000; Trcek y Teuber, 2002; Gonzalez et al., 2004; Kretova y Grones, 2005; Trcek,
2005).

e RFLP-PCR del 16S-23S-5S rRNA

Esta técnica consiste en amplificar los genes ribosomales del 16S, 23S y 5S junto con las zonas
intergénicas correspondientes (Figura 9). El producto amplificado (4500 pb aprox.) se digiere
posteriormente con Rsal. La principal desventaja de esta técnica es el gran tamafio del

amplificado obtenido.

Esta técnica ha sido utilizada por Gullo et al. (2006) para identificar las BA cultivables del

vinagre balsamico tradicional.

Andlisis del gen que codifica la subunidad I de la alcohol deshidrogenasa dependiente de la quinona

de pirroloquinolina (PQQ-ADH)

Esta técnica se basa en que la secuencia parcial de la adhA (subunidad I de PQQ-ADH) presenta
tanto zonas conservadas como variables entre las diferentes especies de BA, lo que permitio a Trcek
(2005) el disefio de los cebadores para detectar BA de forma general y A. aceti de forma especifica
en vinagres de sidra, donde ésta es la principal especie aislada. En este mismo estudio, se sugiere
que la secuencia parcial de la adhA es mas discriminante a nivel de especie que la secuencia del gen

ribosomal 16S pero menos que la regidn intergénica entre los genes ribosomales 16S y 23S.
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Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP-PCR)

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada por su alto poder discriminante y buena reproducibilidad
(Janssen et al., 1996; Savelkoul et al., 1999). Se basa en la produccion de perfiles de DNA
altamente complejos que son generados por la digestion con enzimas de restriccion (Vos et al.,
1995). El DNA de las BA es extraido y digerido con dos enzimas de restriccion, Msel (enzima de
corte frecuente) y ECORI (enzima de corte infrecuente). Posteriormente, los fragmentos de
restriccion generados se unen a adaptadores de doble cadena y se amplifican con unos cebadores, la
secuencia de los cuales es homologa a la de los adaptadores. Estos cebadores tienen ademas una
extension aleatoria de 1 a 3 bases en el extremo 3’ que es lo que permite una amplificacion selectiva
de una fraccion de los fragmentos de restriccion generados. Para visualizar los fragmentos
amplificados, uno de los cebadores puede estar marcado radioactivamente o con un fluorocromo,
también pueden visualizarse en geles de agarosa (Olive y Bean, 1999). Aunque estd técnica ha
permitido en otros microorganismos la diferenciacion a nivel de cepa (Thompson et al., 2001;
Willems et al., 2001; On et al., 2003; Brady et al., 2007), en BA ha mostrado menor capacidad

discriminante, llegando Uinicamente a especie (Cleenwerck et al., 2009).

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-PCR  (DGGE-PCR) v Temperature Gradient Gel
Electrophoresis-PCR (TGGE-PCR)

El DGGE-PCR es probablemente la técnica mas utilizada para la deteccion de poblaciones
microbianas aisladas directamente de muestras ambientales y de alimentos (Muyzer y Smalla, 1998;
Cocolin et al., 2000; Ercolini, 2004; Randazzo et al., 2005). Esta técnica se basa en la amplificacion
de una region del genoma y su posterior separacion mediante electroforesis en gel desnaturalizante.
En el caso de las BA, se amplifica un fragmento del gen 16S rRNA (330 pb) que aunque presenta el
mismo tamafio para todas las especies tiene pequefias diferencias a nivel de secuencia que permite
realizar la separacion de los fragmentos al detenerse en diferentes posiciones del gel. Los
amplificados son separados por electroforesis en un gel de poliacrilamida con un gradiente lineal

desnaturalizante ascendente y vertical (mezcla de urea y formamida).

Como la separacion se basa en el distinto comportamiento frente a la desnaturalizacion de los
fragmentos de DNA con diferente secuencia, para la identificacion de los géneros/especies es
necesario construir unos marcadores con las cepas tipo de los diferentes microorganismos que
queremos detectar. De todas maneras, la identificacion mediante estos marcadores ha de
confirmarse mediante secuenciacion. Esta técnica ha sido utilizada para la deteccion directa de BA

del vinagre (De Vero et al., 2006; Haruta et al., 2006; Gullo et al., 2009).
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En esta tesis, se ha utilizado la técnica DGGE-PCR para la identificacion directa de BA del vinagre

de vino (Capitulo 4).

El TGGE-PCR es una técnica muy similar a la anterior con la tnica diferencia que se utiliza un
gradiente lineal de temperatura en lugar de uno desnaturalizante. Por tanto, las bandas con diferente
secuencia tendran una temperatura de desnaturalizacion diferente y quedaran retenidas en diferentes
posiciones a lo largo del gel de poliacrilamida (Muyzer, 1999). Esta técnica fue utilizada por

[labaca et al. (2008) para el estudio de BA aisladas de vinagre de vino tradicional.

Ambas técnicas (DGGE-PCR y TTGE-PCR) se han utilizado como métodos independientes de
cultivo (Figura 8).

PCR a tiempo real (RT-PCR)

La RT-PCR o PCR cuantitativa (QPCR) permite monitorizar en cada ciclo la amplificacion del
fragmento de interés mediante el uso de sondas o moléculas fluorescentes, cuantificando de forma
simultanea la cantidad de DNA sintetizado, ya que la fluorescencia producida durante la reaccion es
proporcional a la cantidad de producto de PCR. Para realizar esta cuantificacion es necesario
construir una curva patron utilizando controles externos de concentraciones conocidas y crecientes

de DNA o células.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia pueden ser de dos tipos:

e Agentes intercalantes:
Son fluorocromos que se unen al DNA, intercalandose en la doble hélice, y que generan una
sefal fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz (Figura 10), siendo el
SYBR Green el mas utilizado. La principal ventaja de este sistema es su facil optimizacion y
que es mas barato que las sondas especificas, mientras que la falta de especificidad es su
principal inconveniente. Esta baja especificidad se debe a que al emplear este tipo de
moléculas, la fluorescencia observada puede ser causada tanto por el amplificado esperado
como por amplificaciones inespecificas o dimeros de los cebadores, ya que se uniran a todo
el DNA de doble hélice presente en la reaccion, independientemente de su secuencia. Esta
técnica ha sido utilizada para la cuantificacion directa de BA en muestras de vino y vinagre

(Gonzélez et al., 2006b; Andorra et al., 2008; Torija et al., 2010).
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Fig. 10. Sistemas de deteccion por fluorescencia utilizados en la RT-PCR: A) SYBR Green: emite fluorescencia

(absorcion a 480 nm de longitud de onda y emision a 520 nm de longitud de onda) cuando estd unido al DNA de doble

hélice. B) Sondas TagMan: Constan de un fluorocromo donador (R) que emite a la longitud de onda que absorbe el

fluorocromo aceptor (Q). Durante la amplificacion de la PCR, la Taq polimerasa rompe la sonda, por tanto libera el

fluorocromo donador del aceptor, permitiendo la deteccion de la fluorescencia (Valasek y Repa, 2005)

Sondas de hibridacion especificas

Estas sondas estdn marcadas con dos fluorocromos, un donador y un aceptor, entre los que
se produce una transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET). Las mas
utilizadas son las sondas de hidrolisis, denominadas también sondas TagMan, las sondas

molecular beacons y las sondas FRET. En este estudio se ha trabajado con las primeras.

Las sondas TagMan estdn marcadas en el extremo 5’ con un fluorocromo donador que emite
fluorescencia cuando es excitado, y en el extremo 3’ un aceptor que absorbe la fluorescencia
emitida por el donador (Figura 10). Para que esta absorcion se produzca ambas moléculas
deben estar espacialmente proximas. Mientras la sonda estd intacta no se detecta
fluorescencia en la PCR ya que la que emite el donador es captada por el aceptor. En el
momento que empieza la amplificacion, la sonda se hibrida en su cadena complementaria y
la Taq polimerasa durante su accion de sintesis, hidroliza ¢l extremo 5’ de la sonda,
liberando el fluorocromo donador. Como el fluorocromo donador y el aceptor se encuentran
ahora espacialmente separados, el aceptor no es capaz de absorber la fluorescencia emitida

por el donador y esta fluorescencia es captada por el detector de la PCR.

Para aumentar la especificad de estas sondas, se disefiaron las sondas TagMan-MGB
(“Minor Groove Binder”), que presentan la particularidad de que se unen al surco pequeio
de la hebra de DNA, aumentando la temperatura de hibridacion de la sonda (Tm), mejorando

asi su especificidad y permitiendo el uso de sondas mas cortas.
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Por tanto, la principal ventaja del uso de sondas TagMan o TagMan-MGB es su gran

especificidad mientras que su mayor problema es su elevado coste.

La utilizaciéon de estas sondas en BA se reduce a dos trabajos; Gammon et al. (2007)
disefiaron sondas TagqMan para detectar mediante la RT-PCR las poblaciones de
Gluconobacter y Gluconacetobacter presentes en bebidas isotonicas. Torija et al. (2010)
disefiaron sondas TagMan-MGB para la deteccion y cuantificacion mediante la RT-PCR de
las especies mayoritarias de BA aisladas en vino y vinagre: A. pasteurianus, A. aceti, Ga.
hansenii, Ga. europaeus y G. oxydans.

En esta tesis, se ha utilizado la RT-PCR con los dos sistemas de deteccion (SYBR Green y
sondas TagMan-MGB) para la identificacion y cuantificacion directa de BA de vinagre de

vino (Capitulo 4).

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Esta técnica permite la identificacion y cuantificacion “in situ” de los microorganismos mediante el
disefio de sondas de DNA marcadas por fluorescencia que hibridan de forma especifica con el
género o especie que queremos determinar. La deteccion se realiza por microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo. Los pasos basicos del protocolo del FISH se muestran en la
Figura 11. La principal ventaja de esta técnica es que permite identificar y cuantificar de forma
rapida y directa los microorganismos sin necesidad de cultivo previo ni de extraccion de DNA.
Mientras que los principales inconvenientes son su coste y que la presencia de algunos compuestos
como los polisacaridos, compuestos fenolicos, etc. presentes en el vinagre pueden interferir o

enmascarar la fluorescencia.

En BA, esta técnica ha sido utilizada para la deteccion de varias especies de Gluconacetobacter (Ga.
sacchari, Ga. diazotrophicus y Ga. liquefaciens) aisladas de forma directa de insectos de la cafia de
azucar (Franke et al., 2000; Franke-Whittle et al., 2005) y para el seguimiento de varias especies de
BA (A. aceti, A. pasteurianus/A. pomorum, G. oxydans, Ga. hansenii y Ga. liquefaciens) en

diferentes vinificaciones (Blasco, 2009).
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Fig.11. Pasos basicos del FISH. La muestra se fija para estabilizar las células y permeabilizar las membranas celulares.
La sonda marcada se afiade y se permite que hibride con su diana. La muestra se lava para eliminar el exceso de la
sonda. La muestra ya esta lista para la identificacion y cuantificacion por microscopio de epifluorescencia o citometria

de flujo (Amann y Fuchs, 2008).

3.6.2. Tipificacion

Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR)

Esta técnica consiste en realizar una amplificacion a partir de un unico cebador de secuencia corta
(10 nucleétidos) y arbitraria y en unas condiciones de hibridacion poco restrictivas (37 °C). Debido
a estas particularidades, el cebador hibrida al azar en muchos puntos a lo largo del genoma del
microorganismo, produciéndose un gran nimero de bandas muy polimoérficas que permiten la
diferenciacion a nivel de cepa. El principal problema de esta técnica es la baja reproducibilidad
debido a las condiciones utilizadas. E1 RAPD-PCR es util para llevar a cabos estudios de diversidad
genética y poder estimar la relacidn genética entre cepas. Esta técnica ha sido utilizada para el

estudio de BA en vinagres (Trcek et al., 1997; Nanda et al., 2001).

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-PCR) v Repetitive Extragenic
Palindromic-PCR (REP-PCR)

Los ERIC y REP han sido descritos como secuencias consenso derivadas de regiones repetitivas

altamente conservadas encontradas en bacterias entéricas (Pooler et al., 1996). Sin embargo, parece
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que estas secuencias pueden estar ampliamente distribuidas en el genoma de varios grupos
bacterianos (Gonzalez et al., 2004). Esta técnica consiste en la amplificacion de las secuencias que
se encuentran entre dicha zonas repetitivas mediante cebadores que hibridan sobre estos elementos,
obteniéndose asi patrones unicos a nivel de cepa. Estas técnicas han sido utilizadas para la
tipificacion de BA en vinagres (Nanda et al., 2001; Gullo et al., 2009; Fernandez-Pérez et al., 2010;
Wu et al., 2010).

En esta tesis, se ha utilizado el ERIC-PCR para la tipificacion de BA de vinagres de vino (Capitulo
2,3y4).

(GTG)s-PCR

Esta técnica es similar a las anteriores, ya que también se basa en la amplificacion de las secuencias
entre zonas repetitivas distribuidas a lo largo del genoma utilizando, en este caso, el cebador
(GTG)s (Versalovic et al., 1994; Gevers et al.,, 2001). Esta técnica ha sido utilizada para la
tipificacion de BA del cacao (Camu et al., 2007; 2008; De Vuyst et al., 2008), y recientemente,
Papalexandratou et al. (2009) han mostrado que este método también es 1util para determinar
relaciones taxonomicas y filogenéticas entre BA, asi como para estudiar la diversidad de BA en

ecosistemas complejos.

El (GTG)s-PCR ha sido utilizado, en esta tesis, para la caracterizacion de BA de vinagres de vino

(Capitulo 2,3 y 4).

3.7. Estudios ecolégicos en vinagres

Las principales especies aisladas de los procesos de produccion de vinagres de vino pertenecen a los
géneros Acetobacter y Gluconacetobacter. Asi, en acetificaciones realizadas por el método
sumergido, se han aislado mayoritariamente especies pertenecientes al género Gluconacetobacter
como Ga. oboediens, Ga. europaeus y Ga. intermedius (Sokollek et al., 1998a; Treck et al., 2000;
Fernandez-Pérez et al., 2010; Hidalgo et al., 2010). En cambio, en los sistemas tradicionales, A.
pasteurianus parece ser la principal especie involucrada en el proceso de produccion de vinagre de
vino (Ilabaca et al., 2008; Jara, 2009). Finalmente, en la produccién del vinagre balsamico
tradicional, Giudici et al. (2003) identificaron Ga. xylinus como la especie mayoritaria aunque otras
especies también fueron detectadas (A. aceti, A. pasteurianus y A. malorum) (De Vero et al., 2006;
Gullo et al., 2006).
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Recientemente, se han realizado dos estudios de inoculacion con cepas de A. pasteurianus para la
elaboracion tradicional de vinagres de vino y del vinagre balsamico tradicional (Gullo et al., 2009;
Hidalgo et al., 2010). Gullo et al. (2009) observaron que la cepa de A. pasteurianus iniciaba la
acetificacion pero que era una de Ga. europaeus la que la finalizaba. Por su parte, en el trabajo de
Hidalgo et al. (2010) A. pasteurianus fue la especie mayoritaria en la mitad de la acetificacion, pero
en cambio al final del proceso hubo imposicion de cepas de A. pasteurianus o Ga. intermedius
dependiendo de las condiciones en las que se desarrollaban las diferentes acetificaciones. Esta
imposicion de cepas de especies de Gluconacetobacter al final de la acetificacion se ha relacionado
con su mayor tolerancia a altas concentraciones de acido acético y con la necesidad de que haya una
cierta concentracion de acidez para su correcto desarrollo. Estos resultados contradicen la idea de

que estas especies sean caracteristicas unicamente de vinagres obtenidos por sistemas sumergidos.
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ABSTRACT

Traditional vinegar production is a lengthy process which implies high operational risks and
jeopardizes the organoleptic characteristics of the final product. In an effort to solve these problems
without changing the traditional model, we modified the wood type and thickness of vinegar barrels.
We acetified in triplicate in barrels made of acacia, cherry, chestnut, and oak and in three wood
thicknesses (15, 20, and 25 mm) in two different vinegar plants. The operating volume was set at 60
L. Reducing wood thickness improved neither maximum acetification velocity nor the total length
of the process, and in some cases even worsened them. The process took longer in oak barrels than
in other types of wood barrel in one of the vinegar plants. Therefore, the choice of wood is a

parameter to be considered in the wine vinegar production.

Keywords: acacia, cherry, chestnut, oak, acetic acid bacteria
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INTRODUCTION

Wine vinegar is a wine by-product that has come to play an important role in salad dressings,
ketchup and other sauces. From a technological point of view, there are two processes for vinegar
production: the traditional or superficial method (slow, the best known is the Orleans method), and
the submerged method (quick, different acetification devices).'” Traditional wine vinegar is made
in wood barrels with the primary transforming microorganisms, acetic acid bacteria (AAB), placed
on the surface of the wine substrate and therefore in contact with atmospheric air.>* The quantity of
oxygen available for the AAB is therefore limited, resulting in a lengthy process. However, several
processes take place during the long period in which the product is in contact with the wood cask.
On one hand, a complex bacterial metabolism releases several secondary metabolites such as
acetoin’ into the vinegar. Also, aging occurs at the same time as acetification, meaning that vinegars
produced by means of this method take on a higher degree of organoleptic complexity. Finally, the
lengthy process allows the compounds in the vinegar to more thoroughly blend. These products are
therefore highly appreciated over submerged vinegars, and are sold at higher market prices.*®’

Nevertheless, the most serious threat to the survival of this sector is that this lengthy process entails

several risks which considerably limit the production of these high-quality vinegars.

Wine and other beverages have traditionally been stored and aged in wood barrels.® Much research
has been done into the effect of wood barrels on wine quality, and the compound transfer and
positive effects of wood, especially oak, is well established.” "> Meanwhile, as vinegar is generally
considered to be a by-product associated with spoiled wine, little or no attention has been paid to
which type of barrel is the most suitable for its production. Consequently, the wood barrels used for
vinegar production tend to be handed down, having previously been used for wine aging. Such
barrels are not the most appropriate for vinegar production because whereas vinegar production
requires a higher degree of oxygen transfer, in wine aging high wood porosity is avoided to limit

oxidation.'*

It is well known that while vinegars are produced and aged in barrels, their volatile compounds are
enriched mainly as a result of two important processes: they are concentrated as water is lost
through the wood pores; and new compounds, such as esters, are formed.">'® To date, oak is most
frequently used in the aging of wines or vinegars'’ although occasionally chestnut and more rarely
acacia, cherry, or mulberry are also used. However, the influence of wood type on vinegar

development — its kinetics and microbiology — has not yet been studied.
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The differing porosities and chemical compositions of each type of wood may affect the
development of the process and the resulting product. Empirical data collected suggest that
mulberry has a higher porosity than other woods such as acacia, cherry, or chestnut, although the
porosity of these last three is superior to that of oak. Higher porosity is related to higher oxygen
diffusion and might therefore result in a quicker transformation of ethanol into acetic acid by AAB.

The aim of this work was to analyze different variables in an attempt to reduce the time needed for
the production of traditional wine vinegar. To do this we tested two strategies for increasing oxygen
transfer: (1) using barrels made of wood with different porosities and (ii) decreasing barrel thickness.
We studied the effect of both parameters on the kinetics of the process, evaluating the time needed
to complete acetification. The study was carried out in two vinegar plants using four different types
of wood — cherry, chestnut and acacia with oak as the control — and three barrel thicknesses: 15 and

20 mm with a thickness of 25 mm as the control.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in two vinegar plants: Viticultors Mas d’en Gil (MG, Bellmunt del Priorat,
Tarragona, Spain) and La Guinelle (LG, Banyuls, France). There are differences between the two
plants in terms of wine characteristics, climate, and the period of time each has been in operation.

MG uses dry wine in their production process whereas LG uses sweet wine (70 g residual sugar/L).
The MG plant is housed in a relatively cold, closed building whereas the LG plant is in the open air
and subject to dramatic changes in temperature. Finally, LG had operated as a vinegar plant for five

years prior to the study, whereas MG is a new vinegar plant (less than one year in production).

The barrels were constructed by Boteria Torner (Barcelona, Spain) and specifically designed for
this experiment. Briefly, they had the typical design of 60 L barrels and were constructed in various
thicknesses of 25 (standard thickness, used as control), 20 and 15 mm. The woods selected were
acacia, chestnut, cherry, and oak, the last of which was used as a control. All the barrels had a broad
top hole, which was covered by a cloth to prevent the inadvertent introduction of insects, dust, etc.

The acetifications in each wood were done by triplicate.

The vinegar mothers were produced using both plants’ own acetifying vinegars mixed with wine
and water in a proportion of 25:50:25. These vinegar mothers (10%) mixed with diluted wine were
the initial mixture for the acetification process. The alcohol content of these mixtures was 11.3%

(MG) and 9.5% (LG) and the acetic acid content was 9 g/L in both vinegar plants.
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Acetic acid was determined by titration with NaOH and reducing sugars and ethanol with enzymatic
kits (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). Oxygen dissolved was measured using a

LDOTM HQ10 Portable Dissolved Oxygen Meter (HACH Company, Loveland, CO, USA).

Acetification rate (g acetic acid/L* day) was the maximal slope obtained from the representation of

acetic acid production towards acetification time.

Statistical analysis

We evaluated the effect of the vinegar plant and wood type and thickness using a three-way
ANOVA with Sheffe’s and b-Tukey’s post hoc tests (except for vinegar plant variable since we had
only two values). All statistical analyses were performed using SPSS version 15.0 for Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A suitable control was considered for each variable. For the vinegar
plant effect, the control was LG. For the wood type and thickness, the controls were oak and 25 mm,

respectively.

RESULTS

All the barrels used in this study were new and cleaned with warm water and allowed to equilibrate
with young wine prior to use. The research design set out to analyze two variables: wood type and

thickness. As a general criterion we considered final acetification at 60 g acetic acid/L.

Wood type

La guinelle

The differences found between wood types were minimal when process duration was compared in
woods of the same thickness (Figure 1). In 15 mm barrels, wood type did not have any discernible
effect on the vinegar production, with the exception of the chestnut barrels in which stuck
acetification occurred in the last stages of the process. Complete acetification took 79 days.

Some differences between wood types were found in 20 mm barrels. In acacia barrels the process
took the shortest amount of time (49 days) and in oak the longest (76 days). At 25 mm, all wood
types allowed for faster acetification (49 days) except oak, in which acetification was slower (76
days). Therefore, in this thickness the use of woods other than oak would reduce process time by

approximately one third.
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Mas d’en gil

When the same processes were carried out in the other vinegar plant, no differences were found
according to wood type (Figure 2). Similar acetification evolution and development was observed in
all cases. It is important to mention that in this vinegar plant we found a clear decrease in the
acetification rate when acetic acid values were near five degrees, which ultimately resulted in stuck
acetification in all woods and thicknesses. The acetification processes required to achieve six-

degree acetic acid were therefore very lengthy at around 250 days.

