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RESUMEN

La fermentacion malolactica consiste en la descarboxilacion del acido L-malico y su
transformacion en acido L-lactico y diéxido de carbono. En los vinos es realizada por
bacterias acido-lacticas de distintos géneros como Lactiplantibacillus, Oenococcus,
Pediococcus. Actualmente existe una mayor demanda de cultivos iniciadores para
bodegas. Por otro lado, el perfil de los vinos a nivel mundial estd cambiando y se
necesita una busqueda activa de nuevas cepas capaces de adaptarse y vinificarse en
condiciones mas duras de pH, etanol y acidez. En este contexto, se aislaron colonias de
diferentes denominaciones espanolas para su identificacion y caracterizacién mediante
16S-ARDRA PCR a nivel de especie y rep-PCR a nivel de cepa utilizando el cebador
GTGs para cepas de L. plantarum. Las muestras se cultivaron en medio MRS y se
evaluaron su morfologia y caracter grampositivo. Posteriormente, se realizaron ensayos
en microplacas de 96 pocillos (250 L) para evaluar su crecimiento y capacidad
fermentativa en diferentes rangos de combinaciones de pH (3-3,6) y etanol (13-16%).
También se realizaron fermentaciones a escala de laboratorio en tubos de 50 mL en
vinos de Garnacha Blanca, de donde se selecciond el mejor indculo para su posterior
crecimiento en un biorreactor de 60 L. Las fermentaciones a escala de laboratorio
produjeron cepas capaces de consumir 2 g/L en 24 - 72 h y con una implantacion
comparable a la de los inéculos comerciales actuales. Se obtuvo un cultivo iniciador en
48 h con poblaciones superiores a 108 células/mL. En ensayos de microplacas se
obtuvieron cepas que son capaces de consumir 4 g/L a pH 3,6 pero toleran hasta un

15% v/v de grado alcohdlico.

Palabras clave: bacterias acidolacticas, biorreactor, cultivo iniciador, acido malico,
tipificacion



ABSTRACT

Malolactic fermentation consists of the decarboxylation of L-malic acid and its
transformation into L-lactic acid and carbon dioxide. In wines, it is carried out by acid
lactic bacteria of different genera such as Lactiplantibacillus, Oenococcus, Pediococcus.
Currently, there is a greater demand for starter cultures for wineries. On the other hand,
the profile of wines globally is changing and an active search for new strains able to
adapt and vinify under more harsh conditions of pH, ethanol and acidity is needed. In
this context, colonies were isolated from different Spanish appellations for identification
and characterization by 16S-ARDRA PCR at the species level and rep-PCR at the strain
level using the GTGs primer for L. plantarum strains. Samples were cultured on MRS
medium and assessed for morphology and Gram-positive character. Subsequently, 96-
well microplate assays (250 pL) were performed to evaluate their growth and
fermentative capacity at different ranges of pH (3-3.6) and ethanol (13-16%)
combinations. Laboratory-scale fermentations were also carried out in falcon tubes (50
mL) in Grenache Blanc must, from which the best inoculum was selected for subsequent
growth in a 60 L bioreactor. Laboratory-scale fermentations yielded strains capable of
consuming 2 g/L in 24 - 72 h and with an implantation comparable to that of current
commercial inocula. A starter culture was obtained in 48h with populations above 108
cells/mL. In microplate assays, strains were obtained that are able to consume 4 g/L at

pH 3.6 but tolerate up to 15% v/v alcoholic strength.

Keywords: lactic acid bacteria, bioreactor, starter culture, malic acid, typification



INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la fermentacion malolactica

El proceso de elaboracion de vino consiste en una fermentacion alcohdlica (FAL) llevada
a cabo por levaduras, las cuales principalmente convierten los azucares en etanol. En
algunos vinos, se lleva a cabo una segunda fermentacion que sigue a la fermentacion
alcohdlica conocida como fermentacién malolactica (FML), llevada a cabo por bacterias
acidolacticas (BAL).