Wood thickness

La guinelle

In general a thickness of 25 mm exhibited the fastest acetification (46 days) in all wood types
except for oak, in which all acetification, regardless of barrel thickness, presented the same slow
behaviour (76 days) (Figure 1). So, with the exception of oak, the effect of thickness on
acetification velocity was contrary to the expected effect; the acetification rate slowed as barrel
thickness decreased. The use of 15-mm-thick barrels resulted in a 35% increase in acetification time
over typical casks (25 mm).

Mas d’en gil

No differences were observed in acetification as a result of barrel thicknesses; the same amount of

time was required to complete the process in all cases (Figure 2).

Acetification rate

Significant differences emerged when comparing the acetification rate at the two vinegar plants,
with the exception of oak at 25 mm (Table 1). Acetification at LG occurred faster and the complete
process consequently required less time than at MG (Figures 1 and 2).

The acetification rate at MG was practically identical in the 36 processes studied, while
acetification at LG showed interesting differences (Table 1). In all thicknesses, acacia presented the
fastest acetification rate. In fact, this wood presented a significantly different acetification rate with
respect to the control wood (oak) both in 20 and 25 mm.

On the other hand, 15 mm barrels accounted for the slowest acetification rate, except in oak where
surprisingly, 25 mm barrels were the slowest, although these values only were statistically different
in the case of acacia. It is important to remark that in some cases, the acetification rate at 20 mm
(oak and acacia) was significantly higher than the one at 25 mm (control thickness), although this

fact was not matched by a faster process.
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Fig. 1. Variation of acidity in wood barrels (a, acacia; b, chestnut; ¢, cherry; and d, oak) during acetification process according to the different thicknesses (¢ 15 mm barrels; [1 20

mm barrels; [ 25 mm barrels) in La Guinelle vinegar plant. The acidity values fitted to a linear regression except in chestnut 15 mm where a polinomic regression fit was needed.
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mm barrels; [1 25 mm barrels) in Mas d’en Gil vinegar plant. The acidity values fitted to a polinomic regression. The figure shows the exponential acetification until the process was

stuck.
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DISCUSSION

In this study, two variables related to increasing oxygen diffusion through the barrel were tested as
possible ways to reduce the time required for the production of traditional wine vinegar. The

parameters studied were wood type and thickness.

The barrels used for aging wine are usually made of oak.'”' In the wine-aging process,
oxygenation is limited in order to prevent spoiled aerobic microorganisms such as AAB from
developing."” Oak is well known for its limited porosity and permeability and is therefore a very
suitable wood in which to age wine. However, vinegar production requires oxygen during the
process to facilitate AAB development and the transformation of ethanol into acetic acid. Therefore,
the common practice of using recycled wine barrels for the production of vinegar is clearly
counterproductive. Wine barrels are made from oak, a wood that is not very porous to begin with
and even less so after being used for aging wine, a process which causes most of the wood’s pores
to become clogged with tartrates and other sediments generated during wine processing. For these
reasons, strategies to improve oxygen transfer are the most viable for shortening the acetification

process.

In this study, both of the variables proposed were evaluated in two vinegar plants and the duration

of the process and acetification rate were analyzed.

Comparing the two plants, acetification at LG was clearly faster than at MG and in the latter no
differences were found between the conditions tested. This different acetification development
between vinegar plants could be explained by differences in the microbiota responsible for the
process and in the wine used for acetification. It is well established that different AAB strains can
present differences in tolerance to ethanol and acetic acid and in the efficiency of transforming
ethanol into acetic acid.”’ In our case, indigenous AAB strains from LG clearly seemed to be better
adapted to the process conditions than the MG strains, and this is reflected in a higher
transformation rate at LG. Furthermore, the composition of the initial media also determines which
species and strains of AAB are capable of growing throughout the process.”' In our case, the wine
used in LG acetification was rich in residual sugars while the MG wine was dry and presented a

higher content of ethanol, which could explain the MG acetification problems.
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Table 1. Comparison of acetification rate (R = SD; g acetic acid/L * day) considering different woods and thicknesses

in both vinegar plants

Thickness Vinegar Plant
Wood
(mm) LG MG

15 1.03 + 0.06° 0.47 +0.07°
ACACIA 20 1.46 +0.06®  0.47 +0.04%
25 1.29 +0.00° 0.59 + 0.09°

15 0.82 +0.06 0.60 + 0.07°

CHESTNUT 20 1.00 +0.16 0.56 + 0.00°
25 1.14+0.14 0.53 +0.02°

15 0.84 + 0.06 0.54 +0.02°
CHERRY 20 0.89 + 0.06 0.54 + 0.05*
25 1.24 +0.22° 0.64 + 0.04°

15 0.89 + 0.06 0.59 + 0.07°

OAK 20 1.03 +0.06° 0.66 + 0.05°
25 0.76 + 0.09 0.61 +0.07

Notes: “Significant differences due to the wood thickness using 25 mm as control;
"Significant differences due to the wood type using oak as control;
“Significant differences due to the vinegar plant using LG as control

Abbreviations: LG, LaGuinelle, MG, Mas d’en Gil; SD, standard desviation.

Acetification at MG, which was slower, presented no differences based on wood type or thickness
whereas the same process done at LG, which resulted in faster acetification, presented some clear
differences according to wood type and thickness. One possible explanation might be related to the
ethanol transformation rate. In theory, for faster acetification to occur more oxygen is required over
a short time, and different strains have different oxygen needs. Therefore, we hypothesized that in
slow acetification, where a slow conversion of ethanol into acetic acid occurred, AAB oxygen needs
were covered by atmospheric oxygen and therefore no differences were observed based on wood
porosity, as in the case of the MG acetification. However, when rapid acetification occurred, this
fast transformation of ethanol into acetic acid required more oxygen, which became the limiting
substrate. Therefore, the amount of oxygen provided through the barrel could account for
differences in acetification. Thus, in these cases, wood porosity may determine the time needed to
complete the acetification process when the conversion of ethanol into acetic acid is suitably

efficient. In fact, the concentration of dissolved oxygen throughout the process was minimal in all
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acetification (0.04-0.09 mg/mL), except during the stuck acetifications where an accumulation of
oxygen was detected (0.96-2.34 mg/mL). This indicates that while AAB was active, all the oxygen

was being used for vinegar production and AAB development.

Focusing on the LG results, we were surprised that reducing the thickness of the wood barrel did
not improve the process in any case and even had a negative effect on the acetification rate and
process duration. The explanation for why in these conditions a thicker barrel was better is
completely unknown, and with our results attempting to explain why reduced thickness did not

improve the acetification process would be too speculative.

On the other hand, the effect of wood type was consistent with its porosity. In fact, it is known that
oxygen diffusion through wood is higher in less compact woods'* such as acacia and chestnut. In
the case of the 25 mm casks, the control for thickness, the worst wood was oak, so the choice of the
wood for vinegar-aging barrels must be a compromise between increased porosity to accelerate the

process and the effect that the wood has on vinegar quality.

In this study, we tested two variables related to increasing oxygenation during the vinegar
production process. Although the type of wood in which the product was aged seemed to have more
importance than the thickness of the barrel, perhaps the best solution is to increase the
surface/volume ratio, thereby increasing the contact between AAB and atmospheric oxygen, since

the amount of oxygen provided through the barrel seems to be limited.
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ABSTRACT

The population dynamics of acetic acid bacteria in traditional vinegar production was determined in
two independent vinegar plants at both the species and strain level. The effect of barrels made of
four different woods upon the population dynamics was also determined. Acetic acid bacteria were
isolated on solid media and the species were identified by RFLP-PCR of 16S rRNA genes and
confirmed by 16S rRNA gene sequencing, while strains were typed by ERIC-PCR and (GTG)s-rep-
PCR. The most widely isolated species was Acetobacter pasteurianus, which accounted for 100% of
all the isolates during most of the acetification. Gluconacetobacter europacus only appeared at any
notable level at the end of the process in oak barrels from one vinegar plant. The various A.
pasteurianus strains showed a clear succession as the concentration of acetic acid increased. In both
vinegar plants the relative dominance of different strains was modified as the concentrations of

acetic acid increased, and strain diversity tended to reduce at the end of the process.

Keywords: Acetobacter pasteurianus, Gluconacetobacter europaeus, Oak, Cherry, Acacia,
Chestnut
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INTRODUCTION

Known by most ancient civilizations, wine vinegar was considered to be a food by-product of wine
and it was mainly produced in Mediterranean countries with an oenological tradition (Tesfaye et al.,
2002). Wine vinegar can be obtained by two well defined methods: the traditional and the
submerged. In the latter, acetic acid bacteria (AAB) are submerged in the liquid and oxygen is

constantly added.

This vinegar is produced in a short time (24—48 h) and is of lower quality than that produced by the
surface culture method, which is also known as traditional vinegar. This method involves AAB
growing on the air-liquid interface in direct contact with atmospheric air (oxygen). Therefore, a
considerable amount of time has to pass before the acetic acid degree is high. This method allows
not only simultaneous acetification and ageing, but also metabolic by-products from AAB that
increase the sensorial complexity of the vinegar (Tesfaye et al., 2002). The resulting vinegar, then,

is of high quality, but as production time is lengthy, the cost is also high.

Traditional wine vinegar is obtained by spontaneous wine acetification in which ethanol, initially
produced by yeast is oxidized to acetic acid by AAB (De Ley et al., 1984). This process is carried
out in wood barrels and usually started by the “seed vinegar”, also called “mother of vinegar”, an

undefined starter culture obtained from previous vinegar.

In fact, few ecological studies of AAB in vinegars have been made, and those were mainly focused
on industrial vinegars (Schiiller et al., 2000; Sokollek et al., 1998), persimmon vinegar (Jin-Nam et
al., 2005), rice vinegar (Haruta et al., 2006; Nanda et al., 2001), wine vinegar (Ilabaca et al., 2008)
and traditional balsamic vinegar (De Vero et al., 2006; Gullo et al., 2006, 2009). These studies
relate the presence of Acetobacter pasteurianus to the production of vinegars with a low acetic acid
content (Haruta et al., 2006; Ilabaca et al., 2008; Nanda et al., 2001) and the presence of
Gluconacetobacter  species  (Gluconacetobacter  xylinus,  Gluconacetobacter  europaeus,
Gluconacetobacter oboediens and Gluconacetobacter intermedius) to high acidity industrial
vinegars (Schiiller et al., 2000; Sokollek et al., 1998). In traditional balsamic vinegar, which can be
considered to be amid-acidity vinegar, A. pasteurianus, Ga. europaeus and Ga. xylinus are the main
species (De Vero et al., 2006; Gullo et al., 2006, 2009).

The fundamental limitation of ecological studies is that AAB are difficult to isolate, cultivate and

maintain in pure culture. This is especially true of those strains isolated from sources with a high
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concentration of acetic acid (Entani et al., 1985; Gullo et al., 2006) since they adapt to the extreme
media and are therefore difficult to recover on culture plates (Millet and Lonvaud-Funel, 2000;
Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trcek, 2005). This means that there are significant
differences between enumeration by plating and enumeration by microscopy (Ilabaca et al., 2008;

Mesa et al., 2003).

These culturability problems have been associated to the absence of a suitable culture medium and
the existence of a “viable but non culturable” state (VBNC) (Fleet, 1999; Giraffa and Neviani, 2001;
Millet and Lonvaud-Funel, 2000). An additional problem is that in these media AAB occur in pairs,
chains or aggregates, which probably represent a single colony when plating. One way of getting
round this limitation is to use culture-independent methods (De Vero et al., 2006; Gonzalez et al.,
2006a). However, culturing is still essential if vinegar microbiota is to be further identified and

characterised at the strain level.

One of the biggest hurdles for studying AAB has been the lack of quick and reliable methods
needed for routine analysis in ecological studies. During the last ten years, quick and easy
molecular biology methods that are based on the phylogenetic relationships between AAB have
been developed. Polymorphisms of both ribosomal genes and their spacers have been used for
characterisation at the species level using RFLP-PCR techniques (Gonzalez et al., 2006b; Gullo et
al., 2006; Ruiz et al., 2000; Sievers et al., 1996; Trcek and Teuber, 2002).

However, in vinegar production, as in any fermentation industry, strain identification is critical and
methods for strain typing have been developed for AAB. Several PCR techniques have been
proposed for typing AAB strains: Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR (ERIC-
PCR; Gonzalez et al., 2004; Gullo et al., 2009; Nanda et al., 2001; Versalovic et al., 1991) and
Repetitive Extragenic Palindromic-PCR (REP-PCR; Gonzélez et al., 2004), (GTG)s-rep-PCR
fingerprinting (De Vuyst et al., 2008; Gevers et al., 2001; Versalovic et al., 1994) and RAPD-PCR
(Bartowsky et al., 2003; Prieto et al., 2007).

The aim of the present study was to make an in-depth analysis of the evolution of the population of
AAB during traditional wine vinegar production. The process was followed in two independent
vinegar plants, which had different backgrounds of vinegar production and produced different
vinegars (from sweet or dry wine). The production process was performed in barrels made of four
different types of wood in order to analyse the possible effect of the woods and the different

porosity on the evolution of the AAB population. AAB were analysed at the species level by the
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RFLP-PCR 16S rRNA gene (Gonzélez et al., 2006b; Ruiz et al., 2000) and typed at the strain level
by ERIC-PCR (Gonzélez et al., 2004; Versalovic et al., 1991) and (GTG)s-rep-PCR methods
(Versalovic et al., 1994).

MATERIALS AND METHODS

Acetification conditions and sampling

The study was conducted in two vinegar plants: Viticultors Mas d'en Gil (P, Bellmunt del Priorat,
Tarragona, Spain) and La Guinelle (B, Banyuls, France). The two plants were different in terms of
the characteristics of the wine produced, the climate and the period of time they had been in
operation. P used dry wine in its production process whereas B used sweet wine (70 g residual
sugar/L). P was housed in a relatively cold, closed building whereas B was in the open air and
subject to dramatic changes in temperature. Finally, B had been producing vinegar for five years

prior to the study, whereas P was new and had only been in operation for a year.

The barrels were constructed by Boteria Torner (Barcelona, Spain) and specifically designed for
this experiment. Briefly, they had the typical design of 60 L barrels and were made of different
woods: acacia, chestnut, cherry and oak (which was used as a control). All the barrels had a broad

top hole, which was covered by a cloth to prevent insects, dust, etc. from inadvertently getting in.

The acetifications in both vinegar plants started in August 2005. The mother of vinegar was
produced using the two plants' own vinegars mixed with wine and water in a proportion of 25:50:25
in a plastic container (P) or a wood barrel (B). This mother of vinegar (10%) mixed with diluted
wine was the initial mixture for the acetification process. Barrels were filled with 40 L of the initial
mixture, leaving an air chamber of 20 L. The acetifications were carried out in triplicate for each

type of wood.
For the microbiological study, samples were taken at different moments during the acetification:

initial mixture (Ty), 2% (w/v) acidity (T,), 4% (w/v) acidity (T) and 6% (w/v) acidity (Ts). Samples

of the mother of vinegar and wine were also analysed.
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Chemical analysis

The acetifications in both vinegar plants were carried out at room temperature. The dissolved
oxygen, temperature, pH and the concentration of ethanol, acetic acid, and residual sugars were

analysed throughout the process (in the samples mentioned above).

Temperature and dissolved oxygen were measured using a LDO™ HQ10 Portable Dissolved
Oxygen Meter (HACH Company, Colorado, USA). Total titratable acidity (which was mostly due
to acetic acid) was determined by titration with 0.1 N NaOH and phenolphthalein as the indicator
(Ough and Amerine, 1987). Ethanol and residual sugars (glucose and fructose) were measured with
enzymatic kits (Boehringer, Mannheim, Germany). Free and total sulphur dioxide was determined

by the Ripper Method (Garcia Barceld, 1990).

Enumeration of AAB

Total AAB cells were counted by light microscopy using a Neubauer improved counting chamber
(0.0025mm” and 0.02 mm deep). AAB were isolated by plating diluted samples on GY (1% yeast
extract; 5% glucose; 1.5% Agar) supplemented with natamycin (100 mg/L) (Delvocid, DSM; Delft;
The Netherlands) with an automatic spiral platter (WASP II. DonWhitley Scientific Limited,
England). After incubation at 28 °C for 47 days, ten colonies were randomly isolated at each point
and plated on GYC (10% glucose, 1% yeast extract, 2% CaCO3, 1.5% Agar). The production of
acid was tested by the dissolution of CaCOj precipitates on the plates.

Identification of AAB
Total DNA was extracted by the CTAB method (Cetyltrimethylammonium bromide) described by
Ausubel et al. (1992).

AAB species grouping by the RFLP-PCR 16S rRNA gene

The 16S rRNA gene was amplified using the method described by Ruiz et al. (2000). Primers were
designed on the basis of conserved regions of the S5%-end (16Sd, 5'-
GCTGGCGGCATGCTTAACACAT-3') and the 3’-end (16Sr, 5'-
GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-3') of the 16S rRNA gene (Ruiz et al., 2000). The reactions
were carried out in the Gene Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, USA). In
all cases, amplified DNA was detected by electrophoresis on a 1.0% (w/v) agarose gel in TBE
buffer. The gels were stained with ethidium bromide and photographed. The amplified products
were digested with two restriction enzymes: Taql and Alul (Gonzalez et al., 2006b; Ruiz et al.,

2000). Additionally, the Bccl restriction enzyme was used to differentiate between the
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Gluconacetobacter hansenii, Ga. europaeus and Ga. xylinus species (Torija et al., 2010).
Restriction fragments generated by Taqgl, Alul and Bccl were detected by 3% (w/v) agarose
electrophoresis gel. Lengths of amplification products and restriction fragments were detected by
comparison with a VC 100 bp Plus DNA ladder (M;; Vivantis Technologies Sdn.Bhd, Selangor
D.E., Malaysia). The patterns obtained were then compared with patterns reported by Ruiz et al.
(2000) and Gonzalez et al. (2006b).

In order to confirm the results obtained by RFLP-PCR, the 16S rRNA gene amplicons of some
representative clones of each species grouping were purified and sequenced by Macrogen Inc.
facilities (Seoul, South Korea) using an ABI3730 XL automatic DNA sequencer. The sequences

obtained were compared with those in the GenBank databases.

AAB typing
For AAB characterization, we used the ERIC-PCR (Versalovic et al., 1991) and the (GTG)s-rep-
PCR fingerprinting technique (Gevers et al., 2001; Versalovic et al., 1994).

For the ERIC-PCR, the primers used were ERICIR: ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC and
ERIC2: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG and for (GTG)s-rep-PCR only one primer was used
(5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3'). The reactions were carried out in Gene Amp PCR System 2700
(Applied Biosystems, Foster City, USA). ERIC and (GTG)s amplification products were detected
by electrophoresis gels on a 1.5% and 0.8% agarose (w/v), respectively. In both cases, pattern band
lengths were determined by comparison with M; (abovementioned) for the smallest bands and by
the mixture of A phage DNA digested with HindIII-EcoRI and HindIII (M,; Boehringer Mannheim)
for the largest bands. The gels were stained with ethidium bromide and photographed.

In order to determine the number of profiles obtained in this study, similar profiles in agarose gels
were compared by a Bionalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Boblingen, Germany) using
the 7500 Labchip. The DNA sample size was estimated by comparison with external standards
(DNA sizing ladder) and internal standards (DNA markers), an accurate and reproducible method
(Nachamkin et al., 2001; Panaro et al., 2000) that made comparison between profiles more precise

and reliable.

Strain biodiversity was calculated using Simpson's index, which shows the probability that two
randomly selected isolates are the same strain. Biodiversity was calculated as 1-2p;’, where p; is the

number of same strain isolates divided by the total number of isolates.
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RESULTS

Starting wine and mother culture

The characteristics of the wines used for the vinegar production were significantly different (Table
1). The wine used in B was a sweet fortified wine with a considerable amount of reducing sugars,
mostly fructose. The wine used in P, however, was a dry wine with ca. 1 g residual sugar per litre,
also mostly in the form of fructose. Both wines presented similar levels of free SO,, although the

sweet wine used in B contained more sulphite to prevent spoilage.

The mixtures (Ty) from both cellars were set at similar acetic acid levels: that is, slightly less than
1% (w/v). Sugar and ethanol levels from the two cellars were different because of the starting wine

characteristics and mother cultures.

Acetification

Acetifications were considered to have finished when they reached 6% (w/v) acetic acid (Table 1).
Both the acetic acid levels and pH values were the same in the two plants. The levels of dissolved
oxygen, throughout the process, were very low and no differences were detected between woods.
Ethanol reduction was similar in both plants (6.2—-6.4%, v/v) and the approximate transformation
value was 1 g ethanol per 1 g acetic acid. Ageing in barrels brought the ethanol levels to below 1%

(v/v) (results not shown).

Table 1. Chemical analysis of starting wines, mother cultures (MC), initial mixture (To) and final vinegar (6% (w/v), T3)

Samples Total titratable Residual sugars (g/L) Ethanol pH SO, (mg/L)
acidity (%, wiv) concentration
Glucose Fructose (%, VIV) Free SO, Total SO,

BANYULS (B) Wine 0.6 27.21 57.90 14.86 3.56 13 35
MC 6 26.34 46.86 2.56 2.64 - -
To 0.9 20.90 43.38 9.62 3.37 5 9
Ts" 6,33+0,59 19,07+0,78  41,12+0,72  3,47+1,20 2,85+0,03 - -

PRIORAT (P) Wine 0.45 0.34 0.75 13.30 3.22 9 18
MC 33 0.46 0.92 4.20 3.08 - -
To 0.9 0.35 0.78 11.34 3.26 6 12
T,° 6,11+0,29 0,34 +0,67 0,76+0,70 4,81+0,69 2,84+0,05 - -

-, hot analyzed
T, is the average of the 12 acetifications * standard deviation.

The acetifications in plant B finished in a period between 49 and 76 days and the acetification rate

was maintained throughout the period (Fig. 1). The acetifications in P clearly had two phases. The
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first phase, with active acetification, finished at 4.5% (w/v) acetic acid in approximately 100 days,
whereas the second phase was characterised by a stuck acetification, which meant that it took up to
272 days to reach 6% (w/v) acetic acid. Part of this effect could be attributed to cold winter
conditions, which together with the plant's poor insulation and lack of temperature control yielded

average temperatures below 15 °C for 5 months.

Microbial analysis

The bacterial counts were performed by both microscopy and plating. The starting wines presented
bacterial populations ranging from 10° (B) to 10’ cells/mL (P) by microscope counting, but
recovery from the plates was very poor. None of the colonies grown on plates showed the formation
of a clear halo around the colony and they were not identified as AAB. The mother cultures had
populations of 10° (B) and 10 cells/mL (P), and yielded a starting mixture culture of 3x10” (B) and
5x107 cells/mL (P). As soon as acetification started, the population size remained constant at about
7-9x10" (B) and 1-2x10® cells/mL (P) according to the optical microscope counts. However, when
plated in GY medium the population recovery was in the range 10* to 10° CFU/mL. Thus, a
considerable reduction was observed and the colonies recovered were further analysed for AAB

identification and typing.