La FML se lleva a cabo en la mayoria de los casos en vinos tintos, aportando cambios
en el perfil organoléptico del vino, suavizando la acidez y mejorando la estabilidad
microbioldgica; y de forma menos comun en vinos blancos de climas mas frios que
presentan una acidez mas elevada. Se ha observado que esta fermentacion se lleva a
cabo de manera espontanea, con algunas especies de bacterias presentes en el propio
vino (Lépez-Seijas et al., 2020), por lo que muchos productores optan por utilizar BAL

indigenas y controlar el proceso, aunque otros optan por el uso de cultivos iniciadores.

Esta fermentacion consiste en la descarboxilacion del &cido L-malico y su
transformacion en acido L-lactico y didxido de carbono gracias a la enzima malolactica
(Du Plessis et al., 2002), presente en las BAL. La capacidad de reduccion de la acidez
varia en funcion de la concentracion de acido L-malico presente, que en mostos puede
variar entre 0,3-7,0 g/L (Vicente et al., 2022).

Los efectos en el vino de esta segunda fermentacion son la reduccion de la acidez total
del vino, la mejora de la estabilidad bioldgica y la modificacion del perfil aromatico del
vino (Bravo-Ferrada et al., 2013). Un buen ejemplo es la producciéon de ésteres,
alcoholes y otros compuestos que da como resultado notas mantecosas, afrutadas,

especiadas, de vainilla y un aumento de la suavidad en boca (Sumby et al., 2014).

1.2 Condiciones 6ptimas para la fermentacién malolactica

Varias especies de BAL son capaces de convertir el acido L-malico en acido L-lactico,
pertenecientes a géneros como Lactiplantibacillus, Pediococcus, Leuconostoc y
Oenococcus, siendo la especie seleccionada como cultivo iniciador disponible en el
mercado, principalmente Oenococcus oeni (Pannella et al., 2020) debido a su capacidad
de adaptacién a la condiciones del vino, tolerando el grado alcohdélico que habitualmente

se observa en el vino pero a su vez es sensible a concentraciones de etanol superiores



a 15% (v/v) y concentraciones de SO; libres superiores a 10 mg/L. Ademas de O. oeni

también L. plantarum presenta potencial como cultivo iniciador (Vicente et al., 2022).

Aunque esta fermentacion se pueda llevar a cabo de forma espontanea, este no es
siempre el caso y no siempre se consigue finalizar consumiéndose todo el acido L-
malico. Ademas, la diversidad de cepas que estan presentes en el vino no siempre
permite que se realice la FML mas adecuada por defectos que se puedan producir como
el incremento de la acidez volatil y la formacion de metabolitos no deseables (Lopez-
Seijas et al., 2020), como el diacetilo. El diacetilo un compuesto producto de la
metabolizacion del acido citrico presente en el mosto y vino que provoca el aroma a
mantequilla y que a partir de 5 mg/L es considerado un defecto, pudiendo enmascarar
también otros aromas positivos del vino. Otro es la produccion de aminas biégenas
volatiles entre las que se encuentran la cadaverina y la putrescina producidas por la
descarboxilacién de aminoacidos, que generan aromas muy desagradables y dolor de
cabeza (Smit et al., 2008). Por ultimo, la produccion de carbamato de etilo, que es un
potencial carcinogeno (Gowd et al.,, 2018). Las BAL producen precursores de este
compuesto como la citrulina, reacciona con el etanol para formar el carbamato de etilo
(Gowd et al., 2018). Estos son mas destacables en destilados, pudiendo afectar a vinos
que se someten a destilacién. Algunas especies del género Pediococcus son las que
presentan mayor capacidad estos defectos ya mencionados en el vino, por lo que son

considerados contaminantes del proceso (Gowd et al., 2018).