Identification of AAB species

During acetification a total of 349 and 395 colonies were isolated from B and P, respectively. All
the colonies were analysed although only some of them produce a clear halo when grown on GYC
medium: in this case, 262 and 308 in B and P, respectively. All the halo-forming colonies were
Gram-negative and identified as AAB, but the non-halo-forming colonies were identified by

molecular methods as other non-AAB species (data not shown).

Species were identified after restriction analysis of the 16S rRNA gene amplicons and compared to
those of the type strains. Once they had been associated to a species pattern, this same region was
sequenced in several representative colonies of each species. In all cases the sequences confirmed

the species level identification made by RFLP-PCR.

93



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfr

ISBN:/DL:

T

do Vegas Pére
Segundecapitulo

8 -

TOTAL TITRATABLE ACIDITY (%, wiv)

O I T T T T T !
0 50 100 150 200 250 300

TIME (Days)

Fig. 1. Progression of the acetification process in the Banyuls (0) and Priorat (0) vinegar plants

No AAB were isolated from the starting wines. Two different species were isolated from the two
mother cultures: A. pasteurianus and Ga. europaeus from B, and A. pasteurianus and Ga. xylinus
from P. However, in the mix with wine (Ty) all the colonies recovered in B were of the A.
pasteurianus species and in P they were of three different species: A. pasteurianus, Gluconobacter

oxydans and Ga. europaeus (Table 2).

During acetification (samples taken at times T, T, and T3) A. pasteurianus was the only species to
be recovered in P and the main one recovered in B. Ga. europaeus was found at the end of one
acetification only in B. This species was the only one to be found in one of the oak triplicates where
the acetification had been delayed (by 76 days). This would explain the delay in the process (49

days was the average length of acetification in B).

AAB typing

Both ERIC-PCR and (GTG)s-rep-PCR were used for typing at the strain level (Fig. 2). The results
of both techniques were similar, although ERIC-PCR yielded slightly higher polymorphism. All the
strains sharing the same pattern in ERIC-PCR also had the same pattern in (GTG)s-rep-PCR, yet the

opposite was not always true.
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In B samples, up to 27 different electrophoretic patterns were clearly identifiable (Table 2). In the
mother culture and during the subsequent acetification process a single A. pasteurianus strain (Bp1)
was clearly predominant (always more than 50% of the total number of colonies recovered).
Surprisingly, this strain was not recovered in the final vinegar, in which the main strain was Bp16
(the percentage of which increased as the acetification progressed). Other minor A. pasteurianus
were recovered during the acetification, especially in the intermediate stages (T; and T,) when the
number of strains was at its highest. However, the strain diversity was lower than in T3 as many of
these strains were found in very low percentages (<5%). Only two strains of other species were
isolated, both of which belonged to Ga. europaeus. These strains were identified in the mother

culture (Be2) and in one of the oak triplicates where Ga. europaeus took over the acetification.

The type of wood can influence the recovery of strains, especially the minor strains (Fig. 3). For
instance, Bp10 was only recovered in chestnut and cherry barrels, whereas Bp6 was the main strain
in oak and was seldom found in cherry barrels. Some other strains seem to be wood specific: for

example, Bp22 in cherry, Be23 in oak, Bp24 in acacia and Bp12 in chestnut barrels.

Table 2. Species and strain identification of AAB during acetification

Number of Number of . . Strain biodiversity
Samples isolates studied different Species (%) Strains (%) Simpson's index
BANYULS (B) MC 12 2 92% A. pasteurianus  Bpl (92%) 0.15
8% Ga. europaeus Be2 (8%)
To 20 2 100% A. pasteurianus  Bp1 (95%), Bp3 (5%) 0.10
Ty 70 12 100% A. pasteurianus  Bpl (55%), Bp10 (20%), Bp12 (9%), Bp6 (6%), Bp7 0.64
(3%), Bp4/Bp5/Bp8/Bp9/Bp11/Bp13/Bpl4 (1% every
one)
T, 72 11 100% A. pasteurianus Bpl (65%), Bp6 (10%), Bp5 (7%), Bp18 (6%), Bp16 0.56
(4%), Bp7 (3%), Bp15/Bp17/Bp19/Bp20/Bp21 (1%
every one)
T3 88 9 89% A. pasteurianus  Bp16 (51%), Bp22 (14%), Bp6 (11%), Bp24 (10%), 0.69
Bp25/Bp26/Bp27 (1% every one)
11% Ga. europaeus Be23 (8%), Be2 (3%)
PRIORAT (P) MC 11 4 82% A. pasteurianus  Pp4 (36%), Pp2 (28%), Pp1 (18%) 0.73
18% Ga. xylinus Px3 (18%)
To 12 3 50% A. pasteurianus  Pp1 (50%) 0.57
42% G. oxydans Po5 (42%)
8% Ga. europaeus Pe6 (8%)
Ty 83 6 100% A. pasteurianus  Pp7 (64%), Pp4 (24%), Pp10 (9%), Pp8/Pp9/Ppll (1% 0.52
every one)
T, 94 5 100% A. pasteurianus  pp4 (96%), Pp12/Pp13/Pp14/Pp15 (1% every one) 0.08
T3 108 2 100% A. pasteurianus Pp16 (82%), Pp17 (18%) 0.30

MC: Mother culture; Ty: Initial mixture; T;: 2% (w/v) acidity; T,: 4% (w/v) acidity; Ts: 6% (w/v) acidity.

In P there were fewer different strains (17) (Table 2) and the points with the most different strains
were the same as in B. However, in this case, the diversity was greatest at the beginning of the

process due to the dominance of two strains (Pp4 and Ppl16) at the end of acetification. In this
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vinegar plant, a succession of A. pasteurianus strains was clearly observed: Pp7 was the main strain

at the beginning of acetification; Pp4 was predominant in the middle, and Ppl6 was found

exclusively at the end.

The effect of wood type in P was very limited: the main strains mentioned above were over 90% of
those found in cherry, chestnut and oak barrels (Fig. 3). In acacia barrels Pp7 was absent so the two
remaining main strains were almost 80% of the total. Only one other strain (Pp17) was found in a

significant percentage (18%).

Finally, diversity was higher in the older vinegar plant (B) than in the more modern one (P),
especially during acetification (Table 2). This is particularly important when it is taken into account

that the number of colonies recovered was generally higher in plant P.

A) B)
M12 34 567 8M 91011121314 15M; M, 1 23 45 67 8M9101112131415M,

Fig. 2. Electrophoretic patterns of different AAB Priorat strains. (A) ERIC-PCR (B) (GTG)s-rep-PCR. The same 15
AAB strains were analyzed by both techniques (Lanes: 1: Ppl; 2: Pp2; 3: Px3; 4: Pp4; 5: Po5; 6: Pe6; 7: Pp7; 8: Pp§; 9:
Pp9; 10: Pp10; 11: Pp12; 12: Pp13; 13: Ppl4; 14: Ppl6; 15: Pp17). M, and M, refer to molecular size markers.

DISCUSSION

In this study, we aimed to analyse the AAB population dynamics during traditional vinegar
production in two independent vinegar plants. Basically, the main differences between them were

the length of time they had been operating (P was new whereas B had been producing continuously
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and intensively for five years), the starting wine (P was dry and B sweet and more sulphited) and
exposure to changes in the weather (considerable in B as it operated in the open air, and more
limited in P, which was in a building with poor insulation and generally colder). Both plants were
provided with new barrels made from four different woods so that the effect of wood on the
succession of microbiota could be analysed. In both cases we started with a new wine and for
inoculation we used a mother of vinegar prepared from the vinegar available at each plant. The
concentration of residual sugars did not change throughout the acetifications, which confirmed a
preference for ethanol as the carbon source of the AAB present in vinegar. The effect of wood on

the progress of acetification was slight and it has been reported elsewhere (Torija et al., 2009).
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Fig. 3. Percentages of the different strains isolated in both vinegar plants in the barrels made with different woods. A)
Banyuls: N Bp1, W Be2, B Bp6, & Bp7, M Bp10, Bl Bp12, = Bp16, M Bp1s, & Bp22, B Be23, E Bp24,
“lOTHERS (The number on top of the bars represents the number of different minor AAB strains). B) Priorat: ﬂPp4,
Ppy7, Bppio, Mppi6, Epp17, TOTHERS (As in A).

Although the wines were contaminated with bacteria, easily visible under the microscope, no AAB
colonies were recovered on plates. It is well known that it is difficult to culture AAB from wine

(Bartowsky et al., 2003; Millet and Lonvaud-Funel, 2000), but it is even more difficult from vinegar
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(Entani et al., 1985; Gonzalez et al., 2006a; Ilabaca et al., 2008; Sievers et al., 1992; Sokollek et al.,
1998; Trcek, 2005). The recovery of AAB from wine depends on SO, levels (Du Toit et al., 2005)

and the length of fermentation or ageing (Millet and Lonvaud-Funel, 2000), which we could not
control in our samples. Furthermore, not all the media support growth equally and they are selective
for one strain or another (Gullo et al., 2006). GYC was proposed as a medium that enabled most
strains to be recovered in traditional vinegars (Gullo et al., 2006) and it was therefore chosen as the
preferred medium. However, in a liquid medium such as wine with high alcohol content, the
presence of free SO, and the low availability of oxygen subject the microorganisms to serious stress
and they probably need some recovery before they can grow on a solid medium with a different
carbon source. In fact, oxygen enrichment has been proposed as a way of improving culturability, or
of putting an end to the Viable But Not Culturable (VBNC) status (Millet and Lonvaud-Funel,
2000). AAB are fastidious microorganisms because their ability to grow is easily impaired when
they are placed in a different medium, probably because of their metabolic activity. As a
consequence, ecological studies of AAB are always difficult and often biased because of this
inability of much of the population to grow on a culture plate. Although the colonies recovered are
only part of the total population, it must be taken into account that they are the most metabolically
flexible (and probably the most active) strains. Thus, those AAB strains that are able to grow on
solid media may have greater metabolic fitness. The halo formation that is one of the basic
characteristics that associates a given colony to the AAB group (Cleenwerck and De Vos, 2008)
was not produced in 20-25% of the colonies recovered in this study. Although it is also well known
that most AAB lose their ability to produce acetic acid when plated (Sievers and Teuber, 1995), this

is not our case, as none of the non-haloforming colonies were identified as AAB.

In both vinegar plants, either the mother of vinegar or the starting cultures for vinegar production
contained not only several strains but also different species, as has already been recognised in
several studies (Gullo et al., 2006; Sokollek et al., 1998). The species enrichment that was observed
in P after the wine and the mother of vinegar had been mixed could be related to the aeration that
occurred during the mixing, which might facilitate the recovery of some species that would
otherwise be in a VBNC status (Millet and Lonvaud-Funel, 2000). However, the recovery of G.
oxydans was unexpected as it has been reported that it is absent from or scarcely present in final

wines or vinegars (Drysdale and Fleet, 1988; Gonzalez et al., 2005; Joyeux et al., 1984).

The main species throughout the process in both vinegar plants was A. pasteurianus as has also
been mentioned in a previous study in traditional wine vinegar (Ilabaca et al., 2008) and rice

vinegar production (Haruta et al., 2006; Nanda et al., 2001). The common feature of the production
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of these traditional vinegars is the concentration of acetic acid, which is low (4-7% w/v). In
submerged vinegar production, on the other hand, the acetic acid concentration can be much higher
(up to 15-20%). In this case, the AAB recovered mostly belong to the genus Gluconacetobacter:
Ga. europaeus (Callejon et al., 2008; Sievers et al., 1992; Trcek et al., 2000), Gluconacetobacter
entanii (Schiiller et al., 2000), Ga. oboediens (Sokollek et al., 1998) and Ga. intermedius (Boesch et
al., 1998; Trcek et al., 2000). This predominance may be because of the high production of, and
tolerance to, acetic acid. In fact, these species have been described in traditional processes in which
acetic acid reaches high concentrations (for example, in some cases of “Traditional Balsamic
Vinegar” the acetic acid content can be easily over 7% (w/v) (Gullo et al., 2006)). It has been
proposed that A. pasteurianus pioneers the production of vinegar, and is followed by Ga. europaeus
which may be more resistant to acetic acid and less resistant to ethanol (Gullo et al., 2009). In our
case, the massive presence of A. pasteurianus throughout the process confirmed the previous
observations that suggested that this species is the major producer of acetic acid at the start of
traditional processes and remains so while acetic acid is at low levels (6%, w/v). However, the
presence of Ga. europaeus at the end of one acetification (oak in B) might indicate that 6% (w/v)

acetic acid could be the point at which the transition from one species to another occurs.

The analysis at species level can overlook an undergoing process of strain succession. To the best of
our knowledge there are no culture independent methods available for simultaneous AAB typing
and quantification, so recovery on solid media will still be necessary. In both plants it had become
evident that there was a succession of A. pasteurianus strains. In B, Bpl clearly dominated the
initial steps, in what we should consider as the “starting strain”, and at the end of fermentation other
A. pasteurianus strains appeared (Bp16). In P, however, different strains dominated each phase: Pp7
at 2% (w/v), Pp4 at 4% (w/v) and Ppl6 at 6% (w/v) acetic acid concentrations. Thus, it became
clear that the starting strains were better prepared to survive at low acetic acid concentrations and
high ethanol, whereas the ones that finished the acetification might be more acetic acid tolerant. The
observation made by Gullo et al. (2009) regarding the succession of species, then, in fact might
cover another succession at the strain level. The length of time that the two plants had been
operating may also be related to an increase in strain diversity. Repeated vinegar production seems
to provide an ecological niche for the survival of more strains, which secure the process. The
process, then, was faster as the greater variability of strains can cope with the changes in wines or

the environment (temperature, wood, oxygen, etc.).

The effect of the wood upon AAB species and strains has never been tested before. The desired

effect was that the wood should increase the oxygen available to AAB so that the acetification
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process would be more time-efficient. This effect, however, was slight (Torija et al., 2009),

although it seems that other effects upon chemical vinegar composition were stronger (Callejon et
al., 2008, 2009). Wood was seen to have two basic effects on chemical composition: compounds are
released from wood, as has been clearly seen in both wines and vinegars (Arfelli et al., 2007;
Callejon et al., 2009; Fernandez de Simon et al., 2003; Hernandez et al., 2007; Morales et al., 2002;
Ortega-Heras et al., 2004) and the strains and species undergo changes (Callejon et al., 2008). As
far as this latter point is concerned, some woods clearly influence the succession of strains and the
predominance of some over others: the appearance of Ga. europaeus only in oak in B may be
indicative of a more “mature” plant (higher biodiversity) and a species that has already adapted to a

particular wood (oak was the only wood to have been used in both plants).

In conclusion, we used barrels made with four different woods to produce vinegar in two
operational vinegar plants and analysed the AAB population at both the species and strain levels.
We found a clear predominance of A. pasteurianus throughout the process, although Ga. europaeus
proliferated when the acetic acid concentration was above 6% (w/v) and the conditions were
appropriate. At the strain level, however, a clear succession occurred, and the recovery of different
strains depended on the acetic acid concentration. Finally, the longer a plant has been operating may
lead to a greater diversity of AAB strains, which improves the chances of a good acetification
process. However, it should be emphasized that the strains monitored were those that were
recovered on plates, which are only a small proportion of the total AAB present. Despite these
problems, in our opinion, these ecological studies have an important role to play in improving
industrial processes. Similar studies have been made of different fermented foods. In the case of
wine, for instance, understanding the evolution of yeast species and strains has led to greater
knowledge of the process and strains can now be selected to be used as fermentation starters.
Inoculating wine with selected yeasts improves fermentation and the final quality of wine. A similar
outcome may be expected in the vinegar industry which, so far, is completely ignorant of the
microorganisms involved in the acetification process. Nowadays new microbiological analysis
tends to culture independent methods. These methods need to be implemented in the industrial

monitoring of AAB if the problem of culturing these microorganisms is to be avoided.
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1. INTRODUCCION

La produccion tradicional de vinagres de vino es un proceso que se realiza por la acetificacion del
vino de manera espontanea, es decir, sin control microbioldgico. Este proceso se inicia con lo que
se conoce como “madre del vinagre”, que es un cultivo iniciador no definido de bacterias acéticas
(BA) obtenido a partir de vinagres en proceso (Holzapfel, 2002). En procesos de fermentacion de
alimentos, el principal objetivo de la utilizacion de cultivos iniciadores es tener un mejor control
tanto a nivel microbioldgico, asegurando el proceso y evitando el desarrollo de microorganismos no
deseados, como a nivel sensorial, manteniendo la calidad del producto (Holzapfel, 1997). Sin
embargo, en el caso del vinagre, el uso de la madre del vinagre, al tratarse de un cultivo mixto no
definido, no asegura el control del proceso, por lo que tiene gran interés el estudio de cultivos
iniciadores con cepas puras de BA. En este aspecto, son pocos los trabajos de inoculaciéon de BA
que se han realizado en vinagres tradicionales (Gullo et al., 2009; Hidalgo et al., 2010). En el
estudio de Gullo et al. (2009), en vinagre balsamico tradicional, la cepa de Acetobacter
pasteurianus inoculada se imponia hasta la mitad del proceso pero luego era una cepa de
Gluconacetobacter europaeus la que finalizaba el proceso. Mientras que en el trabajo de Hidalgo et
al. (2010) se observo que la cepa de A. pasteurianus inoculada se imponia cuando se utilizaban las
mismas condiciones que en la acetificacion de la cual habia sido aislada (misma vinagreria y tipo de
barrica). Incluso, se observd una reduccion del tiempo de acetificacion (52 dias) respecto a los

procesos espontaneos donde se aislo (76 dias) (Vegas et al., 2010).

Durante el proceso de produccion de vinagres, la temperatura es un parametro importante a
controlar, ya que las BA son muy sensibles a cambios de temperatura. Sin embargo, en la
produccion tradicional de vinagres de vino, no se acostumbra a controlar la temperatura, lo que
influye en la lentitud del proceso e incluso puede ocasionar paradas de acetificacion (Vegas et al.,
2010). En el trabajo de inoculacion realizado por nuestro grupo (Hidalgo et al., 2010), el estudio se
llevo a cabo a temperatura ambiente en una vinagreria de construccion abierta sujeta a cambios
bruscos de temperatura. El hecho de que no se controlase la temperatura pudo favorecer la sucesion
de BA y tener como resultado la falta de imposicion de la cepa inoculada en determinadas

condiciones.

Por todo ello, el presente trabajo tiene como objetivo comprobar si dos cepas de A. pasteurianus
aisladas en un trabajo anterior (Vegas et al., 2010) pueden utilizarse como cultivos iniciadores en
condiciones distintas de aquéllas en las que fueron aisladas y donde el proceso de acetificacion se

lleva a cabo en una cdmara a temperatura controlada. Ademas, el desarrollo de estas acetificaciones
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se compard con una acetificacion espontanea, iniciada con una madre mixta, que se considero el
control del proceso. El seguimiento de las acetificaciones se realiz6 mediante técnicas moleculares
tanto a nivel de especie (RFLP-PCR del gen ribosomal 16S) como de cepa ((GTG)s-PCR y ERIC-
PCR).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacion de los indculos

Las dos cepas de A. pasteurianus utilizadas en este estudio se aislaron en un estudio ecoldgico
anterior (Vegas et al., 2010). La cepa Bp1 se aislo en la vinagreria La Guinelle (Francia) y la cepa
Ppl6 en la vinagreria Mas d’en Gil (Espafia). Para producir la madre inicial, las cepas crecidas en
25 mL de medio GY (5% (p/v) de glucosa, 1% (p/v) de extracto de levadura) se mezclaron con vino
diluido procedente de la vinagreria. El volumen del inéculo se fue aumentando a medida que el
etanol se iba consumiendo, afiadiendo vino a la mezcla en proporcion 50:50 (vino:indculo). La
multiplicacion de los indculos se realizd inicialmente en el laboratorio y posteriormente en la

vinagreria para conseguir el volumen suficiente para las diferentes acetificaciones.

2.2. Condiciones de acetificacion

Las tres acetificaciones (dos inoculadas y una espontanea) se realizaron en la Finca Experimental
Mas dels Frares de la Universitat Rovira 1 Virgili (Espafia) en una cdmara (sistema cerrado) con
temperatura controlada a 25 °C. Para la acetificacion espontanea se utilizé como madre un vinagre
que estaba ya en proceso en la misma camara. Todas las acetificaciones se realizaron por duplicado
en barricas de madera de 60 L, previamente limpiadas con agua y vapor de agua. Estas barricas se
llenaron con 40 L de mezcla inicial, en una proporcion 50:50 de los in6culos o madre del vinagre y
vino. Para evitar contaminaciones o la entrada de polvo, insectos, etc, la abertura superior de la

barrica se cubri6 con un pafio de tela.

Para los analisis quimicos y microbiologicos se tomaron muestras del vino, de la preparacion del
inéculo y en diferentes puntos de la acetificacion: mezcla inicial (Ty), mitad de la acetificacion (T;)
y final de la acetificacion (T,). En estos puntos se realizaron controles de acidez total, etanol, pH y

recuento de BA por microscopia y siembra en placa.
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2.3. Analisis quimicos

El seguimiento de la preparacion de los indculos y de las diferentes acetificaciones se realizo
mediante el analisis del etanol y de la acidez total. El consumo del etanol se determind mediante un
kit enzimatico comercial (Boehringer, Mannheim, Alemania) y la acidez total por valoracion acido-

base utilizando la fenolftaleina como indicador (Ough y Amerine, 1987).

2.4. Analisis microbioldgicos

Las muestras se sembraron en medio agar GY (GY liquido con 1.5% (p/v) de agarosa)
suplementado con natamicina (100 mg/L) (Delvocid, DSM; Delft; Holanda) y se incubaron durante
4-7 dias a 28 °C. Posteriormente, en cada punto de muestreo, se seleccionaron aleatoriamente las
colonias a estudio y se sembraron nuevamente en placas de GY con 2% de CaCOs3 con el proposito

de asegurar que las colonias aisladas producian acido acético.

La extraccion del DNA total se realizé por el método del CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
descrito por Ausubel et al. (1992). Para la identificacion a nivel de especie, se utilizo6 la técnica del
RFLP-PCR del gen del 16S rRNA descrita por Ruiz et al. (2000). Los productos amplificados
(~1450 pb) se digirieron con tres enzimas de restriccion: Taql, Alul y Bccl (Roche Diagnostics,
GmBh). Adicionalmente, se utilizo el enzima Xbal para diferenciar la especie Ga. saccharivorans
de las especies Ga. europaeus/Ga. intermedius que presentaban el mismo perfil con los tres enzimas
anteriores y el enzima Xmal para diferenciar estas dos ultimas especies. Esta técnica permitid
agrupar los aislados en diferentes perfiles, pero para confirmar las identificaciones, el gen ribosomal
16S de varios representantes de cada perfil diferente fue secuenciado por la empresa Macrogen Inc.
(Seul, Corea del Sur). Ademas, se realizd6 un andlisis filogenético con las secuencias del gen
ribosomal 16S de todas las cepas diferentes mediante el software MEGA4 descrito por Tamura et al.

(2007).

Por su parte, la tipificacion se realizo mediante las técnicas ERIC-PCR y (GTG)s-PCR (Versalovic
et al., 1991; Versalovic et al., 1994; Gevers et al., 2001). La biodiversidad de cepas se calculd

utilizando el indice de Simpson (Moreno, 2001).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se quiere determinar si dos cepas de A. pasteurianus son capaces de imponerse en

condiciones distintas de aquéllas de donde fueron aisladas. Para ello, ambas cepas se inocularon en
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la vinagreria de la Finca Experimental Mas dels Frares de la Universitat Rovira i Virgili, donde se
dispone de una camara cerrada con temperatura controlada. Estas acetificaciones se compararon con
una acetificacion espontidnea (donde se utilizd como madre un vinagre espontaneo que estaba en

proceso de acetificacion).

3.1. Cinética de las acetificaciones

Debido a las diferencias en la composicion de las madres, las acetificaciones presentaron pequefias
variaciones en la concentracion de etanol y acidez al inicio de los procesos (Tabla 1). La
acetificacion espontanea o control fue la inica que alcanzo6 un 6% (p/v) de acidez final, a pesar de
partir de una acidez inicial inferior (aproximadamente medio grado menos de acidez inicial), y
presentando un contenido similar de etanol. Por tanto, el proceso control fue el mas eficiente en la
transformacion del etanol en acido acético, ademas presento la velocidad maxima mas elevada de

los tres procesos (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis fisico- quimicos y cuantificacion de las BA de las diferentes acetificaciones. Las BA totales se

determinaron por microscopia y las BA viables por siembra en placa

Velocidad
. maxima de . .
Acidez total Etanol Microscopio Placas

Muestras acetificacion (g  pH )
%, p/v 0 . :
(%, p/iv) (%, vIV) 4cido acEticoll (cél/mL) (UFC/mL)

*dLa)
Vino 0.6 14.86 3.56 0 0
S © In6culo 45 1.11 275  2.10E+08  4.33E+04
g :Q_. To 2.4 7.31 073 2.96  5.20E+07  1.10E+04
£ < T 3.38 3.57 ' 2.81  4.43E+08  4.60E+04
go T, 5.7 0.08 2.61  7.50E+08  4.53E+04
S In6culo 4.8 1.03 274  1.10E+08  275E+03
8 2 To 2.48 7.08 069 291  245E+08  4.30E+03
£ c T 3.45 3.72 ' 2.77  9.00E+08  2.40E+05
§ © T, 5.55 0.06 258  4.80E+08  6.50E+03
S Madre 3.9 0.96 2.74  3.70E+08  6.20E+04
g S To 1.9 7.63 1.16 301  3.00E+08  4.10E+03
= 5 T 3.53 3.1 2.82  4.80E+08  6.50E+03
g ° T, 6.15 0.03 252  180E+08  1.53E+04
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Entre las dos acetificaciones inoculadas, la inoculada con la cepa Ppl6 fue la que consumi6é mas
rapidamente todo el etanol disponible (49 dias), mientras que la otra acetificacion inoculada
necesitd el mismo tiempo que la control (55 dias) (Figura 1). Sin embargo, como ya hemos

comentado, ninguna de las dos acetificaciones inoculadas alcanz6 el 6% (p/v) de acidez final.

3.2. Cuantificacion de las BA durante las acetificaciones

A nivel poblacional, las BA se cuantificaron por contaje al microscopio y siembra en placa. En la
muestra del vino no se recuperd ninguna colonia en placa ni se observd ninguna célula al
microscopio. En el resto de muestras, el contaje al microscopio fue del orden de 10° cél/mL,
mientras la recuperacion en placa variaba de 10° a 10° UFC/mL, es decir, que, en la mayoria de los
casos, la recuperacion de colonias fue inferior al 0.1% de la poblacion de BA observada al
microscopio (Tabla 1). Esta baja cultivabilidad de las BA en medios de cultivo ya se habia
observado en otros estudios en vinagres (Entani et al., 1985; Sievers et al., 1992; Sokollek et al.,
1998; Trcek, 2005; Ilabaca et al., 2008; Torija et al., 2010), y se ha relacionado con diferentes
causas como la asociacion celular o el estado de “viable pero no cultivable” (VNC). El vinagre se
considera un medio estresante para las BA debido principalmente a la alta concentracion de 4cido
acético, lo que hace que el posterior cultivo de estas BA en condiciones de crecimiento poco o nada
estresantes, como la de los medios convencionales de laboratorio, sea muy limitado. Por tanto, este
cambio de estrés que sufren las BA se ha asociado con la posible entrada de estas bacterias en un
estado VNC (Millet y Lonvaud-Funel, 2000). La formacion de agregados por parte de las BA
también se ha relacionado con su baja recuperacion en placa. En el vinagre, estas bacterias suelen
agruparse formando parejas, cadenas de diferentes tamafios o grumos, y es muy posible que cuando
estas cé€lulas se siembren en medios sélidos representen una unica colonia (Ilabaca et al., 2008;
Torija et al., 2010). Sin embargo, la principal causa de la baja cultivabilidad de las BA es la falta de
medios de cultivo adecuados. Por tanto, para mejorar la recuperacion de BA en placa se deberian
disefiar nuevos medios de cultivo solidos que simulen las condiciones del vinagre de vino, para

intentar favorecer asi su desarrollo.
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Fig. 1. Variacion de la acidez total (linea continua) y etanol (linea discontinua) durante las acetificaciones. Acetificacion

con Ppl6 (m), Bpl (#), control (A)

3.3. Identificacion de las BA durante las acetificaciones

Antes de iniciar las acetificaciones, se preparé una madre de cada una de las cepas. Como se
necesitaban unos 40 L de inoculo, la multiplicacion de la madre se inici6 en el laboratorio (hasta
aproximadamente los 8 L) y se continud en la vinagreria hasta obtener el volumen final necesario.
Durante este proceso se aislaron colonias para comprobar si éstas tenian el mismo perfil de tipado
que las cepas inoculadas. En las muestras tomadas durante la multiplicacién en el laboratorio,
unicamente se detectaron los perfiles de las cepas inoculadas, pero en cambio en el punto inicial de
la acetificacion (Ty), es decir, en la mezcla del indculo con el vino, se detectaron otras cepas. El
caso mas sorprendente fue el de la inoculacion con la cepa Bpl, ya que en este punto no se recupero
ninguna colonia que presentara el perfil de la cepa inoculada. En el caso de la inoculacion con la
cepa Ppl6, ésta seguia siendo la cepa mayoritaria al inicio del proceso, pero se detectaron 4 cepas

mas (Tabla 2).
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Tabla 2. Identificacion de especies y cepas de BA a lo largo de las tres acetificaciones

Puntos de N° d_e N° de . E)iver§id§d de
muestreo colonias cepas Especies (%) Cepas (%) cepa (Indice de
estudiadas diferentes Simpson)
To 64% A. pasteurianus Ppl6 (64%)
28 21% Ga. europaeus Tel (21%) 0.54
S © 11% Ga. saccharivorans Ts2 (7%), Ts3 (4%) '
'g = 4% A. tropicalis Tt4 (4%)
204 T 78% Ga. europaeus Tel (78%)
=5 8% Ga. intermedius Ti5 (8%)
g ° a7 8% Gluconacetobacter sp. Tu6 (8%) 0.38
4% Ga. saccharivorans Ts7 (4%)
2% A. pasteurianus Ppl6 (2%)
T, 27 100% Ga. europaeus Tel (97%),Te8 (3%) 0.06
c To 31 84% Ga. europaeus Tel (84%) 0.27
2 = 16% Gluconacetobacter sp. Tu6 (16%) '
ST, 56 61% Gluconacetobacter sp. Tu6 (61%) 0.48
£ s 39% Ga. europaeus Tel (39%) '
o, 45% Ga. europaeus Tel (45%)
< 38 34% Gluconacetobacter sp. Tu6 (34%) 0.64
21% Ga. intermedius Ti9 (21%)
Ty 39% Ga. europaeus Tel (39%)
23 30% Ga. hansenii Th10 (30%) 072
S 18% Gluconacetobacter sp. Tu6 (18%) '
g5 13% Ga. intermedius Till (9%), Til2 (4%)
S ET 72% Gluconacetobacter sp. Tu6 (72%)
ERS 39 20% Ga. intermedius Till (15%), Ti9 (5%) 0.45
< 8% Ga. europaeus Tel (8%)
T, 50% Ga. europaeus Tel (50%)
52 36% Gluconacetobacter sp. Tu6 (36%) 0.61

14% Ga. intermedius Ti9 (10%), Till (4%)

En cada acetificacion, se analizaron entre 102 y 125 colonias, obteniéndose un total de 13 perfiles
de tipado diferentes (Figura 2). Las dos técnicas utilizadas para esta tipificacion (ERIC-PCR y
(GTGQG)s-PCR) presentaron el mismo polimorfismo, a diferencia de lo que se habia descrito en el
estudio anterior (Vegas et al., 2010) donde el ERIC-PCR era mas polimorfico. Estos 13 perfiles
diferentes se identificaron a nivel de especie por la técnica RFLP-PCR del gen ribosomal 16S. El
uso secuencial de 5 enzimas de restriccion (Tabla 3), permitié reagrupar las 13 cepas diferentes en 7
especies: A. pasteurianus, A. tropicalis, Ga. europaeus, Ga. saccharivorans, Ga. intermedius, Ga.
hansenii y un perfil no descrito para BA que correspondia a una unica cepa (Tu6). Para confirmar
estas identificaciones se secuenci6 el gen ribosomal 16S de las cepas diferentes, y con estas
secuencias se realizd6 un analisis filogenético. Estos analisis confirmaron las identificaciones

realizadas por el RFLP-PCR del gen ribosomal 16S, mientras que la cepa perteneciente a la especie
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desconocida se agrup6 en el cluster del género Gluconacetobacter (Figura 3), siendo Ga. entanii la
especie mas cercana (99.71% de similitud en la secuencia). Sin embargo, la dificil cultivabilidad de
Ga. entanii descrita por Lisdiyanti et al. (2006), a diferencia de lo que sucede con la cepa aislada en
este trabajo, sugiere la posibilidad de que sea una nueva especie. De todas maneras, seran
necesarios estudios bioquimicos y taxondmicos mas especificos para confirmar esta posibilidad. Por
otro lado, la deteccion de Ga. saccharivorans, aislada por primera vez en zumo de remolacha
(Lisdiyanti et al., 2006), fue inesperada ya que esta especie nunca se habia descrito en vinagres. En
cambio, A. tropicalis, aunque aislada del coco en regiones tropicales (Lisdiyanti et al., 2000), ya se
habia sido detectado, en Austria, en fermentaciones espontaneas de vino que posteriormente fueron

acetificadas (Silhavy y Mandl, 2006).

Tabla 3. Tamafio de los fragmentos de restriccion del amplificado del gen ribosomal 16S de diferentes especies de BA

Perfiles de restriccion de acuerdo a la enzima utilizada

Especies de BA

Taql Alul Beccl XBal Xmal
A. pasteurianus 500-375-350-210 450-320-290-200-120-50 1074-405 1048-288 771-510-55
A. tropicalis 650-375-210-180 330-280-250-210-200-120-50 946-256-249 1087-364  771-549-131
Ga. hansenii 650-350-210-175 740-470-120-70-50 746-501-180 1450 772-528-127
Ga. sp. 650-350-210-175 756-456-190-42 928-516 1450 772-530-142
Ga. saccharivorans  650-350-210-175 790-490-120-50 948-370-128 1092-389 1325-156
Ga. europaeus 650-350-210-175 790-490-120-50 948-370-128 1450 1325-156
Ga. intermedius 650-350-210-175 790-490-120-50 948-370-128 1450 772-550-159

Durante las acetificaciones, no hubo imposicién de las dos cepas inoculadas, ya que ambas cepas
fueron rapidamente desplazadas como cepas mayoritarias por las cepas autoctonas de la vinagreria
(Tabla 2), siendo la cepa Bpl la mas sensible a las condiciones de acetificacion, ya que ésta no se
aislo ya desde el final del proceso de preparacion del indculo en la vinagreria. En su lugar, se
aislaron dos cepas del género Gluconacetobacter (Tel y Tu6), que fueron las responsables del
proceso, alternandose como cepas mayoritarias. En la acetificacion con la cepa Ppl6, al inicio del
proceso, ademas de esta cepa, se detectaron otras 4 cepas, entre ellas una cepa de Ga. europaeus
(Tel), que fue la mayoritaria en el resto del proceso (78% en T, y 97% en T,). Por su parte, en la
acetificacion control, al inicio del proceso, se aislaron 5 cepas, todas ellas del género
Gluconacetobacter, donde las cepas Tel y Tu6, mencionadas anteriormente, suponian el 57%,
mientras que una cepa de Ga. hansenii (Th10) representaba el 30%. A mitad de acetificacion, la
cepa Tub6 era la cepa mayoritaria (72%), mientras que a final del proceso, esta cepa representaba el

36%, y Tel era la cepa mayoritaria (50%) (Tabla 2).
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Fig. 2. Perfiles de (GTG)s-PCR de todas las cepas aisladas durante este estudio

Asi, parece que el control de temperatura no favoreci6 la imposicion de los cultivos iniciadores y
que hay una serie de cepas que son propias de nuestra vinagreria y que son capaces de imponerse al
cultivo iniciador y convertirse en las responsables de llevar a cabo las acetificaciones. Dos cepas del
género Gluconacetobacter (Tel y Tu6) se detectaron en las tres acetificaciones y ademas fueron las
cepas que se impusieron a lo largo del proceso, lo que las convierte en buenas candidatas para ser
utilizadas como posibles cultivos iniciadores. Este primer estudio de inoculacion de cepas de BA en
una vinagreria diferente de donde se habian aislado sugiere que la imposicién de cepas procedentes
de otros origenes es complicado porque las cepas autdctonas, mejor adaptadas a las condiciones del
proceso se imponen con facilidad. Por tanto, se puede hablar de una microbiota de BA residente,
que es caracteristica de la vinagreria y que esta bien adaptada a esas condiciones particulares. Estos
resultados parecen dar sentido a la utilizacion de cultivos iniciadores locales, ya que se cree que es
mas efectivo el uso de cultivos puros procedentes de la microzona donde se van a utilizar. Esto est4
ampliamente extendido en otros microorganismos como las levaduras (Martini y Martini, 1990),
donde en los ultimos afios se han realizado un gran numero de estudios ecologicos para la seleccion
de cepas de levaduras caracteristicas de una zona, denominacion de origen e incluso de una bodega

(Querol et al., 1994; Torija et al., 2001; Beltran et al., 2002; Di Maro et al., 2007).

117



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION

DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL
Carlos Alfredo Vegas Pérez

1sBN:/pL: TJEIceneapitulo

Ga. europaeus Te8
Ga. europaeus DSM 61607 (AB205220)
Ga. nataicola LMG 15367 (AB166743)
Ga. europaeus NBRC 3261 (AB166742)
Ga. europaeus Tel
Ga. xylinus JCM 10150 (AB205219)
52 - Ga. xylinus JCM 7644 (AB205218)
Ga. oboediens DSM 11826 (AB205221)

Ga. intermedius Ti5
g5 | | Ga. intermedius 16897 (AB166739)

Ga. intermedius Ti9
64 [ Ga. intermedius LMG 1688 (AB166737)

Ga. intermedius Til12
Ga. intermedius Till
ad Ga. saccharivorans Ts2

Ga. saccharivorans Ts7
100( Ga. saccharivorans Ts3
99 Ga. saccharivorans LMG 15827 (AB166740)
Ga. rhaeticus DST GL 02T (AY180961)
Ga. entanii LTH 45607 (AJ251110)
99 Ga. sp. Tu6
44 Ga. hansenii Th10

94' Ga. hansenii NCIB 8746T (X75619)
100[—=G. Oxydans DSM 35037 (X73820)
' G. Cerinus LMG 1368T (X80775)

|A. pasteurianus Pp16
IA. pasteurianus Bpl
A. pasteurianus LMD 2217 (X71863)

A. Aceti NCIB 86217 (X74066)
55 A. tropicalis Tt4
100" A. tropicalis LMG 1663 (AJ419842)

Gr. bethesdensis CGDNIH1T (AY788950)

99 100

77

0.005

Fig. 3. Relacion filogenética de los aislados obtenidos en las tres acetificaciones junto con las cepas tipo de algunas
especies de BA. El arbol filogenético se ha construido en base a las secuencias del 16S rDNA usando el método
“neighbour-joining”. La robustez de las raices esta indicada por los valores de “bootstrap” (%) calculado para 1000

repeticiones.

Ademas, los resultados del estudio de inoculacion previo realizado con una de las cepas utilizadas
en este trabajo (Hidalgo et al., 2010) mostraron que esta cepa, incluso en la vinagreria donde se
habia aislado, s6lo se imponia cuando se repetian las condiciones de su aislamiento. En cambio, al
modificar las barricas, el tipo de madera o la forma, esta cepa era la mayoritaria a la mitad de la
acetificacion pero en cambio otras cepas y especies se imponian al final de proceso. De hecho, algo
similar sucedia en el trabajo de Gullo et al. (2009) por lo que este grupo ha propuesto la posibilidad
de utilizar cultivos mixtos, de forma que una cepa de A. pasteurianus sea la responsable de iniciar el
proceso y una de Ga. europaeus de finalizarlo. Por tanto, es importante destacar que en este trabajo,
de forma similar a lo que se ha detectado en los tultimos estudios realizados en vinagres

tradicionales (Gullo et al., 2009; Hidalgo et al., 2010), ha habido imposicién de cepas del género
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Gluconacetobacter al final del proceso. Estas especies (Ga. europaeus y Ga. intermedius)
habitualmente se han asociado con los vinagres sumergidos, es decir, con procesos mas oxigenados
y con mayor contenido de acido acético inicial (Sievers et al., 1992, Sokollek et al., 1998, Trcek et
al., 2000; Callejon et al., 2008; Hidalgo et al., 2010). Sin embargo, en estas acetificaciones, cepas
de estas especies han sido las mayoritarias durante todo el proceso a pesar de empezar con una
acidez alrededor del 2-3%. Por tanto, se pone en duda la idea de que A. pasteurianus sea la especie
principal en los procesos de produccion de vinagres tradicionales. De todas maneras, no se debe
olvidar el dato de la cultivabilidad, ya que la informacién disponible es de un porcentaje muy
pequefio de la poblacion total y por tanto, seguramente las cepas inoculadas seguiran presentes en el
proceso aunque probablemente en proporciones minoritarias. Por tanto, la idea de los cultivos
mixtos con cepas de las dos especies (A. pasteurianus y Ga. europaeus u otra especie de

Gluconacetobacter) propuesto por Gullo et al. (2009) puede ser una buena alternativa.

Como conclusion de este trabajo, podemos decir que la posible utilizacion de cultivos iniciadores de
BA esté todavia en sus estudios preliminares. Los resultados actuales sugieren que la utilizacion de
cultivos iniciadores de BA solo es eficaz en un ambito reducido, es decir, donde han sido aisladas y
se plantea la alternativa de cultivos mixtos. De todas maneras, el nimero de cepas estudiado es muy
limitado y por tanto, nuevos estudios de seleccidon e inoculacidon serdn necesarios para comprobar si
es posible encontrar cepas que sean mas aptas y que se adapten mejor a diferentes condiciones para

sacar conclusiones definitivas sobre la inoculacion con BA en los procesos de acetificacion.

119



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

1sBN:/pL: TJEIceneapitulo
REFERENCIAS

Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K.
(Eds.), 1992. Short Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons Inc, London.
Beltran, G., Torija, M.J., Novo, M.T., Ferrer, N., Poblet, M., Guillamon, J.M., Rozes, N., Mas, A.,

2002. Analysis of yeast populations during alcoholic fermentations: a six year follow-up study.
Systematic and Applied Microbiology 25, 287-293.

Callejon, R.M., Tesfaye, W., Torija, M.J., Mas, A., Troncoso, A.M., Morales, M.L., 2008. HPLC
determination of amino acids with AQC derivatization in vinegars along submerged and surface
acetifications and its relation to the microbiota. European Food Research and Technology 227, 93-
102.

Di Maro, E., Ercolini, D., Coppola, S., 2007. Yeast dynamics during spontaneous wine fermentation
of the Catalanesca Grape. International Journal of Food Microbiology 117, 201-210.

Entani, E., Ohmori, S., Masai, H., Suzuki, K. 1., 1985. Acetobacter polyoxogenes sp. nov., a new
species of an acetic acid bacterium useful for producing vinegar with high acidity. The Journal of
General and Applied Microbiology 31, 475-490.

Gevers, D., Huys, G., Swings, J., 2001. Applicability of rep-PCR fingerprinting for differentiation
of Lactobacillus species. FEMS Microbiology Letters 205, 31-36.

Gullo, M., De Vero, L., Giudici, P., 2009. Succession of selected strains of Acetobacter
pasteurianus and other acetic acid bacteria in traditional balsamic vinegar. Applied and
Environmental Microbiology 75, 2585-2589.

Hidalgo, C., Vegas, C., Mateo, E., Tesfaye, W., Cerezo, A.B., Callejon, R.M., Poblet, M.,
Guillamén, J.M., Mas, A., Torija, M.J., 2010. Effect of barrel design and the inoculation of
Acetobacter pasteurianus in wine vinegar production. International Journal of Food Microbiology
141, 56-62.

Holzapfel, W.H., 1997. Use of starter cultures in fermentation on a household scale. Food Control 8,
241-258.

Holzapfel, W.H., 2002. Appropriate starter culture technologies for small-scale fermentation in
developing countries. International Journal of Food Microbiology 75, 197-212.

Ilabaca, C., Navarrete, P., Mardones, P., Romero, J., Mas A., 2008. Application of culture culture-
independent molecular methods to evaluate acetic acid bacteria diversity in vinegarmaking process.
International Journal of Food Microbiology 126, 245-249.

Lisdiyanti, P., Kawasaki, H., Seki, T., Yamada, Y., Uchimura, T., Komagata, K., 2000. Systematic
study of the genus Acetobacter with descriptions of Acetobacter indonensiensis sp. nov.,

Acetobacter tropicalis sp. nov., Acetobacter orleanensis (Henneberg 1906) comb. nov., Acetobacter

120



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

TSBN:/DL: T.1216-2011 Tercer capitulo

lovaniensis (Frateur 1950) comb. nov., and Acetobacter estunensis (Carr 1958) comb. nov. Journal
of General and Applied Microbiology 46, 147-165.

Lisdiyanti, P., Navarro, R.R., Uchimura, T., Komagata, K., 2006. Reclassification of
Gluconacetobacter hansenii strains and proposals of Gluconacetobacter saccharivorans sp. nov.
and Gluconacetobacter nataicola sp. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology 56, 2101-2111.