Otro de los problemas que se presenta para realizar la FML son las condiciones de
estrés variables como pueden ser el pH, el etanol, la temperatura, los niveles de diéxido
de azufre (SO;) tanto por la adicion en el proceso de vinificacién como el producido por
las levaduras durante la FAL, las elevadas concentraciones de etanol, la accesibilidad
de nutrientes que influenciaran a las BAL y, por consiguiente, a la efectividad del proceso
fermentativo (Du Plessis et al., 2002). Otros factores menos estudiados a dia de hoy
pero que también afectan son: el consumo de nutrientes, la produccion de toxinas por
parte de las levaduras que afectaran a las BAL como respuesta al estrés del medio
durante la FAL; la inhibicion de la FML por produccion de acido L-lactico pues presenta

capacidad inhibitoria (Krieger-Weber et al., 2020).

En los ultimos anos se han realizado multiples estudios tanto genéticos como
funcionales para aumentar el conocimiento de este proceso para saber cual es el mejor
procedimiento para garantizar el éxito de la FML y obtener buenas cepas que ademas
de consumir completamente el acido L-malico presente en el vino, sean capaces de

proveer al vino de un buen perfil aromatico.



1.2 Monitorizacion de la fermentacion malolactica

1.1.1 Herramientas genéticas para la identificacidon de cepas de interés

Dentro de las herramientas genéticas para la realizacion de un seguimiento de la
fermentacion, se incluye la técnica de 16S-ARDRA (Restriction analysis of the amplified
16S-rDNA) que amplifica el ADN de la regién 16S presente en el ribosoma bacteriano
(Rodas et al., 2003) o la implantacion de técnicas efectivas para la tipificacién como la
técnica de VNTRs (Variable number of tandem repeats) utilizada en el proyectos
posteriores (Claisse & Lonvaud-Funel, 2012). Otras dos técnicas para tipificacion que se
han utilizado en trabajos anteriores son la RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic
DNA) o la rep-PCR (PCR amplification of repetitive bacterial DNA elements)(Reguant &
Bordons, 2003; Gevers et al., 2001). Estas dos ultimas técnicas no son tan utilizadas en
favor a la técnica de VNTRs debido a menor fiabilidad de la técnica. La RAPD-PCR

ademas es una técnica que carece de reproducibilidad.

1.4 Estrategias de inoculacién

Se ha visto en estudios anteriores que el tiempo de inoculacidon de las BAL para la
realizacion de la FML es de vital importancia para que ésta pueda llevarse a cabo por
completo. Dependiendo de la estrategia, ya sea coinoculacion o inoculacion secuencial
con la levadura puede conllevar en algunos casos a que no termine, e incluso

dependiendo del momento de la FAL en el que se inoculen las BAL (Knoll et al., 2012).

Ademas de estos estudios, ya se comercializan cepas que presentan BAL iniciadoras
que han sido cuidadosamente seleccionadas pudiendo obtenerse en cultivo liquido,
congeladas o liofilizadas (Lucio et al., 2017). Las dos especies principales son: O. oeni
y L. plantarum. Los atributos especificos de las cepas de BAL consideradas mas
importantes son la baja produccion de acido acético, la mejora de la sensacién en boca
del vino, la neutralidad en el perfil aromatico y en menor medida la capacidad de
ensalzar el color del vino y la contribucién al perfil aromatico (Sumby et al., 2014) mas

alla de la reduccidén de la sensacion de acidez en boca.

1.5 Candidatos utilizados como iniciadores de cultivo

Alas condiciones presentes en el vino ya mencionadas, que dificultan el éxito de la FML,
se suman las complicaciones que estan causadas por el cambio climatico como es la

produccion de vinos con niveles mas elevados de etanol modificando el habitat de las



BAL y la disminucion de la acidez que supone menos estrés para realizar la FML, pero

favorece el desarrollo de BAL consideradas contaminantes (Fu et al., 2022).

Recientemente, los estudios sobre capacidades fermentativas para la obtencién de
nuevas cepas para FML han aumentado, planteando no solamente el uso de especies
como L. plantarum, sino otras especies del género Pediococcus, que se ha observado
que en vinos con pH elevado permite la disminucién de la concentraciéon de SO
(Krieger-Weber et al., 2020). Dentro de estas nuevas opciones entran con mas
protagonismo las cepas de L. plantarum, puesto que, con el aumento gradual del pH del
vino debido al cambio climatico, superiores a 3,5-3,6 pueden realizar correctamente la
FML. Esta especie ha mostrado previamente resultados interesantes gracias a la
presencia de un perfil enzimatico mas complejo y un metabolismo distinto en

comparacion con O. oeni (Krieger-Weber et al., 2020).