Martini, A., Martini, A.V., 1990. Grape must fermentation past and present. En: Yeast Technology.
(Eds. J.F.T. Spencer y D.M. Spencer) pp. 105-123. Springer Verlag: Berlin.

Millet, V., Lonvaud-Funel, A., 2000. The viable but non-culturable state of wine microorganisms
during storage. Letters in Applied Microbiology 30, 126-141.

Moreno, C.E., 2001. Métodos para medir la biodiversidad. First edition. M and T SEA, Zaragoza —
Spain.

Ough, C.S., Amerine, M.A., 1987. Methods for Analysis of Must and Wines. Wiley-Interscience
Publication, California.

Querol, A., Barrio, E., Ramoén, D., 1994. Population dynamics of natural Saccharomyces strains
during wine fermentation. International Journal of Food Microbiology 21, 315-323.

Ruiz, A., Poblet, M., Mas, A., Guillamon, J.M., 2000. Identification of acetic acid bacteria by RFLP
of PCR-amplified 16S rDNA and 16S-23S rDNA intergenic spacer. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 50, 1981-1987.

Sievers, M., Sellmer, S., Teuber, M., 1992. Acetobacter europaeus sp-nov a main component of
industrial vinegar fermenters in Central-Europe. Systematic and Applied Microbiology 15, 386-392.
Silhavy, K., Mandl, K., 2006. Acetobacter tropicalis in spontancously fermented wines with
vinegar fermentation in Austria. Mitteilungen Klosterneuburg 56, 102-107.

Sokollek, S.J., Hertel, C., Hammes, W.P., 1998. Cultivation and preservation of vinegar bacteria.
Journal of Biotechnology 60, 195-206.

Tamura, K., Dudley, J., Nei, M., Kumar, S., 2007. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution 24, 1596-1599.

Torija, M.J., Rozes, N., Poblet, M., Guillamén, J.M., Mas, A., 2001. Yeast population dynamics in
spontaneous fermentations: Comparison between two different wine-producing areas over a period
of three years. Antonie van Leeuwenhoek 79, 345-352.

Torija, M.J., Mateo, E., Guillamoén, J.M., Mas, A. 2010. Identification and quantification of acetic
acid bacteria in wine and vinegar by TagMan-MGB probes. Food Microbiology 27, 257-265.

Trecek, J., Raspor, P., Teuber, M., 2000. Molecular identification of Acetobacter isolates from
submerged vinegar production, sequence analysis of plasmid pJK2-1 and application in the

development of a cloning vector. Applied Microbiology and Biotechnology 53, 289-295.

121



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

1sBN:/pL: TJEIceneapitulo

Treek, J., 2005. Quick identification of acetic acid bacteria based on nucleotide sequences of the
16S-23S rDNA internal transcribed spacer region and of the PQQ-dependent alcohol
dehydrogenase gene. Systematic and Applied Microbiology 28, 735-745.

Vegas, C., Mateo, E., Gonzélez, A., Jara, C., Guillamoén, J.M., Poblet, M., Torija, M.J., Mas, A.,
2010. Population dynamic of acetic acid bacteria during traditional wine vinegar production.
International Journal of Food Microbiology 138, 130-136.

Versalovic, J., Koeuth, T., Lupski, R.J., 1991. Distribution of repetitive DNA sequences in
eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes. Nucleic Acids Research 19, 6823-
6831.

Versalovic, J., Schneider, M., de Bruijn, F.J., Lupski, J.R., 1994. Genomic fingerprinting of bacteria
using repetitive sequence-based polymerase chain reaction. Methods in Molecular and Cellular

Biology 5, 25-40.

122



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez
ISBN:/DL: T.1216-2011

Cuarto capitulo

Evaluacion de la representatividad de las especies
de bacterias acéticas identificadas por métodos
dependientes de cultivo durante la produccion de

vinagre de vino por el metodo tradicional

Evaluation of the representativity of acetic acid bacteria species identified by the culture-

dependent method during a traditional wine vinegar production

Carlos Vegas, Angel Gonzalez, Estibaliz Mateo, Albert Mas, Montse Poblet y M* Jesus Torija

Enviado a la revista Food Microbiology



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

ISBN:/DL: T.1216-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION
DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

TSBN:/DL: T.1216-2011 Cuarto capitulo

ABSTRACT

The low recovery of acetic acid bacteria (AAB) on solid media is one of the biggest hurdles to
studying the microbiota present in vinegar production. For this reason, we carried out a comparative
analysis between culture-dependent and culture-independent methods to evaluate if the main AAB
species isolated by plating are representative of the microbiota present.

265 colonies isolated from two different culture media were identified and characterized by the
RFLP-PCR 16S rRNA gene, ERIC-PCR and (GTG)s-rep-PCR. Additionally, a phylogenetic
analysis using the 16S rRNA gene was performed. Finally, qualitative and quantitative culture-
independent techniques (DGGE-PCR, RFLP-PCR 16S rRNA gene and RT-PCR) were used for
detecting and quantifying the AAB directly from the vinegar.

In general, the main species recovered by the culture-dependent method were the same as those
detected by culture-independent method, confirming that plating could provide a valid initial
approach for determining the diversity of microbiota. Furthermore, plating allowed us to detect
some putative new Gluconacetobacter species that would have remained undetected with culture-

independent techniques.

Keywords: DGGE-PCR, RT-PCR, TagMan-MGB probes, Gluconacetobacter, Acetobacter
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1. INTRODUCTION

Until new molecular methods emerged in the last two decades, fermentative processes were
generally studied using classical methods. However, still the molecular methods have been mostly
applied as culture dependent techniques, that is after plating, colony recovery and further analysis
(Fleet, 1999). In the last decade, various laboratories have started to substitute the culture-dependent
method with more integrative culture-independent molecular method. Although for some
microorganisms and for certain processes both methods seem to produce similar results (Hierro et
al., 2006), other microorganisms are particularly difficult to grow on plates, which means that
culture-dependent and culture-independent methods are more likely to produce different results. Of
these microorganisms, acetic acid bacteria (AAB) in the production of vinegar seem to be especially
difficult to recover on plates, a difficulty which has been long recognized (Sievers et al., 1992;
Sokollek et al., 1998; Mesa et al., 2003; Trcek, 2005; Torija et al., 2010). Although a large number
of AAB species have been described to date, only a few have been described in the production of
vinegar. In the traditional method of wine vinegar production (slow acetification performed in wood
barrels), Acetobacter pasteurianus seemed to be the AAB species responsible of the wine
acetification (Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 2010). However, some species of the genus
Gluconacetobacter (Ga.), such as Ga. europaeus and Ga. intermedius, have also been shown to
participate in these processes, mainly at the end of acetification when the acetic acid concentration

is high (Gullo et al., 2009; Hidalgo et al., 2010; Vegas et al., 2010).

Over the years, the food industry has developed starter cultures to control the process, thus
improving the sanitary quality and sensory profile (Holzapfel, 1997). To select an appropriate starter,
isolation on culture media is generally a requirement. However, this is the main drawback with
AAB, because only a low percentage of the total population is recovered (Mesa et al., 2003; Trcek,
2005; Torija et al., 2010). There are several reasons that can account for the low culturability of
AAB, such as the existence of a Viable But Non Culturable (VBNC) state (Millet and Lonvaud-
Funel, 2000), or the fact that AAB frequently occur in pairs, chains or form aggregates which
probably represent a single colony when plated (Ilabaca et al., 2008; Torija et al., 2010). However,
the main reason is probably the lack of suitable solid media, which is mostly the case when the
samples come from an extreme medium such as vinegar. In fact, several culture media based on
different carbon source such as glucose, mannitol, ethanol, etc. have been tested to improve the
recovery of AAB colonies and their later maintenance in pure culture (Entani et al., 1985; Gullo et
al., 2006). Nevertheless, the total AAB recovery on these media has always been lower than that
obtained from microscopy counting (Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trcek, 2005).
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To solve these culturability problems, different culture-independent techniques have been
developed. Some of these techniques, such as Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
and Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TTGE), only allow the detection of the
microbiota, whereas others, such as Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH), Epifluorescence,
Real Time PCR (RT-PCR), also allow their quantification (Mesa et al., 2003; Léopez et al., 2003; Du
Toit et al., 2005; Franke-Whittle et al., 2005; Gonzalez et al., 2006; Gammon et al., 2007; De Vero
et al., 2008; Ilabaca et al., 2008; Torija et al., 2010). Most of these techniques are based on 16S
rRNA gene analysis because this allows the different species to be directly distinguished from
complex communities. RFLP-PCR 16S rRNA gene analysis is another technique used for the fast
identification of AAB species (Ruiz et al., 2000). This technique was widely used as a culture-
dependent technique in ecological studies of AAB in traditional vinegar (Hidalgo et al., 2010;
Vegas et al., 2010), although it can also be used as a culture-independent technique (Ilabaca et al.,

2008).

The aim of the present study was to compare the results from culture-dependent and culture-
independent methods to evaluate whether the AAB population obtained from culture media is
representative of the wine acetification process. For this purpose, samples from a traditional wine
vinegar production were analysed. Culture-dependent techniques included ERIC-PCR and (GTG)s-
rep-PCR for typing at strain level, RFLP-PCR 16S rRNA gene analysis for species grouping and
16S rRNA gene sequencing and phylogenetic analysis for species identification. The culture-
independent techniques DGGE-PCR and RT-PCR were used, and RFLP-PCR 16S rRNA gene

analysis was also applied without plating.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Acetification conditions and sampling

Wine was acetified by the traditional surface method in which it was placed in two 60 L wood
barrels (B1 and B2) at a controlled temperature of 25 °C. The wood barrels were filled with 40 L of
the initial mixture, leaving an air chamber of 20 L. The initial mixture was produced using a
previous vinegar (3% acetic acid, w/v) mixed with dry wine (0.14 g/L residual sugars) and water in
a proportion of 20:60:20, respectively. This was prepared in a plastic container and placed in both
barrels. The wood barrels had a broad top hole, which was covered by a cloth to prevent the

inadvertent introduction of insects, dust, etc.
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Samples from the initial mixture and wine were analyzed as well as the samples that were taken at

different points of the acetification: ~3% (w/v) acetic acid (T;) and ~6% (w/v) acetic acid (T>).

2.2. Chemical analysis

Ethanol and total titratable acidity analysis was used to monitor the acetifications. The ethanol
concentration was measured with enzymatic kits (Boehringer, Mannheim, Germany) and the total
titratable acidity was determined by titration with 0.5 N NaOH, and phenolphthalein was used as
the indicator (Ough and Amerine, 1987).

2.3. Enumeration of AAB

We counted the total AAB cells under light microscopy using a Neubauer improved counting
chamber (0.0025 mm* and 0.02 mm deep). The different samples were plated out with an automatic
spiral platter (WASPIIL. Don Whitley Scientific Limited, England) on four specific media: GY (5%
glucose, 1% yeast extract, w/v), MM (2.5% mannitol, 0.3% peptone, 0.5% yeast extract, w/v), V50
(0.4% yeast extract, 0.2% glycerol, 0.2% tartaric acid, 0.05% K,;HPOy4, 0.05% MgS04.7H,0, 0.1%
Na acetate, 0.02% MnSOs, 0.01% CaCl,, 6% ethanol (v/v), w/v, pH 5) and V50 with 0.5% (v/v)
acetic acid. The agar concentration was always 1.5% (w/v). The solid culture media were
supplemented with natamycin (100 mg/L) (Delvocid, DSM; Delft; Netherlands) to inhibit the
growth of yeasts and moulds. After incubation for 4-7 days at 28 °C, 24-27 colonies were randomly
isolated at each point and plated on the same culture medium as that from which they had been

recovered.

2.4. DNA extraction

Total DNA was extracted using the CTAB method (Cetyltrimethylammonium bromide) described
by Ausubel et al. (1992). In the case of the culture-independent analysis, samples were previously
treated with cellulase from Trichoderma reseei (Sigma-Aldrich, Steinheim; Germany) at 37 °C for
approximately 2 h in order to degrade the cellulose produced by the AAB. Afterwards, the samples
were washed twice with EDTA-PVP 2% (Jara et al., 2008) before direct DNA extraction.

2.5. AAB species grouping by the PCR- RFLP 16S rRNA gene

The 16S rRNA gene was amplified using the method described by Ruiz et al. (2000). PCR reactions
were carried out in the Gene Amp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, USA). The
amplified products were digested with four restriction enzymes: Tagl, Alul, Bccl and Xmal (Roche
Diagnostics, GmBh). The restriction fragments generated were detected using 3% (w/v) agarose

electrophoresis gel. Lengths of amplification products and restriction fragments were detected by
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comparison with a VC 100 bp Plus DNA ladder (Vivantis Technologies Sdn.Bhd, Selangor D.E.,

Malaysia). The size of the restriction fragments was determined by running selected samples in a

Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Boblingen, Germany) using the 7500 Labchip.

In order to confirm the results obtained by RFLP-PCR, the 16S rRNA gene amplicons of different
strains were purified and sequenced by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea) using an ABI3730 XL
automatic DNA sequencer. All sequenced strains were deposited in the GenBank database with the
accession numbers from HQ400665 to HQ400673. A phylogenetic analysis using MEGA4 software
was conducted to determine the closest known relatives of the partial 16S rRNA sequence of AAB
species (Tamura et al., 2007). The accession numbers for the 16S rRNA gene sequence of the AAB
type strains used for the phylogenetic analysis were obtained from the European Molecular Biology

Laboratory (EMBL).

2.6. AAB species population analysis by DGGE-PCR

The conditions and primers used for amplifying a region of 16S rRNA gene were the same as those
described by Lopez et al. (2003). The reactions were performed in the Gene Amp PCR System 2700
(Applied Biosystems). DGGE-PCR analysis was carried out with the Code Universal Mutation
Detection System (BioRad, Hercules, CA). The electrophoretic runs were subjected to a constant
voltage of 170 V for 4 h at a constant temperature of 60 °C in TAE buffer 0.5X, and in a denaturing
gradient from 45% to 60% of urea and formamide. The DNA fragments from the DGGE-PCR gel

were excised and purified according to Omar and Ampe (2000).

2.7. Total AAB and AAB species enumeration by RT-PCR

For the total AAB enumeration, we followed the SYBR Green RT-PCR protocol proposed by
Gonzalez et al. (2006). Some AAB species (A. pasteurianus, Acetobacter aceti, Gluconobacter
oxydans, Ga. europaeus and Ga. hansenii) were quantified by RT-PCR with specific TagMan-
MGB probes (Torija et al., 2010). When the direct RT-PCR did not detect a given species, the

process was repeated after PCR enrichment (Torija et al., 2010).

In both techniques, RT-PCR analyses were performed on an ABI Prism 7300 sequence detection
system (Applied Biosystems). The Cr was determined automatically by the instrument. Standard
curves were created using a 10-fold serially diluted genomic DNA extracted from 10® cells/ml. For
the SYBR Green RT-PCR, we used the standard curve generated with G. oxydans (DSM 7145"),
whereas for the RT-PCR with specific TagMan-MGB probes, we constructed a standard curve for

each species.
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2.8. AAB typing
We used the ERIC-PCR (Versalovic et al., 1991) and the (GTG)s-rep-PCR fingerprinting technique

(Versalovic et al., 1994; Gevers et al., 2001) for typing AAB isolates. Strain biodiversity was
calculated using Simpson’s index, which shows the probability of two randomly selected isolates
being the same strains. Biodiversity was calculated as 1 - X p#, where piis the number of same

species isolates divided by the total number of isolates (Moreno, 2001).

3. RESULTS

3.1. Chemical changes during the acetifications

The acetification lasted between 62 and 70 days for barrels B2 and B1, respectively, and both had
similar kinetic pattern (Fig. 1). The initial acetic acid and ethanol content were 1.05% (w/v) and 8%
(v/v), respectively. The acetifications were considered finished when the total acidity reached at

least 6% (w/v). The residual ethanol content was always lower than 0.6% (v/v) (Fig. 1).

3.2. Culture-dependent analysis

The bacterial counts were performed both by microscopy and plating. The AAB were spread on
four culture media: GY, MM, V50 and V50 with 0.5% (v/v) acetic acid. In the starting wine, no
bacterial populations were detected by microscope or recovered from plates. In the initial mixture
and acetification samples, AAB were only recovered in two culture media: GY and MM. The
recovered populations in both media were in the range between 10* and 10° CFU/ml, AAB counts

being higher in GY than in MM.
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Fig.1. Evolution of the acetification process. Acetic acid production: Bl (—* ) and B2 (- * ). Ethanol

consumption: Bl (T2 " )and B2 ("~ © )
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A total of 265 colonies were analyzed during the acetifications on both culture media. Prior to the
acetification, we took samples from the starting wine and initial mixture. All these recovered
colonies were grouped into 9 different strains according to the profiles obtained by (GTG)s-rep-
PCR and ERIC-PCR (Table 1). The two techniques showed no differences when the colonies were
ascribed into the strain groups (results not shown). The different strain profiles were initially
grouped into species by 16S rRNA gene restriction analysis. This led to an initial identification of 5
strains (1, 2, 6, 7 and 8) into 3 species (all of them of the Gluconacetobacter genus, Ga. xylinus, Ga.
europaeus and Ga. intermedius) and 4 strains with unidentified species-patterns. Representative
16S rRNA gene amplicons of all the strains and species were sequenced and the sequences were
phylogenetically analyzed to determine their identity or closest relatives. The four unidentified
strains could be ascribed to the Gluconacetobacter genus (Gluconacetobacter sp.) (Fig. 2) as the
other AAB genera were in different subgroups. The closest relative was Ga. entanii with a 99.75%
sequence similarity. Furthermore, three of these strains had 100% sequence similarity among them.
The other strain (Gs4) had a 99.71% sequence similarity with the first three. We named the group of
the three unidentified strains Ga. sp. 1 and the single strain Ga. sp. 2.

Table 1. Identification of AAB species and strains during the acetifications

Total titratable Number of . . Strain biodiversit
Samples acidity (%, w/v) isolates studied Species (%) Strains (%) Simpson's indexy
Gy 24 58% Ga. xylinus Gx1 (58%) 0.49
T 1.05 42% Ga. europaeus Ge2 (42%)
MM 27 52% Ga. europaeus Ge2 (52%) 0.50
48% Ga. xylinus Gx1 (48%)
GY:
39% Ga. sp.1 Gs3 (31%), Gs5 (8%)
31% Ga. europaeus Geb (23%), Ge2/Ge7 (4% every one)
Ta 3 26 - 0.80
15% Ga. xylinus Gx1 (15%)
15% Ga. sp. 2 Gs4 (15%),
89% Ga. intermedius Gi8 (89%)
Bl T, 63 2 11% Ga. sp. 1 Gs3 (11%) 0.20
MM:
52% Ga. xylinus Gx1 (52%)
T 3 27 48% Ga. );p. 1 Gs3 (30%), Gs5 (18%) 0.61
78% Ga. intermedius Gi8 (78%)
T2 63 % 22% Ga. sp. 1 Gs3 (22%) 0.34
GY:
88% Ga. sp. 1 Gs5 (55%), Gs3 (33%)
Ta 3.3 27 8% Ga. europaeus Ge2/Geb6 (4% every one) 0.58
4% Ga. sp. 2 Gs4 (4%)
T, 6.15 27 100% Ga. sp. 1 Gs3 (88%), Gs5 (12%) 0.21
MM:
B2 48% Ga. sp. 1 Gs3 (22%), Gs5 (19%), Gs9 (7%)
34% Ga. xylinus Gx1 (34%)
i 33 2 11% Ga. europaeus Ge2 (11%) 0.78
7% Ga. sp. 2 Gs4 (7%)
84% Ga. sp. 1 Gs3 (84%)
Tz 6.15 27 8% Ga. europaeus Geb (8%) 0.28
8% Ga. intermedius Gi8 (8%)

Ty: Initial mixture; T,: middle acetification; T,: final acetification
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In the initial mixture, only two strains, each of them from a different species, were recovered. At
this point we found the species Ga. europaeus and Ga. xylinus, which were recovered in equal
proportions in both media (close to 50%) (Table 1). These two starting strains were also recovered

in both barrels during the acetification, although they were generally minor strains.

The strains of Ga. sp. 1 were the predominant strains during most of the acetification processes and
were recovered in very high proportions at the end, especially in B2. In this barrel a single strain of
Ga. sp. 1 (Gs3) accounted for this high proportion (over 85%). However, in B1, the main species
isolated was Ga. intermedius, which presented a single strain (Gi8) that was predominantly
recovered in both culture media (over 75%). The other strain isolated in this barrel (Gs3) was the

main strain recovered at the end in B2.

Gr. bethesdensis CGDNIH1T (AY788950)
— Ga. europaeus Ge 6 (HQ400672)
Ga. europaeus Ge 7 (HQ400671)
Ga. europaeus DSM 6160 (AB205220)
Ga. europaeus NBRC 3261 (AB166742)
76| | Ga. europaeus Ge 2 (HQ400673)

—I— Ga. nataicola LMG 15367 (AB166743)
Lr Ga. xylinus JCM 10150 (AB205219)

Ga.xylinus Gx 1 (HQ400665)
Ga. xylinus JCM 7644 (AB205218)
Ga. oboediens DSM 11826 (AB205221)
— 9 Ga. intermedius LMG 1688 (AB166737)
62 | Ga. intermedius Gi 8 (HQ400670)
100 Ga. intermedius LMG 1689 (AB166739)
—— Ga. rhaeticus DST GL 02 (AY180961)
Ga. hansenii NCIB 87467 (X75619)
Ga. entanii LTH 45607 (AJ251110)
Ga. sp. Gs 4 (HQ400668)
Ga. sp. Gs 9 (HQ400666)
oy Ga. sp. Gs 3 (HQ400669)
Ga. sp. Gs 5 (HQ400667)

100

89 A. pasteurianus LMD 22.1T (X71863)
A. aceti NCIB 86217 (X74066)
100 [—— G. oxydans DSM 35037 (X73820)
100 | G. cerinus LMG 13687 (X80775)

0.005

Fig. 2. Phylogenetic relationships of AAB deduced from 16S rRNA gene sequence clustering by neighbour joining.
Numbers indicate the bootstrap value derived from 1000 replications. Sequences determined in this study are shown in

bold. The scale bar represents 1 nucleotide substation per 1000 nucleotides.
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3.3. Culture-independent analysis

3.3.1. DGGE-PCR

In order to build up the DGGE markers, we used the reference strains of 5 isolated species (A.
pasteurianus, Ga. europaeus, Ga. xylinus, Ga. intermedius, Ga. hansenii) together with the two
different strains which belonged to Gluconacetobacter sp. (Gs3 and Gs4). As with the standard
DGGE protocol (denaturing gradient from 30 to 60%) Ga. intermedius, Ga. europaeus and Ga.
xylinus tend to comigrate, we tried to separate the DGGE profile of these species by modifying the
denaturing gradient from 45% to 60%. With this narrower denaturing gradient we separated Ga.
intermedius but we were unable to separate Ga. europaeus and Ga. xylinus, which showed a similar
migration band (results not shown). Also Ga. hansenii and Ga. sp. 1 comigrate in this gradient.
Thus, we used two internal markers with relative mobility for five species and one strain of each of
the unknown groups (Fig. 3). To ensure correct identification, all the bands were excised from the
gel, reamplified using the same primers but without the GC clamp and identified by sequencing. As
some doublets were observed in most of the bands, each band of doublets was analyzed and was

confirmed to contain the same sequences.

The DGGE-PCR analysis distinguished two different species during the acetifications: Ga.
europaeus/Ga. xylinus (band ¢) and Ga. hansenii/Ga. sp. 1 (band ¢). The band of Ga. europaeus/Ga.
xylinus was detected in the initial mixture and throughout the acetification in B2, although at the
end of the process this band presented very low intensity, whereas Ga. hansenii/Ga. sp. 1 was
detected in all the samples from acetification, although in the first acetification point (T;) of B2 the
band was very low. The identity of the bands from the acetification samples determined by
sequencing could not discriminate between Ga. xylinus and Ga. europaeus (band ¢) and Ga.

hansenii and Ga. sp. 1 (band ¢).
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Fig. 3. DGGE-PCR analysis of acetic acid bacteria during the acetifications. M; and M, are standard patterns
constructed in this study from pure cultures of different reference strains, together with Gs3 and Gs4
(Gluconacetobacter sp.). M;: a) Ga. intermedius; b) Gs4; c¢) Ga. hansenii/Gs3. M,: d) A. pasteurianus; ¢) Ga.

europaeus/Ga. xylinus. In B1 and B2: T, (Initial mixture), T; (~ 3% (w/v) acetic acid) and T, (~ 6% (w/v) acetic acid).

3.3.2. RFLP-PCR 16S rRNA gene

Using the RFLP-PCR 16S rRNA gene to analyze mixed samples is difficult as some of the species
present the same electrophoretic restriction patterns when they are digested with a specific
restriction enzyme. Thus, a specific and sequential combination of restriction enzymes is needed to
identify the different species (Table 2). The restriction enzyme sequences used in this study were as
follows: 1) Tagl was used to distinguish A. pasteurianus from the Gluconacetobacter species group;
2) Alul was used to differentiate the Ga. sp. group from the rest of Gluconacetobacter species (Ga.
xylinus/Ga. europaeus/Ga. intermedius/Ga. hansenii); 3) Bccl was used to obtain three different
patterns, Ga. xylinus, Ga. hansenii and the group formed by Ga. europaeus/Ga. intermedius, which

were finally separated by the additional use of Xmal.

Ga. xylinus was the only species detected in the initial mixture, whereas the strongest pattern
throughout the acetification in both barrels was for the Ga. sp. group, together with Ga. xylinus in
T, of B2. A. pasteurianus was detected with low intensity but only in B1. Furthermore, in most of
the acetification points, the presence of the other species (Ga. europaeus, Ga. xylinus and Ga.

intermedius) can be also observed, although with a very low intensity (Results not shown).
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Table 2. Sizes of restriction fragments obtained from the 16S rRNA gene of AAB

Restriction patterns according to the enzyme

AAB species Taql AlUT Bcc Xmal
A, pasteurianus 500-375-350-210 _ 450-320-290-200-120-50  1074-405  771-510-55
Ga. sp. 650-350-210-175 756-456-190-42 928-516  772-530-142
Ga. xylinus 650-350-210-175 790-490-120-50 948-497 1322-123
Ga. europaeus 650-350-210-175 790-490-120-50 948-370-128  1325-156
Ga. intermedius 650-350-210-175 790-490-120-50 948-370-128  772-550-159
Ga. hansenii 650-350-210-175  740-470-120-70-50  746-501-180 772-528-127

3.3.3. AAB enumeration by RT-PCR

The detection limit of the total AAB population (SYBR Green RT-PCR) was 10° cell/ml, the same
as the individual species of Ga. europaeus, Ga. hansenii, A. aceti and G. oxydans with the TagMan-
MGB assay, whereas that of A. pasteurianus was 10* cell/ml. However, when some species were
not detected directly by their specific probes, a pre-PCR enrichment was used to increase the
sensitivity. The total AAB enumerations in all the analyzed samples were generally of the same
order of magnitude as those obtained by microscope counting (107 cells/ml) (Table 3). However, the

recovery in plate was between 2 and 3 orders of magnitude lower.

Throughout the acetification, G. oxydans and A. aceti were not detected with their species-specific
TagMan-MGB probes or after the pre-PCR enrichment. A. pasteurianus was only detected in B1 at
T, and then at T, in both barrels (Table 3). Ga. hansenii was detected in all the samples studied, its
population increasing with the increase in the acetic acid concentration. In contrast, the Ga.
europaeus population was maximal in the initial mixture and then decreased throughout

acetification.

Table 3. Comparison of AAB cell enumeration obtained from RT-PCR using SYBR Green and TagMan-MGB probes,

microscopy and colony counts

Samples TagMan-MGB Probes RT-PCR T::;/T;n SYBR Green Microscopy  Viable counts (CFU/mL)
_ — a RT-PCR (cells/mL)
A. pasteurianus Ga. hansenii Ga. europaeus assay GY MM
Ty BDLS 2.77E+04b 1.39E+07 1.39E+07 1.42E+07 3.45E+07 1.47E+05 1.16E+05
Bl T, 1.37E+05b 3.60E+06 1.66E+04b 3.75E+06 1.06E+07 4.40E+07 1.92E+04 1.21E+04
T, 1.19E+03° 4.87E+06 5.33E+04P 4.92E+06 8.50E+06 1.50E+07 4 98E+04 2.11E+04
B2 T, BDL® 5.45E+04" 7.41E+03P 6.19E+04 1.55E+07 3.00E+07 1.80E+04 1.45E+04

T, 6.06E+03b 6.84E+07 1.11E+04b 6.84E+07 1.19E+07 2.30E+07 4.43E+04 9.68E+03

a Total TagMan-MGB assay is the sum of the three acetic acid bacteria species enumeration using each species-specific probe. ® Quantification done using a pre-PCR
before RT-PCR. ¢ BDL, Below Detection Limit (<102)
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Although the TagMan-MGB probes are highly specific, we analysed the response of the unknown
strains with the different probes. All these strains gave a positive response with the Ga. hansenii
probe. Thus, it is possible that part of the Ga. hansenii population detected by the TagMan-MGB
probe was in fact the group of Ga. sp.

Furthermore, we compared the addition of the three species-specific probes with the total AAB RT-
PCR estimation, and obtained the same order of magnitude except in T, (for both barrels). It should
be emphasized that at only one point (T; of B2) was this addition more than one order of magnitude

lower than the microscope counting or total AAB enumeration by RT-PCR.

3.4. Culture-dependent vs. culture-independent methods

When compared, the methods tested offer similar qualitative results (Table 4). However,
quantitative agreement between all the methods tested is subject to limitations. Plate recovery offers
very low counts (in the range of 10*-10° CFU/ml), whereas when the AAB population was
determined using the other quantifying methods (microscope, total AAB RT-PCR and addition of
specific RT-PCR), the results were at least 3 orders of magnitude higher (Table 3).

Regarding the specific results, the main species detected during the acetification (Ga. xylinus, Ga.
europaeus and Ga. sp.) were basically identified with all the methods, with sporadic exceptions.
Only specific RT-PCR was unable to detect Ga. xylinus because the specific probe was not
available. Also, the presence of several strains that could not be ascribed to any species (Ga. sp.)
made it difficult to compare the results. However, the fact that the strains of Ga. sp. hybridized with
the Ga. hansenii probe made it easy to match those results with the fact that the other techniques
observed these unknown strains throughout the acetification. The lack of detection of Ga.
intermedius was due either to the absence of the specific probe (specific RT-PCR) or to the low
intensity of this species (DGGE-PCR). Finally A. pasteurianus was detected by two techniques, but
at very low densities, a fact which could be related to the lack of detection by DGGE-PCR or
plating.
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Table 4. Comparison of culture-dependent and culture-independent methods throughout the acetifications

Samples
Method T, Bl B2
T, T, T, T,
Culture-dependent:
Ga. xylinus ™ Ga. sp. 1" Ga. intermedius ™ Ga. sp. 1 Ga. sp. 1
Gy Ga. europaeus Ga. europaeus " Ga. sp. 1" Ga. europaeus "
Ga. xylinus * Ga. sp.2"
Ga. sp. 2"
Ga. europaeus Ga. xylinus ™ Ga. intermedius ™ Ga. sp. 1 Ga. sp. 17
MM Ga. xylinus ™ Ga. sp. 17 Ga. sp. 1" Ga. xylinus " Ga. europaeus "
Ga. europaeus * Ga. intermedius *
Ga. sp.2"
Culture-independent:
Ga. europaeus Ga. sp./Ga. hansenii”™™  Ga. sp./Ga. hansenii”™  Ga. sp./Ga. hansenii ™ Ga. sp./Ga. hansenii ™
IT{?FCEII\,ASE_MGB Probes Ga. sp./Ga. hansenii' A. pasteurianus * Ga. europaeus * Ga. europaeus Ga. europaeus"
Ga. europaeus' A. pasteurianus " A. pasteurianus
DGGE.PCR Ga. xylinus/ Ga. europaeus™~  Ga. sp. 1/Ga. hansenii”~  Ga. sp. 1/Ga. hansenii~~  Ga. xylinus/ Ga. europaeus~  Ga. sp. 1/Ga. hansenii "
Ga. sp. 1/Ga. hansenii' Ga. xylinus/ Ga. europaeus*
Ga. xylinus ** Ga. sp.** Ga. sp.** Ga. sp.** Ga. sp.**
A. pasteurianus” A. pasteurianus " Ga. xylinus ™~ Ga. europaeus"
RFLP-PCR Ga. xylinus' Ga. xylinus' Ga. intermedius"

Ga. europaeus'
Ga. intermedius’

Ga. europaeus"
Ga. intermedius '

T,: Initial mixture; T;: 3% (w/v) acidity; T,: 6% (w/v) acidity. Percentages of species identified: ** >40%, * 1-39%, * Trace: <1%. Intensity of species detected: ** strong, * low, * very low.
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Ga. sp. 1 can be considered as the main species throughout the acetification process, despite the fact
that some techniques did not allow the closest species to be differentiated. Its presence can be traced
to the initial mixture, in which Ga. hansenii, that probably included the Ga. sp. 1, was detected at
very low density by specific RT-PCR, although other major species were also present in that

mixture (especially Ga. europaeus and Ga. xylinus).

4. DISCUSSION

In this study we aimed to evaluate whether the AAB species recovered by plating are representative
of those present in a traditional wine acetification. To achieve this, we compared the results
obtained using a culture-dependent method with those obtained using a culture-independent method.
In the culture-dependent analysis, four different culture media (GY, MM, V50 and V50 + 0.5%
acetic acid (w/v)) were used for AAB recovery. The absence of AAB growth in two of the tested
culture media (V50 and V50 + 0.5% acetic acid (w/v)) was unexpected, since these media were
designed to mimic the composition of the AAB origin. Only a low percentage (<1%) of the total
AAB population was culturable on the other two media, GY and MM. This poor recovery has
already been reported by other authors (Sievers et al., 1992; Gullo et al., 2006; Torija et al., 2010;
Vegas et al., 2010), and has been associated with the origin of the AAB, because vinegar is an
extreme medium and a significant amount of microbiota cannot be cultivated on standard laboratory
media (Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Treck, 2005). This low culturability is the main

reason why AAB are considered fastidious microorganisms (Gullo et al., 2006).

Some differences were observed in the AAB identification between both media (GY and MM),
although both recovered the same main species. One of the great advantages of isolating colonies in
culture media is that it enables the isolates to be identified up to strain level, as well as its further
characterization. Of the 9 different strains isolated, five were identified as Ga. europaeus, Ga.
xylinus and Ga. intermedius, which have been previously reported in wine vinegar (Treck et al.,
2000; Fernandez-Pérez et al., 2010; Hidalgo et al., 2010; Vegas et al., 2010). The other 4 strains
were identified within the genus Gluconacetobacter, but they could not be associated to any known
species. These strains were grouped within the Ga. entanii/Ga. hansenii cluster, although they were
definitely separate from them. The closest relative was Ga. entanii, this species has been isolated
from submerged high-acid vinegar fermentations (Schiiller et al., 2000) but nowadays is not
available from any culture collection due to propagation and preservation problems (Lisdiyanti et al.,

2006). In contrast, the four strains isolated in this study and classified as Gluconacetobacter sp. 1
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and 2 were easily cultured in GY and MM, which indicates the possibility of new species, although
taxonomic and biochemical studies are needed to confirm this statement. Furthermore, the four
strains yielded a positive response to the highly specific TagMan-MGB probe for Ga. hansenii
(Torija et al, 2010), which shows the similarity of the species within this cluster. However, the 4
unidentified strains were included into two different groups, as three of them shared the same 16S
sequence and the same DGGE pattern. These 3 strains comigrate as Ga. hansenii in the DGGE-PCR.
However, it should be emphasized that the DGGE amplicon is about 330 bp (De Vero and Giudici,
2008), whereas the 16S rRNA gene amplicon that we use for sequencing is 1450 bp (Ruiz et al.,
2000). The other unidentified strain is 1 bp different in the DGGE amplicon, which is enough to

produce a different band.

AAB diversity was greater in the middle of the acetifications (T; (3% acetic acid, w/v)) than at the
end of the process because the acidity is lower and, therefore, the conditions are less restrictive for
AAB growth and development. This fact has been already observed by other authors (Ilabaca et al.,
2008; Vegas et al., 2010), that is, at the end of the acetification, few strains and species were able to
survive and grow in a high percentage of acetic acid (> 6%, w/v). Furthermore, as mentioned above,
all the strains isolated on plates belonged to the genus Gluconacetobacter, which was rather
unexpected because the main species described in traditional wine vinegar was A. pasteurianus
(Ilabaca et al., 2008; Gullo et al., 2009; Vegas et al., 2010). On the other hand, strains of Ga.
europaeus and Ga. intermedius were only detected at the end of the acetification when acidity was
higher (Gullo et al., 2009; Hidalgo et al., 2010; Vegas et al., 2010). The AAB plate recovery was
different for both barrels, especially at the end of acetification (T,), that is, the predominant species

in B1 was Ga. intermedius (Gi8) whereas it was Ga. sp. 1 in B2.

In order to evaluate whether the results obtained by plating are representative of the microbiota
present in the process, different culture-independent techniques were used to detect and quantify the
AAB. DGGE-PCR is probably the most commonly used technique for understanding the natural
microbial populations present in environmental and food samples (Muyzer and Smalla, 1998;
Cocolin et al., 2000; Randazzo et al., 2002; Ercolini, 2004). Nevertheless, it has important
drawbacks such as of its inability to detect minor species (Renouf et al., 2007; Andorra et al., 2008)
and the comigration of phylogenetically related species (De Vero and Giudici, 2008). In fact, in this
study, both disadvantages were corroborated, since only two bands were observed, each
corresponding to two possible species. The band of Ga. europaeus and Ga. xylinus comigrated

despite reducing the denaturing gradient. The main reason why we can not differentiate between
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these species is because their 16S rRNA gene is very similar and their species status has been

established only on the basis of DNA-DNA hybridization (De Vero and Giudici, 2008).

RFLP-PCR 16S rRNA gene analysis was also used as a culture-independent technique. The main
limitation of this technique was the difficulty to detect minor species since, in mixed samples, some
bands (profiles) are observed with low intensity. The same problem was reported by Ilabaca et al.
(2008) when more than two AAB species were present. In any case, despite this drawback, this
technique differentiated the largest number of species in this study. However, the fact that this
technique requires the sequential use of different enzymes might also limit it from being routinely

applied.

Finally, we used RT-PCR for the total AAB enumeration and for detecting and quantifying five
AAB species. As in other studies, the enumeration of total AAB by RT-PCR was in the same order
of magnitude as that obtained by microscopy counting (Gonzélez et al., 2006; Andorra et al., 2008;
Torija et al., 2010).

On the other hand, only three species were detected and enumerated by the TagMan-MGB RT-PCR
(A. pasteurianus, Ga. europaeus and Ga. hansenii). The lack of detection of A. aceti and G.
oxydans agreed with all the other methods tested. The low signal detected by the A. pasteurianus
probe together with the low intensity obtained by RFLP-PCR 16S rRNA gene analysis could be
related to the presence of a low population of this species during the process. As mentioned above,
the strains of Ga. sp. were detected as Ga. hansenii. The fact that Ga. hansenii was not detected by
other techniques suggests that the signal obtained as Ga. hansenii was in fact caused by Ga. sp.,
although the presence of Ga. hansenii cannot be ruled out. However, these probes should still be
considered as highly specific because, for example, the Ga. europaeus probe is able to discriminate
between this species and other closely related species such as Ga. xylinus, Ga. entanii, Ga.
intermedius and Ga. hansenii, which are often present in the same niches (Torija et al., 2010). Then,
the differences observed between the total AAB enumeration by SYBR Green RT-PCR and
microscopy and the sum of the species detected by TagMan-MGB probes could be easily attributed
to the unavailability of the specific probes for Ga. xylinus and Ga. intermedius, these species being
detected by the other methods.

In general, the main species recovered by culture media can be regarded as representative of the
species detected by three different culture-independent techniques. However, it should be kept in

mind that culture-independent methods currently only provide information at species level.
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Although the culture-independent method is more accurate and probably represents the reality of a
mixed culture much better than do classical methods, it should be emphasized that the latter can be
used for future studies to the isolate that would not otherwise be possible. The ability to isolate and
preserve different strains for future biotechnological uses is still necessary. Furthermore, even when
isolation and maintenance is possible in liquid media, the genetic drift observed in these media rules
out their future use. On the other hand, just by using the culture-dependent method, new strains can
be isolated that can be further be recognised as future species. In our case, we isolated two groups
of strains that might be new species, although further studies are required to confirm this. However,
it should be pointed out that this putative new species would have not been detected if a culture-
independent method had been used alone. Nevertheless, culture-independent methods are still being
developed and new approaches are needed to provide a better understanding of the complex
processes of traditional vinegar production as well as other industrial processes that involve

fermentations with mixed cultures.
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En la actualidad, la mayoria de los procesos de produccion de vinagres se realizan mediante
métodos rapidos donde el producto es obtenido en periodos de tiempo muy cortos. Sin embargo, la
principal desventaja de este método es que los vinagres son de baja calidad (Tesfaye et al., 2002).
La tendencia del mercado actual hacia la demanda de productos naturales y de calidad ha planteado
la necesidad de incrementar la produccion de vinagres tradicionales. Sin embargo, la produccion de
estos vinagres resulta, en general, poco atractiva para las empresas, ya que aunque el producto
obtenido es de mayor calidad, se requieren tiempos de elaboracién méas prolongados, lo que supone
un coste mayor. Ademas, la consideracion, hasta hace poco tiempo, del vinagre como un
subproducto del vino sin valor afiadido, ha relegado la produccion de vinagre tradicional a un

proceso artesanal con poca incidencia en el mercado.

Por tanto, se trata de un proceso al cual se ha prestado muy poca atencion tanto desde un punto de
vista tecnologico como microbioldgico. De hecho, algunas de las practicas utilizadas durante la
elaboracion del vinagre tradicional afectan negativamente tanto a la cinética del proceso de
produccion como a la calidad del producto final. Entre ellas cabe destacar (i) el uso de vinos
picados o alterados, que afecta tanto a la calidad del vinagre como a la posible proliferacion de
microorganismos no deseables para el correcto desarrollo de la acetificacion. El crecimiento de
estos microorganismos (hongos, levaduras, bacterias lacticas, anguilulas, etc.) puede tener como
consecuencia que las bacterias acéticas (BA), los microorganismos responsables de la acetificacion,
tarden en adaptarse e inicien la acetificacion muy lentamente o incluso no se desarrollen y
ocasionen paradas en la acetificacion. (ii) el uso de barricas que provienen de procesos de
vinificacion que influye tanto en la ralentizacion de la acetificacion como en la calidad del producto
final. Las barricas de madera que se utilizan para la elaboracién de vinagres suelen ser barricas
viejas de roble que se reciclan de los procesos de envejecimiento y crianza del vino. Por este motivo,
estas barricas permiten un paso muy limitado de oxigeno a través de la madera debido a la
deposicion en la parte interna de tartratos y restos solidos del vino. Esto afecta negativamente a la
produccion de vinagres, ya que, a diferencia del proceso de crianza de los vinos, se trata de un
proceso aerdbico, es decir, que las BA necesitan el oxigeno para la oxidacion del etanol a 4cido
acético. De hecho, estas barricas se disefian para permitir la minima difusién de oxigeno y asi evitar
tanto una rapida oxidacion del vino como el desarrollo de las BA. Ademads, los continuos procesos
de envejecimiento de vino que se realizan en estas barricas antes de utilizarse para la elaboracion de
vinagres las convierten en contenedores practicamente neutros y que por tanto, no aportan al
producto final los compuestos caracteristicos y beneficiosos de la madera. Por tanto, el uso de
barricas reutilizadas provenientes de los procesos de vinificacién no es adecuado para la produccion

de vinagres.
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En esta tesis se plante6 como hipdtesis que el tiempo de acetificacion puede reducirse mejorando la
aireacion durante el proceso, asi las BA, aerobias estrictas, tienen mas oxigeno disponible que
favorece su crecimiento. Esta aireacion se puede conseguir mejorando la porosidad de las barricas,
favoreciendo asi la entrada de oxigeno. Para ello, se analizé el efecto de utilizar barricas de
diferentes grosores (15, 20 y 25 mm) y construidas con maderas mas porosas que el roble, como la
acacia, cerezo y castafio, en la velocidad de acetificacion en dos vinagrerias (Mas d’en Gil y La
Guinelle). En Mas d’en Gil no se observd ninguna diferencia significativa en ninguna de las
variables estudiadas, parece que el lento desarrollo de la acetificacion provocado inicialmente por el
alto contenido de etanol y posteriormente por la llegada del invierno con bajadas muy importantes
de las temperaturas, las cuales eran incompatibles con la actividad de las BA, probablemente
minimizo el efecto de estas variables. En cambio, en La Guinelle, la reduccion del grosor tuvo un
efecto negativo en la duracion del proceso y por tanto en la velocidad de acetificacion. Con estos
resultados parece que la reduccion del grosor no mejora el proceso. De hecho, en un estudio
posterior realizado por nuestro grupo (Hidalgo et al., 2010), se observd que para conseguir una
reducciéon importante del tiempo de acetificacion se debe variar el disefio de las barricas,
aumentando la apertura de carga, lo que asegura una mayor superficie de contacto aire-liquido. Asi,
la entrada del oxigeno a través de la barrica parece limitada, y la reduccion del grosor
contraproducente. Conjeturando sobre el porqué del efecto negativo de la reduccion del grosor en
La Guinelle, hay que destacar que en esta vinagreria las barricas se encuentran a la intemperie y por
tanto, es posible que esta reduccion del grosor impida mantener la temperatura constante en el
interior de la barrica acentuando asi las variaciones entre el dia y la noche, lo que puede afectar
negativamente al desarrollo de las BA. El analisis de los resultados en ambas vinagrerias hace
pensar que las variaciones de temperatura durante la acetificacion pueden ser decisivas para el buen
desarrollo del proceso y que por tanto, una temperatura constante y controlada podria mejorar el
proceso. Por otra parte, el uso de maderas mas porosas que el roble tuvo resultados mas
prometedores. En este estudio, la acacia y el cerezo fueron las maderas que redujeron
significativamente la duracidon del proceso respecto al roble, por lo que podrian ser consideradas
como una alternativa al uso del roble en los procesos de produccion de vinagres tradicionales. De
hecho, Ribéreau-Gayon et al. (2000) ya habian observado en procesos de maduracion del vino una
mayor difusion de oxigeno a través de las barricas en maderas mas porosas. De todas maneras, la
seleccion de la madera de las barricas también debe tener en cuenta el efecto de éstas sobre las
caracteristicas organolépticas del vinagre, intentando darle al producto un mayor valor afiadido. En
este sentido, Callejon et al. (2009) analizaron, en las mismas maderas utilizadas en este estudio, los
compuestos volatiles minoritarios producidos durante las acetificaciones, ya que estos compuestos

participan en la complejidad del aroma del vinagre. Aunque en las acetificaciones con todas las
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maderas hubo un incremento similar en la cantidad total de compuestos volatiles, se detectaron
diferencias en los perfiles aromaticos ya que se identificaron algunos compuestos caracteristicos de
determinadas maderas, Asi, por ejemplo, compuestos como el furoato de etilo y el benzoato de etilo
se encontraron unicamente en las acetificaciones con madera de cerezo dando un perfil aromatico
caracteristico. Por tanto, la seleccion del cerezo como madera para la acetificacion podria ser una

buena opciodn, ya que reduce la duracion del proceso y produce aromas particulares en el vinagre.