1.6 Produccion de biomasa en biorreactor

Para algunas bodegas es conveniente la capacidad de multiplicacion tanto de levaduras
como de bacterias evitando el uso de microorganismos comerciales con el objetivo de
potenciar los microorganismos autdctonos (Schnierda et al., 2014). Para la produccién
de biomasa de BAL lo primero que se requiere es de un medio econémico y que sea
rico en nutrientes y otros factores de crecimiento (Ubeda et al., 2013). Para asegurar el
éxito de esta produccidon es necesario el control de parametros tales como la

temperatura y el pH (Lisci et al., 2021).

Dentro del proceso de comercializacion de cepas para FML, es importante evaluar su
capacidad de crecimiento celular, y tenerlo en cuenta como otro de los parametros que
ayuden a seleccionarla. Una buena cepa candidata para cultivo comercial es aquella
con la que obtendremos un consumo rapido de acido L-malico y no produccion de
defectos aromaticos. Igualmente, necesitamos que presenten un crecimiento rapido y
que lleguen a poblaciones elevadas para asegurar las probabilidades de imposicion del

in6culo y su rentabilidad a nivel comercial.

Otro de los intereses para la produccién de indculo es por la diferencia de costes
econdmicos que existen entre la inoculacion con una cepa comercial con su previo
acondicionamiento y la inoculacion con una cepa propia. Por ejemplo, con cepas
comerciales de 0. oeni como la VP41 (Lallemand Enologia) en la que se requieren de
100 g para inocular 100 hL de vino. Este sobre de 100 gramos tiene un precio de €217.82
(Lallemand Enologia). Para el productor, comprar in6culo de bacteria liquida a gran

escala en comparacion del equivalente en bacteria liofilizada, permite ahorrar dinero
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durante la campafa de vendimia. Un crecimiento elevado en un biorreactor reduciria
costes y dependiendo de la concentracion se podrian inocular volimenes mayores,

controlandose en la propia bodega o centro (Ziadi et al., 2020).

El objetivo final del presente trabajo es seleccionar, tipificar y caracterizar cepas de L.
plantarum para obtener potenciales cultivos iniciadores. Para ello se aislan cepas de
diferentes zonas geogréficas las cuales se identificaron, tipificaron genéticamente. Estas
cepas se sometieron a ensayos de resistencia a condiciones restrictivas de pH y etanol,
se inocularon para realizar microvinificaciones y se sometieron a una prueba de

produccion de biomasa en un biorreactor.



MATERIAL Y METODOS

2.1 Aislamiento de las cepas

Las cepas utilizadas en este estudio pertenecen a la libreria de VITEC, conteniendo
aislados procedentes de muestras de vinos de diferentes zonas geograficas de la
peninsula. A partir de estos aislados, se realizdé un crecimiento en estria en placa de
MRS modificado con medio MRS (PanReac, Barcelona, Spain), enriquecido con 3 g/L
de acido L-malico, 5,0 g/L de fructosa y con zumo de tomate a 100 mL/L (zumo de
tomate caniles El Corte inglés selection, dilucién 1:10, centrifugado 5 minutos a 10.000
rpm), y posteriormente un crecimiento en medio liquido para su uso, garantizando asi la
pureza del indculo. Se incubaron en condiciones de anaerobiosis a 30 °C.

El aislamiento de cepas que no pertenecian a la libreria de VITEC se realizé en base a
diferentes morfologias observadas en placa, se picaron las colonias y se sembraron en
dos tubos de 1,5 mL con 1 mL de MRS modificado: uno de ellos se almacend a -80°C
en glicerol (1 mL medio de cultivo + 500 pL de glicerol); y el otro se centrifugé para aislar
el pellet y se extrajo su ADN para el analisis genético posterior mediante metodologia
descrita por Querol et al. (1992), un método que habitualmente es utilizado para

levaduras pero se puso a punto para ser utilizado en las BAL.