A nivel microbiolégico, la informacion que teniamos de la microbiota presente durante la
produccion de vinagre de vino por el método tradicional era muy limitada al iniciar este trabajo. Por
ello, en la hipdtesis de esta tesis también se planteaba que para mejorar el proceso de acetificacion
es necesario conocer la microbiota implicada. Ademas, el conocimiento de las especies y cepas
presentes durante el proceso permitird seleccionar cultivos iniciadores que controlen el proceso,
mejorando la calidad sanitaria y el perfil sensorial (Holzapfel, 1997). Asi, en este trabajo se
realizaron diferentes estudios ecologicos para aumentar el conocimiento disponible de las BA
presentes en el vinagre tradicional de vino. El primer estudio ecologico se realizé en las mismas
vinagrerias del estudio anterior. Los resultados mostraron que a pesar de que las condiciones de
acetificacion en ambas vinagrerias (clima, vino, madre del vinagre, etc.) y el tiempo de acetificacion
fueron muy diferentes, la misma especie, A. pasteurianus, se identific6 como mayoritaria durante
ambos procesos. Otras especies también fueron identificadas a lo largo del proceso, como Ga.
xylinus, G. oxydans y Ga. europaeus aunque en proporciones mas bajas. En cambio en los estudios
posteriores, las especies mayoritarias pertenecian al género Gluconacetobacter. De hecho en el
siguiente estudio, donde se inocularon en la Finca Experimental Mas dels Frares (URV) dos cepas
de A. pasteurianus que habian sido de las mayoritarias en el estudio ecoldgico anterior, éstas no
s6lo no se impusieron, sino que ademas fueron rapidamente desplazadas por las cepas propias de la
vinagreria (mayoritariamente por Ga europaeus y Ga. sp.). Finalmente en el ultimo estudio, las
principales especies identificadas fueron Ga. xylinus, Ga. europaeus, Ga. intermedius y Ga. sp.
Ademas, en la Finca Experimental también se detecto la presencia de Ga. saccharivorans que nunca

antes se habia aislado en vinagres de vino, aunque su presencia fue muy minoritaria.

De todas estas especies, A. pasteurianus ya habia sido identificada como la principal especie de BA
involucrada en la produccion de vinagres tradicional de vino en Chile (Ilabaca et al., 2008) y en
otros procesos de produccion de vinagres tradicionales (Nanda et al., 2001; Haruta et al., 2006). En
cambio, las especies de Gluconacetobacter (Ga. europaeus, Ga. intermedius) se suelen asociar con
la produccion de vinagres por cultivo sumergido, donde la concentracion del acido acético es

mucho maés alta que en los vinagres tradicionales (Sievers et al., 1992; Trcek et al., 2000; Callejon
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et al., 2008). La predominancia de estas especies en vinagres por cultivo sumergido se relaciona con
su capacidad para tolerar elevadas concentraciones de &acido acético (Trcek et al., 2005). En
procesos tradicionales, como el vinagre balsamico tradicional, Ga. europaeus se ha detectado al
final de proceso cuando las concentraciones de acido acético son elevadas (Gullo et al., 2006). En
este tipo de vinagres Gullo et al. (2009) ha propuesto una inoculacion secuencial de forma que A.
pasteurianus inicie el proceso de acetificacion y Ga. europaeus, debido a su resistencia al acido
acético, lo finalice. Por otra parte, Ga. intermedius se ha identificado recientemente en vinagres
tradicionales (Hidalgo et al., 2010), siendo la especie mayoritaria al final de algunas acetificaciones.
Aunque esta descrito que Ga. intermedius no necesita la presencia de acido acético en el medio para
su crecimiento (Boesch et al., 1998), a diferencia de lo descrito para Ga. europaeus, parece que
ambas especies se desarrollan mejor cuando hay una cantidad minima de acido acético. De hecho,
aunque tras el primer estudio parecia que la concentracion de &cido acético necesaria para el
desarrollo de Ga. europaeus en sistemas tradicionales podia estar alrededor del 6% (p/v), los
estudios posteriores mostraron el crecimiento de esta especie en presencia de porcentajes muy

inferiores (a partir del 3%, p/v).

Con respecto a la tipificacion de las BA se observd una sucesion de cepas mayoritarias a medida
que la acidez iba aumentando. Asi, en todas las acetificaciones estudiadas, excepto en las realizadas
en Mas d’en Gil, se observo una alternancia entre dos cepas mayoritarias que, microbioldgicamente,
dividia la acetificacion en dos etapas. Por tanto, tras los estudios realizados, los cultivos mixtos
parecen ser la mejor opcion para controlar el proceso de acetificacion tradicional, utilizando una
cepa que inicie la acetificacidon y otra cepa, resistente a concentraciones ligeramente altas de acido
acético (>3%, p/v), que la finalice, es decir algo muy similar a lo ya propuesto por Gullo et al.
(2009). Asi mismo, la seleccion de estos cultivos iniciadores parece que deberia realizarse entre la
microbiota autdctona de la propia vinagreria, ya que las cepas de BA son muy sensibles a las
condiciones de la acetificacion y se adaptan mal a los cambios ambientales. Este tipo de seleccion
local, muy extendida en otros microorganismos, como las levaduras, ofrece una serie de ventajas, la
mas importante es que las cepas seleccionadas ya estaran adaptadas a las condiciones de la
acetificacion (temperatura, clima, tipo de vino, barricas, etc.). Ademads, estas cepas mantendran la
tipicidad del vinagre. De todas maneras, se han realizado muy pocos estudios con cepas de BA
puras, y siempre con cepas de A. pasteurianus y por tanto, mas estudios de seleccion e inoculacion

de cepas de BA se deberian realizar para poder sacar conclusiones.

La principal limitacién de estos estudios ecologicos es que Unicamente se identifica la fraccion

cultivable, que corresponde aproximadamente al 0.1-1% del recuento realizado con microscopio
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optico. Esta baja cultivabilidad de las BA procedentes de vinagre se asocia a que al ser el vinagre un
medio estresante es dificil la posterior recuperacion de BA en medios de cultivos poco o nada
estresantes (Entani et al., 1985; Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trcek, 2005; Gonzalez et
al., 2006; Ilabaca et al., 2008). Por tanto, estas condiciones de estrés pueden ser la causa de que las
BA puedan entrar en un estado de viable pero no cultivable (Millet y Lonvaud-Funel, 2000). Otra
posible causa de las diferencias observadas en el recuento en placas respecto al contaje en
microscopio es que al observarlas al microscopio, suelen encontrarse formando parejas, cadenas o
agregados dificiles de separar, y por tanto, es probable que cuando estas muestras de vinagre se
siembran en medios sélidos, las BA agrupadas crezcan formando una sola colonia y no una colonia
por cada célula como ensefia la microbiologia clésica (Ilabaca et al., 2008; Torija et al., 2010). Sin
embargo, probablemente la principal razén de esta baja cultivabilidad es la falta de medios s6lidos
adecuados que permitan recuperar el total de BA observadas en muestras de vinagres. En este
sentido, varios medios de cultivos con diferentes fuentes de carbono como glucosa, manitol, etanol,
etc. han sido descritos con el proposito de mejorar esta recuperacion (Entani et al., 1985; Gullo et
al., 2006). Sin embargo, en todos los medios ensayados, la recuperacion de BA siempre ha sido mas

baja que lo recontado al microscopio (Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trcek, 2005).

Debido a estos problemas de cultivabilidad de las BA en medios solidos, no sabemos si la
informacion que se obtiene de los estudios ecoldgicos realizados es representativa de la situacion
real del vinagre o solo se estan recuperando aquellas BA que crecen mejor en un medio de cultivo
determinado. Por ello, en esta tesis se planted realizar el seguimiento de una acetificacion con
temperatura controlada en nuestra Finca Experimental, utilizando técnicas dependientes e
independientes de cultivo y comparar los resultados obtenidos por ambos métodos para conocer si
las identificaciones realizadas con los diferentes medios de cultivos representan la microbiota

presente en los procesos de produccion de vinagres tradicionales.

Para la identificacion dependiente de cultivo se utilizaron cuatro medios diferentes con el proposito
de recuperar la maxima diversidad de colonias de BA. Los medios GY (glucosa) y YPM (manitol)
han sido ampliamente utilizados en estudios de BA aislados de vinificaciones y acetificaciones
dando buenos resultados para su caracterizacion y mantenimiento (Drysdale y Fleet, 1988; Sokollek
et al., 1998; Schiiller et al., 2000; Du Toit y Lambrechts, 2002; Bartowsky et al., 2003; Gullo et al.,
2006; Ilabaca et al., 2008; Gullo et al., 2009). El medio V50 (vino sintético al 50%), propuesto por
Quintero et al. (2009), tenia el interés de que al tener el etanol como principal fuente de carbono, su
composicion se asemeja a las condiciones de inicio de acetificacion. Mientras que el medio V50 +

0.5% de acido acético es un medio que se adaptd en este trabajo para recuperar aquellas BA que
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ademas de etanol necesiten una pequefia cantidad de acido acético para su crecimiento, como es el
caso de Ga. europaeus (Sievers et al., 1992; Trcek et al., 2007). La ausencia de crecimiento en estos
dos ultimos medios solidos (V50 y V50 + 0.5% de 4cido acético) fue inesperado ya que son los que
imitan mejor la composicion del vinagre. En cambio, los medios de cultivo mas clasicos (GY y
YPM) fueron los unicos donde se recuperaron colonias de BA, siendo el GY, el medio donde Ila
poblacioén era mayor en todos los puntos analizados. La identificacion de las colonias en ambos
medios mostrd que, en general, se recuperaban las mismas cepas, salvo pequenias excepciones de
cepas minoritarias que se aislaron s6lo en uno de los medios. A nivel de especie como ya se ha
comentado, las principales especies identificadas fueron Ga. xylinus, Ga. europaeus, Ga.
intermedius y un grupo de cuatro cepas pertenecientes al género Gluconacetobacter. Estas cuatro
cepas que no pudieron ser identificadas a nivel de especie tras secuenciacion del gen ribosomal 16S
y andlisis filogenético podrian ser nuevas especies. Sin embargo, estudios taxonomicos Yy

bioquimicos deben ser realizados para confirmar esta posibilidad.

Estas identificaciones de BA cultivables fueron comparadas con los resultados obtenidos por
técnicas independientes de cultivo. Las técnicas utilizadas fueron el DGGE-PCR, RT-PCR y RFLP-
PCR del gen 16S rRNA utilizada también como técnica independiente de cultivo. En general, puede
decirse que estas técnicas detectaron las principales especies de BA identificadas por cultivo. Sin
embargo, en el andlisis pormenorizado de los resultados obtenidos con cada una de ellas se han
observado limitaciones propias de las técnicas que, en algunos casos, han hecho dificil interpretar y
comparar los resultados. El DGGE-PCR utilizado exitosamente para la identificacion de BA en
vinagres por otros grupos (De Vero et al., 2006; Haruta et al., 2006; Gullo et al., 2009) mostrd en
nuestro estudio una serie de problemas que limité la identificacién de BA directamente del vinagre.
Estas limitaciones fueron basicamente la poca diversidad observada, ya que tinicamente se detecto
la especie mayoritaria, y la comigracion de bandas entre especies filogenéticamente cercanas.
Problemas similares ya habian sido citados en otros estudios (Renouf et al., 2007; Andorra et al.,
2008; De Vero y Giudici, 2008). En cambio, la técnica de RFLP-PCR del gen de 16S rRNA fue la
que nos permitié identificar el mayor nimero de especies. La principal limitacion de esta técnica es
la deteccion de las especies minoritarias por la baja intensidad de los perfiles obtenidos y la
identificacion de especies filogenéticamente cercanas ya que comparten el mismo perfil de bandas
cuando son digeridas con la mayoria de las enzimas de restriccion. Para la identificacion de estas
especies proximas es necesaria la utilizacion de un mayor numero de enzimas, lo que la convierte
en una técnica mas tediosa y menos rutinaria. Problemas similares ya han sido descritos por Ilabaca
et al. (2008) y Jara (2009). Por ultimo, la técnica RT-PCR fue utilizada en primer lugar para el

recuento de BA totales utilizando el marcador SYBR Green. Al igual que en otros estudios, los
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recuentos obtenidos coincidian en el orden de magnitud con los recuentos al microscopio (Gonzalez
et al., 2006; Andorra et al., 2008; Torija et al., 2010). Posteriormente, la RT-PCR con sondas
TagMan-MGB especificas para especie (Torija et al., 2010), permitido la identificacion y
cuantificacion de A. pasteurianus, Ga. europaeus y Ga. hansenii. La deteccion de Ga. hansenii era
uno de los resultados que no coincidian con lo obtenido por placa. Esta especie se detectd tanto por
la DGGE-PCR como por RT-PCR con sonda especifica. Aunque las sondas TagMan-MGB son
altamente especificas, las cuatro cepas de Ga. sp. produjeron una sefial positiva con la sonda de Ga.
hansenii y ademas 3 de ellas presentaban 100% de homologia con Ga. hansenii en el fragmento de
330 pb de que se utiliza en el DGGE-PCR, por lo que la poblacion identificada y cuantificada como
Ga. hansenii es muy probablemente debida a este grupo de cepas no identificadas a nivel de especie,
aunque esto no descarta la posible presencia de Ga. hansenii. De todas maneras, la principal
limitacion de esta técnica en este estudio ha sido la falta de sondas especificas de otras especies

detectadas durante la acetificacion, como Ga. xylinus y Ga. intermedius.

Por tanto, tras este estudio comparativo podemos sacar diferentes conclusiones, la primera y mas
importante es que las especies y cepas recuperadas en placa son representativas de la poblacion
responsable del proceso de acetificacion y que por tanto, la seleccion de cepas a partir de estudios
ecologicos por técnicas dependientes de cultivo es una opcion valida. Sin embargo, estos estudios
ecologicos deberian realizarse mediante la combinacion de técnicas dependientes e independientes
de cultivo para tener una visidon mas completa. Ademads, no es posible elegir una de las técnicas
independientes de cultivo como la mejor o mds idonea para estos trabajos porque todas tienen sus
ventajas y limitaciones y los resultados obtenidos se complementan, y por tanto, la combinacién de
varias técnicas resulta lo més adecuado. Por ultimo, se ha demostrado que se hubiera perdido
informacion microbiologica si este proceso solo se hubiera analizado con técnicas independientes
de cultivo. Sin contar la informacion a nivel de cepa, unicamente disponible tras estudios
dependientes de cultivo, en este trabajo, el aislamiento de “presuntas” nuevas especies de BA no
hubiera sido posible si s6lo se hubieran utilizado técnicas independientes de cultivo. Por tanto, a
pesar de que la informacidn que aporta las técnicas independientes de cultivo sea probablemente la
que mas se aproxime a la realidad del vinagre, sigue siendo necesario realizar estudios tras

aislamiento en placa.

Las perspectivas futuras de este trabajo es continuar con la optimizacion del proceso de
acetificacion, incidiendo especialmente en la vertiente microbiologica. La realizacion de estudios de
inoculacién de BA utilizando cultivos mixtos podria ser una opcidon para mejorar el control del

proceso. Otro punto importante en el que seguir trabajando es el disefio de medios de cultivo mas
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adecuados para la recuperacion de las BA del vinagre, porque, como ya hemos comentado, el
aislamiento de cepas puras requiere de cultivo en placa En relacion a la aplicacion de técnicas de
biologia molecular, seria interesante la optimizacion de nuevas técnicas para la identificacion y
cuantificacion de BA directamente del vinagre como el FISH (Blasco, 2009) o la citometria de flujo,
¢sta ultima ya esta siendo aplicada con éxito en el recuento de viables en levaduras y bacterias

(Mendoza et el, 2010).
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La disminucion del grosor de las barricas no reduce el tiempo de acetificacion e incluso a
veces lo aumenta, por tanto, las barricas de 25 mm son las mas adecuadas para la produccion

de vinagre de vino por el sistema tradicional.

La utilizacion de barricas de maderas mas porosas que el roble, como la acacia o el cerezo,
puede reducir el tiempo de acetificacion hasta un tercio. Por tanto, la elecciéon de una madera
distinta del roble es un parametro a considerar si queremos mejorar cinéticamente el proceso

de produccion de vinagre de vino por el sistema tradicional.

En los procesos de produccion de vinagres de vino por el sistema tradicional, la temperatura
es un parametro que se deberia controlar ya que tiene una gran incidencia en el desarrollo de

las BA y por tanto, de la acetificacion.

La especie de BA responsable de la producciéon de vinagre de vino por el sistema tradicional
depende de las condiciones en las que se realice el proceso. En los estudios ecoldgicos
realizados durante esta tesis se han identificado como especies mayoritarias tanto
Acetobacter pasteurianus como diferentes especies de Gluconacetobacter (Ga. xylinus, Ga.

intermedius, Ga. europaeus).

Esta es la primera vez que se describe que una acetificacién por el sistema tradicional es
llevada a cabo por especies de Gluconacetobacter desde el inicio del proceso (1% (p/v)
acidez). Estas especies se han encontrado habitualmente en medios con acidez y oxigenacion

mas elevada.

En general, en estos estudios no se identificaron cepas que fueran mayoritarias durante todo
el proceso de acetificacion, sino que se observo una sucesion de cepas. Por tanto, parece que
la utilizacién de cultivos mixtos puede ser una solucion adecuada para controlar y mejorar

este tipo de procesos.

Durante este estudio, las cepas de A. pasteurianus inoculadas en condiciones diferentes a las
de su aislamiento no se han impuesto sobre la microbiota autdctona de la vinagreria, lo que
sugiere que la seleccion de posibles cultivos iniciadores debe realizarse en cada vinagreria,
ya que las cepas propias parecen ser las mejor adaptadas a las condiciones especificas de las

vinagrerias. Sin embargo, mas estudios seran necesarios para corroborar esta afirmacion.
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La recuperacion de BA en los medios de cultivo disefiados para tener una composicion
similar a la del vinagre (V50 o V50 + &c. acético) fue nula mientras que en los medios
glucosa y manitol, dicha recuperacion fue 3 o 4 o6rdenes de magnitud menor al contaje
realizado al microscopio. A pesar de la baja recuperacion en placa, las principales especies
aisladas en los medios de cultivo (glucosa y manitol) eran representativas de la microbiota

responsable del proceso de produccion de vinagre de vino por el sistema tradicional.

DGGE-PCR fue la técnica que detectdé menor biodiversidad de especies a lo largo de la
acetificacion, siendo capaz de monitorizar Unicamente las especies mayoritarias. Una

limitacidon importante de la técnica es la comigracion de especies relativamente cercanas.

RFLP-PCR del gen 16S rRNA empleada como técnica independiente de cultivo fue la que
mostrd una mayor diversidad de especies. Sin embargo, el empleo de una amplia variedad de
enzimas de restriccion es la principal desventaja que presenta para ser utilizada como técnica

rutinaria.

La utilizaciéon de sondas especificas TagMan-MGB es interesante porque nos permite
simultaneamente detectar y cuantificar las especies de BA. El principal problema es que solo
se detectan aquéllas especies de las cuales tenemos sonda lo que limita el estudio. Por tanto,
es necesario el disefio de nuevas sondas (como Ga. xylinus o Ga. intermedius) para tener una

vision completa de los procesos.

Aungque el estudio de la biodiversidad por técnicas independientes de cultivo nos ofrece una
vision mas completa del proceso, la realizacioén de estudios ecoldgicos tras siembra en placa
continda siendo esencial para la recuperacion de cepas y para la deteccion de posibles nuevas
especies de BA que no serian detectadas por otros métodos, como sucede en este estudio con

los dos grupos de especies sin identificar del género Gluconacetobacter.
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1. VINAGRERIAS

Las vinagrerias analizadas en la tesis fueron: La Guinelle (Banyuls, Francia), Mas d’en Gil

(Priorat, Espafa) y la Finca Experimental Mas dels Frares (Tarragona, Espafia).

1.1. Vinagreria La Guinelle

Esta vinagreria artesanal se encuentra entre las colinas de Banyuls (Pirineos Francés). Posee
un clima mediterraneo. Las acetificaciones se realizan a la intemperie por tanto son mas
susceptible a los cambios de temperatura (Figura 1). Cuando se realizo el estudio ecologico,
esta vinagreria llevaba operando cinco afios. Los vinos utilizados para los procesos de

acetificacion son vinos de Banyuls (dulces).

Fig.1. Vinagreria La Guinelle

1.2. Vinagreria Mas d’en Gil

Viticultors Mas d’en Gil es una empresa familiar ubicada en el Priorat. Posee un microclima
propio: templado y seco, con la influencia mediterranea neutralizada por vientos secos del
norte. Los veranos son largos y calurosos, con temperaturas maximas de hasta 40 °C y un
término medio durante todo el afo de 15 °C. No obstante, la temperatura puede bajar hasta

los 0 °C en el invierno (www.masdengil.com). A diferencia de la otra vinagreria, esta

empresa solo llevaba un afio produciendo vinagres, sin embargo a nivel de elaboracion de
vinos posee una cierta tradicion. Los vinos utilizados para las acetificaciones son secos. Las
acetificaciones se realizan en un almacén por lo que los cambios de temperatura no son tan

bruscos, a diferencia de lo que ocurre en la vinagreria anterior (Figura 2).
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Fig. 2. Vinagreria Mas d’en Gil

1.3. Finca Experimental Mas dels Frares

Esta finca pertenece a la Facultat d’Enologia de la Universitat Rovira i Virgili desde el afio
1990 y en ella se realiza docencia e investigacion (Figura 3). Dentro de las infraestructuras
de la finca se implement6 una pequeia vinagreria para llevar a cabo experimentos de
acetificaciones. Cuando se realizaron los estudios de esta tesis, la vinagreria llevaba 2 afios
operativa. Se utilizan tanto vinos dulces como secos y las acetificaciones se realizan dentro
de una cémara cerrada con temperatura controlada. Dicha camara esta provista de
ventiladores y extractores de aire para evitar la acumulacion del &cido acético y CO; que se

produce durante las acetificaciones.

e p

Fig. 3. Finca Experimental Mas dels Frares
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2. ANALISIS QUIMICOS

Durante la tesis se han realizado las siguientes determinaciones: la acidez total, el contenido

de etanol, azlcares residuales, oxigeno disuelto y anhidrido sulfuroso libre y total.

2.1. Acidez total (Ough y Amerine, 1987)

Como durante las acetificaciones, la variacion de la acidez total se debe basicamente a la
produccion de acido acético, se asume que se puede determinar la acidez volatil o grado
acético mediante la determinacion de la acidez total. Por tanto, se determina la acidez total
por valoracion acido-base con la fenolftaleina como indicador y se expresa en gramos de
acido acético por 100 mL de vinagre.

Material y aparatos:

* Bureta de 50 mL graduada.

* Pipeta aforada de 10 mL con doble enrase.

* Matraces erlenmeyer de 250 mL de capacidad.

Reactivos:

* Disolucion de hidréxido sédico 0.5 N.

* Solucién indicadora de fenolftaleina. Para un volumen de 100 mL, se disuelve 1 g de
fenolftaleina en 10 mL de agua y se enrasa con alcohol etilico (95 a 96 % en volumen) hasta
los 100 mL.

Procedimiento:

Medir 1 mL de vinagre, en un erlenmeyer de 250 mL.

Diluir con 100 mL aproximadamente de agua destilada y agregar 2-3 gotas de solucion
indicadora de fenolftaleina.

Valorar con la solucion de hidroxido sédico 0.5 N.

Célculos:

La acidez total o grado acético del vinagre se calcula mediante la formula siguiente:

Acidez total o Grado acético (%) =

mL NaOH x 0.5eqNaOH_ x 1eqCH3;COOH x 60g CH;COOH x100=
1000 mL 1 eq NaOH 1 eq CH;COOH

= (mL NaOH x 3) g de CH3COOH por 100 mL
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2.2. Concentracion de etanol y azlcares residuales

La determinacién del etanol y los azucares residuales se realiz6 mediante dos Kkits
enzimaticos comerciales (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). El procedimiento a
seguir es el que se indica en las especificaciones del fabricante.

La referencia de los kits enzimaticos son los siguientes:

e Kit del Etanol. Referencia: 10 176 290 035.

e Kit de Glucosa — Fructosa (Aztcares residuales). Referencia: 10 139 106 035.

2.3. Contenido de oxigeno disuelto
El oxigeno disuelto de los vinagres se midio por el LDO™ HQ10 Portable Dissolved
Oxygen Meter (HACH Company, Loveland, CO, USA).

2.4. Contenido de anhidrido sulfuroso libre y total
La determinacién del sulfuroso en las muestras de vino se realizdo mediante el método GAB

(Garcia Barceld, 1990) basado en la metodologia de Ripper.

Sulfuroso libre

Colocar en un Erlenmeyer: 25 mL de muestra medidos con pipeta, 2-3 mL de indicador
(solucion de almidon al 1%) y 5 mL de 4cido sulfurico al 33%.

Valorar con yodato potasico (N/128).

Para calcular la cantidad de sulfuroso en la muestra se multiplica el volumen gastado por 10

(1 mL equivale a 10 mg de SO,/L).

Sulfuroso total

Colocar en un Erlenmeyer: 25 mL de muestray 10 mL de NaOH al 4%.
Tapar, agitar y dejar en reposo durante 10 minutos.

Afadir 2-3 mL de indicador (solucion de almidon al 1%).

Valorar con yodato potasico (N/128).

Para calcular la cantidad de sulfuroso en la muestra se multiplica el volumen gastado por 10.
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3. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS ACETICAS

Anexo

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivos utilizados durante la tesis doctoral

V50 + 0.5% &cido

Componentes GYC YPM V50 .
acético

Extracto de levadura 1% 0.50% 0.40% 0.40%
Glucosa 5%
Manitol 2.50%
Peptona 0.30%
CaCo0;3® 2%
Etanol’ 6% 6%
Glicerol 0.20% 0.20%
Acido acético 0.50%
Acido tartarico 0.20% 0.20%
MgS0,.7H,0 0.05% 0.05%
MnSQO,.H,0O 0.02% 0.02%
K,HPO, 0.05% 0.05%
CaCl, 0.01% 0.01%
Na acetato 0.10% 0.10%

* Sélo se adiciona al medio GYC durante la prueba de produccion de acido.
®Siempre se afiaden después de ser autoclavados.

Contenido de agar en todos los medios solidos: 15g/L.
Los medios de cultivos se autoclavan a 121 °C durante 15 minutos.
Después de autoclavar, se afiade 100 mg/L de natamicina a todos los medios para inhibir el

crecimiento de hongos y levaduras.
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4.

METODOLOGIA PARA LA EXTRACION DE DNA DE BACTERIAS ACETICAS

4.1. Preparacion de la muestra

4.1.1. Métodos dependientes de cultivo

Las muestras a analizar se diluyen y siembran en los diferentes medios de cultivos
mencionados en el Anexo I.

Las placas se incuban a 28 °C durante 4-7 dias.

Se seleccionan colonias de BA aleatoriamente y se resiembran en placas GY con CaCOs
para asegurarnos que las colonias aisladas producen acido.

La colonia se resuspende en 1 mL de agua Mili-Q estéril y se centrifuga a 10,000 rpm por 10
min.

Se elimina el sobrenadante y con el pellet ya se procede a la extraccion del DNA. Este pellet

también puede conservarse a -20 °C.

4.1.2. Métodos independientes de cultivo

Antes de llevar a cabo la extraccion del DNA directa del vinagre, las muestras se tratan con
celulasa (Trichoderma reseei) para degradar la celulosa producida por las BA y con EDTA-
PVP al 2% para eliminar los compuestos fendlicos.

La muestra del vinagre se centrifuga a 10,000 rpm por 10 min. Se elimina el sobrenadante y
se afiade una solucion buffer (RB buffer: 0.15 M NaCl, 0.01 M EDTA) que contiene una
concentracion de 5 mg/L de celulasa.

La muestra se incuba a 37 °C durante 2 horas.

Posteriormente, las muestras se centrifugan a 10,000 rpm por 10 min.

Se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende con EDTA-PVP al 2% (p/v) y se
centrifuga a 10,000 rpm por 10 min. Este lavado con EDTA-PVP al 2% se realiza dos veces.
Se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 mL de agua Mili-Q estéril y se
centrifuga a 10,000 rpm por 10 min.

Se elimina el sobrenadante y con este pellet se realiza la extraccion del DNA.

4.2. Extraccion de DNA
El método utilizado es una modificacion del método CTAB descrito por Ausubel et al.

(1992).

174



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION

DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

ISBN:/DL: T.1216-2011 Anexo

- Resuspender las células en 520 pL de TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM. Ajustar pH=S8).
- Adicionar 30 pL de SDS 20% (SDS: Dodecil sulfato de sodio), 3 pL de Proteinasa K (20

mg/mL), homogenizar e incubar a 37 °C durante 1 hora.

- Adicionar 150 pL. 5M NaCl y 140 uL. CTAB (5M NacCl; 10% CTAB) y homogenizar.
- Incubar 10 min a 65 °C y luego 5 min en hielo.

- Adicionar 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

- Centrifugar en frio a 10,000 rpm por 10 min.

- Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo de 2 mL y adicionar 380 pL de Isopropanol.
- Centrifugar en frio a 10,000 rpm por 10 min.

- Eliminar el sobrenadante y adicionar 150 pL de etanol al 70%.

- Centrifugar en frio a 10,000 rpm por 10 min.

- Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado.

- Resuspender el precipitado en 100 pL de TE.
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5. TECNICAS MOLECULARES

5.1. Cuantificacion de la poblacion total de BA

5.1.1. PCR a tiempo real (RT-PCR)

e Condiciones de la PCR (Gonzélez et al., 2006)
Preparacion de la muestra:
12.5 uLL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems).
1.5 uL de QAI1F (10uM) (Ver tabla 2).
1.5 uL de QA2R (10uM) (Ver tabla 2).
4.5 uL de agua Mili-Q estéril.
5 uL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en:
2 min a 50 °C

10 min a 95 °C

40 ciclos de:

15 sega95°C

1 min a 60 °C

5.2. Identificacidn a nivel de especie

5.2.1. Andlisis de los perfiles de restriccion del amplificado del gen 16S del rRNA (RFLPs-
PCR 16S rRNA)
e Condiciones de la PCR (Ruiz et al., 2000)

Preparacion de la muestra:

1.5 pL. de cada uno de los cebadores Aceti I y Aceti IV, (10 pM cada uno) (Ver tabla
2).

5 pL de Tampdn Taq 10x, sin Mg (Ecotaq).

3 uL de Cloruro de Magnesio (100 mM, Ecotaq).

1 pL de dNTPs (Boehringer Mannheim) de una mezcla que contiene 1uL de cada
uno (dilucién 10 mM).

0.4 pL de BSA (20 mg/mL).
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5 uL de DMSO (Dimetil sulfoxido).
29.2 uLL de agua Mili-Q estéril.

0.4 puL de Taq polimerasa (Ecotaq).
3 puL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en 35 ciclos de:
Incubacion 5 min a 94 °C

1 min a 94 °C (Desnaturalizacion)

45 seg a 60 °C (Hibridacion)

2 min a 72 °C (Polimerizacion)

Al final 10 min a 72 °C para terminar de polimerizar.

e Gel para la visualizacion del amplificado

Preparacion del gel de agarosa:

Preparar un gel al 1% (p/v) de agarosa multipurpose (Boehringer Mannheim) en TBE
(Tris 0.9 M; Acido bérico 0.9 M; EDTA 20 mM; pH=8), (concentracion final:
0.4pg/mL).

Anadir 1 pL de bromuro de etidio (Fluka Biochemika) por cada 25 mL de solucion de
TBE.

Preparacion de la muestra:

5 uL. del DNA amplificado se mezcla con 1-2 pL. de azul de bromofenol (Para 10 mL: 10
mg de azul de bromofenol, 5 mL de glicerol; 1 mL de solucion TBE; 4 mL de agua Mili-
Q, pH: 8.3). La visualizacion de la banda del amplificado se realiza mediante un
transiluminador de luz ultravioleta y se compara con el marcador de VC 100 pb Plus

DNA ladder (Vivantis Technologies Sdn. Bhd, Selangor D.E. Malasia).

e Digestion del amplificado
Preparacion de la muestra:
10 uL del DNA amplificado.
2 uL del Tampon correspondiente seglin el enzima.
1 puL del enzima (Se utilizan 5 enzimas y sus tampones correspondientes (Boehringer
Mannheim): Tagl, Alul, Bccl, Xbal y Xmal).
7 uL de agua Mili-Q estéril (6.8 puL de agua Mili-Q para Bcel y Xmal).
0.2 pLL de BSA (Solo en Beel y Xmal).
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Incubar segin requerimiento de la enzima.

Gel de digestion del amplificado

Preparacion del gel de agarosa:

Preparar un gel al 3% (p/v) de agarosa multipurpose en TBE.

Anadir 1 pL de bromuro de etidio (Fluka Biochemika) por cada 25 mL de solucion de
TBE.

Preparacion de la muestra:

A la muestra digerida se le afiade 1-2 pL de colorante azul de bromofenol. La

visualizacion de los fragmentos de restriccion se realiza mediante un transiluminador de

luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular se utiliza: 5 uLL del VC 100 pb Plus

DNA Ladder.

5.2.2. DGGE-PCR (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Condiciones de PCR (Lépez et al., 2003)

Preparacion de la muestra:

1 uL de cada uno de los cebadores (WBAC1°“ y WBAC2, 10 pM cada uno) (Ver
tabla 2)

5 uL de Tampodn Taq 10x, sin Mg (Ecotaq).

1.5 pLL de Cloruro de Magnesio (100 mM, Ecotaq).

0.4 uL. de dNTPs (Boehringer Mannheim) de una mezcla que contiene 1uL de cada
uno (dilucién 10 mM).

37.85 puL de agua Mili-Q estéril.

0.25 pL de Taq polimerasa (Ecotaq).

3 uL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en 30 ciclos de:
Incubacion 5 min a 95 °C

1 min a 95 °C (Desnaturalizacion)

30 seg a 67 °C (Hibridacion)

1 min a 72 °C (Polimerizacién)

Al final 5 min a 72 °C para terminar de polimerizar.
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¢ Gel para la visualizacion de los amplificados
1. Para realizar en forma adecuada los geles se tiene que preparar:
a) Soluciéon de 100% (50 mL)
- 21 g de Urea.

- 20 mL de formamida.
- 10 mL de bisacrilamida.
- ImL de TAE 50% (242 g Tris base; 57,1 mL de acido acético glacial;
100 mL de EDTA al 0.5M (pH= 8); agua destilada hasta completar 1
litro).
- Completar con agua destilada hasta los 50 mL.
b) Solucioén al 0% (50 mL)
- 10 mL de 40% de bisacrilamida.
- 1 mL de TAE 50%.

-39 mL de agua destilada.
La mezcla de estas dos soluciones se realiza con una bomba y se prepara el gel con el
gradiente de desnaturalizacion necesario.
2. Dejar el gel polimerizar durante unos 30-60 min. Quitar el peine del gel.
3. Situar el gel en el contenedor del bafio TAE 1x calentado a 60 °C. Correr el gel a
170V por 4 horas aproximadamente.
4. Anadir el tampon de carga a las muestras (0.1 a 0.5 volimenes de producto).

5. Enjuagar las ranuras inmediatamente antes de cargar las muestras.

e Tincion del gel:

Teiiir el gel durante 20-30 min en 250 mL de TAE 1x, conteniendo 0.5 pg/mL de
bromuro de etidio. Si se observa un excesivo color de fondo puede introducirse un paso
de destefiido de unos 15-20 min en 250 mL de TAE 1x o agua. Examinar el gel bajo luz

ultravioleta (254 nm).

5.2.3. RT-PCR con sondas TagMan-MGB

Esta técnica se ha utilizado para la deteccion y cuantificacion de diferentes especies de
BA (Acetobacter pasteurianus, Acetobacter aceti, Gluconobacter oxydans,
Gluconacetobacter europaeus, Gluconacetobacter hansenii).

e Condiciones de la PCR (Torija et al., 2010)

Preparacion de la muestra:
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12.5 pL de Master Mix (Applied Biosystems).
0.25 pL de PF (sol. Stock 10 uM) (Ver tabla 2).
0.25 pL de PR (sol. Stock 10 uM) (Ver tabla 2).
0.75 pL de sonda (sol Stock 10 uM) (Ver tabla 3).
6.25 pL de agua Mili-Q estéril.

5 uL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en:
10 seg a 95 °C

40 ciclos de:

15 sega95°C

1 min a 62 °C

PCR especifica previa a la RT-PCR con sondas TagMan-MGB
e Condiciones de PCR (Torija et al., 2010)

Preparacion de la muestra:

5 pL de Tampodn 10x sin Mg ( Ecotaq).

3 uL de Cloruro de Magnesio (100 mM, Ecotaq).

1 pL de dNTPs (Boehringer Mannheim) de una mezcla que contiene 1uL de cada
uno (dilucién 10 mM).

1.5 pL de Primer-F (cebador Forward es el mismo que en la TagMan-MGB RT-
PCR).

1.5 puL de Primer-R (Ver tabla 2).

0.4 pL de Taq polimerasa (Ecotaq).

32.6 uL de agua Mili-Q estéril.

5 uL de DNA extraido.

El programa consiste en:
Smina 94 °C

15 ciclos de:

15 mina 94 °C

30 sega 62 °C
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5.3. Técnicas de tipificacion de BA

5.3.1. ERIC-PCR

Condiciones de la PCR (Gonzalez et al., 2004)

Preparacion de la muestra:

1 uL de cada uno de los cebadores ERICI y ERICII, (10 pM cada uno) (Ver tabla 2).
5 uL de 5XGB (1M (NH4)2SO4; 1M Tris-HCI; 1M MgCly; 0.5M EDTA (pH 8.8); B-
mercaptoetanol 14.4M).

0.2 uL de BSA (20 mg/mL).

1.25 pLL de dANTPs (Boehringer Mannheim) de una mezcla que contiene 1uL de cada
uno (dilucién 10 mM).

2.5 uL de DMSO.

10.65 pL de agua Mili-Q estéril.

0.4 uL de Taq polimerasa (Ecotaq).

3 uL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en 30 ciclos de:
Incubacién 5 min a 94 °C

30 seg a 94 °C (Desnaturalizacion)

30 seg a 57 °C (Hibridacion)

4 min a 65 °C (Polimerizacion)

Al final 8 min a 65 °C para terminar de polimerizar.

Gel para la visualizacion del amplificado

Preparar un gel al 1.5 % (p/v) de agarosa multipurpose (Boehringer Mannheim). Las
otras condiciones son iguales a las antes mencionadas (apartado 5.2.1.). Los
marcadores utilizados para la comparacion de las bandas obtenidas son: el marcador
VC 100 pb Plus DNA Ladder para las bandas pequefias y el marcador con la mezcla
del DNA del fago lambda digerido con HindIII-EcoRI y HindIIl (Boehringer

Mannheim) para las bandas més grandes.

5.3.2. (GTG)s-PCR

Condiciones de la PCR (De Vuyst et al., 2007)
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Preparacion de la muestra:

1 uL de cebador (GTG)s (10 pM) (Ver tabla 2).

5 uL de 5XGB.

0.4 uL de BSA (10 mg/mL).

1.25 pLL de dNTPs (Boehringer Mannheim) de una mezcla que contiene 1uL de cada
uno (dilucién 10 mM).

2.5 uL de DMSO.

13.45 pL de agua Mili-Q estéril.

0.4 uL de Taq polimerasa (Ecotaq).

1 uL de DNA extraido.

El programa utilizado para amplificar consiste en 30 ciclos de:
Incubacién 5 min a 94 °C

1 min a 94 °C (Desnaturalizacion)

1 min a 40 °C (Hibridacion)

8 min a 65 °C (Polimerizacion)

Al final 16 min a 65 °C para terminar de polimerizar.
e Gel para la visualizacion del amplificado

Preparar un gel al 0.8% (p/v) de agarosa multipurpose. Las otras condiciones son

iguales a las mencionadas en el apartado 5.2.1.

182



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

APLICACION DE METODOS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS ACETICAS IMPLICADAS EN LA ELABORACION

DE VINAGRE DE VINO TRADICIONAL

Carlos Alfredo Vegas Pérez

ISBN:/DL: T.1216-2011 Anexo

Tabla 2. Cebadores utilizados en las técnicas moleculares descritas

Técnica Cebadores Secuencias 5°-3° Disefiados
PCR 16S rRNA Aceti I 5-GCTGGCGGCATGCTTAACACAT-3’ Ruiz et al., 2000
Aceti IV 5'-GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT-3" Ruiz et al., 2000
ERIC-PCR ERIC I 5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ Versalovic et al., 1991
ERIC IT 5"-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3" Versalovic et al., 1991
(GTG)5-PCR (GTG)s 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’ De Vuyst et al., 2006
PCR-DGGE WBAC1* 5'-GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA-3’ Lopez et al., 2003
WBAC2 5’-CCCGGGAACGTATTCACCGCG-3” Loépez et al., 2003
RT-PCR QAI1F 5’ -TCAAGTCCTCATGGCCCTTATG- 3’ Gonzalez et al., 2006
QA2R 5’- TACACACGTGCTACAATGGCG- 3’ Gonzalez et al., 2006
PF Ga. europaeus 5 -GGGTTAAGTCCCGCAACGA- 3’ Torija et al., 2010
PF A. aceti 5" -TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA- 3’ Torija et al., 2010
PF A. pasteurianus  5'-TCAAGTCCTCATGGCCCTTATG-3’ Torija et al., 2010
PF G. Oxydans 5'-CCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGT-3’ Torija et al., 2010
PF Ga. hansenii 5'- GTCCACGTTGTAAACGATGTGT-3" Torija et al., 2010
PR Ga. europaeus  5-ACCTTCCTCCGGCTTGTCA-3’ Torija et al., 2010
PR A. aceti 5'-GCGGGAAATATCCATCTCTGAA-3 Torija et al., 2010
PR A. pasteurianus 5'-TCGAGTTGCAGAGTGCAATCC-3’ Torija et al., 2010
PR G. oxydans 5'-CCAGGGTATCGCGTTAACTACGA-3" Torija et al., 2010
PR Ga. hansenii 5-TGTGCTTATCGCGTTAACTACGA-3’ Torija et al., 2010
PCR previaa RT-PCR PR A. pasteurianus 5'-CCCATAGGAACCGGCAGTCT-3’ Torija et al., 2010
PR A. aceti 5'-GCCGATTGCTCAGCTCATG-3’ Torija et al., 2010
PR G. oxydans 5'-GTCATCCAACTTCGTGGAGACA-3’ Torija et al., 2010
PR Ga. hansenii 5’-CCACGAGAAGACAGTTCCTTGGCT-3" Torijaet al., 2010

PR Ga. europaeus  5-CAGTCCAGTTACCCAGACCATCCTC-3" Torija et al., 2010
*GC- secuencia (5-GCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGLeareeeeaeece-3y)

Tabla 3. Sondas TagMan-MGB utilizadas

Técnica Sondas TagMan Secuencias 5°-3 Disefiados
RT-PCR  Gluconacetobacter europaeus VIC-TAGTTGCCATCACGTCTG-MGB  Torija et al., 2010
Gluconacetobacter hansenii  VIC-TGGCCAAGCCATCCA-MGB Torija et al., 2010
Gluconobacter oxydans 6FAM-TGGCTCGATACTGAC-MGB Torija et al., 2010
Acetobacter aceti VIC-CAGCCTCTCCATACAA-MGB Torija et al., 2010
Acetobacter pasteurianus 6FAM-TGGTGACACCATGCT- MGB Torija et al., 2010
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