2.2 Identificacion y tipificacion de BAL mediante métodos moleculares

2.2.1 Identificacion de especies de BAL

Primeramente, se crecieron los aislados en medio MRS liquido, se centrifugaron y se
descart6 el sobrenadante. Con los pellets obtenidos se realizaron las extracciones de
ADN de las bacterias utilizando un protocolo de extraccién manual (Querol et al., 1992).
La identificacion se llevé a cabo mediante la técnica de PCR 16S-ARDRA utilizando el
protocolo descrito por Rodas et al., (2003) en el termociclador del modelo T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hércules, California. Los reactivos se especifican en la Tabla
1 del anexo. Se separaron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5% con el
marcador Hyperladder 1kb (Bioline, London, UK). A continuacién, se sometieron los
amplificados a una digestion mediante la enzima de restriccion Bfal y en casos de
resultados dudosos la enzima de restriccion Msel, siguiendo el protocolo también de
Rodas et al., (2003). Se incubaron a 37°C overnight en una estufa. Se separaron los

productos de PCR en un gel de agarosa al 3% con el marcador Hyperladder 100 pb



(Bioline, London, UK). Las imagenes fueron digitalizadas mediante un transiluminador
Gel Doc™ XR (Bio-Rad, Hércules, California).
Los perfiles se compararon con otros resultados bibliograficos previos para identificar la

especie segun el perfil de bandas que presente (Rodas et al., 2003).

2.2.2 Tipificacion de especies de BAL

Para la tipificacion a nivel de cepa se utilizé una técnica u otra en funcién de la especie:
se realizé una PCR utilizando el primer M13 para cepas de O. oeni con el protocolo
descrito por (Reguant & Bordons, 2003) y reactivos especificados en la Tabla 2 del
anexo; y por otro lado una rep-PCR para cepas de L. plantarum utilizando para ello el
primer GTGs utilizando el protocolo descrito por Gevers et al., 2001. Los reactivos se
detallan en la Tabla 3 del anexo. Para realizar la PCR se utilizé el termociclador T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hércules, California). Se separaron los productos de PCR en
un gel de agarosa al 1,5% utilizando en el mismo gel los marcadores de 100 pb y de 1kb
Hyperladder (Bioline, London, UK). La metodologia mencionada de visualizacion de los

amplificados es la misma para los dos procedimientos de tipificacion.

2.3 Fermentacion a escala de laboratorio

Se realizaron diferentes fermentaciones en diferentes matrices vinicas para evaluar la
capacidad fermentativa de las cepas seleccionadas. Para ello, primero se seleccionaron
cepas que se guardaron en glicerol a -80°C, principalmente especies de
Lactiplantibacillus plantarum y Oenoccocus oeni, que se cultivaron en 30 mL de medio
MRS liquido, que se incubaron en una estufa a 30°C.

Para el calculo de la concentracion a inocular en las fermentaciones se realizaron
recuentos en la camara de Neubauer de profundidad de 0,2 mm?3. Se inoculé una
concentracion de 107 cél. /mL para las cepas de O. oeni y una concentracién de 108 cél.
/mL para las cepas de L. plantarum. Esto se debe a que los fabricantes de cultivos
iniciadores sugieren concentraciones de inoculacién mas elevadas.

El seguimiento de la FML se realiz6 mediante mediciones de malico y del crecimiento
de las BAL. La concentracion de acido L-malico se midio a partir de métodos enzimaticos
con un analizador automatico (Random Access Analyzer Y15) con sus correspondientes
kits enzimaticos (BioSystems S.A., Barcelona, Espafa). Todos estos analisis se
realizaron siguiendo el protocolo establecido por el Compedium of International Methods
of Wine and MustAnalysis OIV (2024).
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2.3.1 Evaluacién de la resistencia de las BAL al etanol y pH

Se procedio a evaluar la resistencia de las BAL a distintas condiciones de grado
alcohdlico y de pH. Para ello se realizaron fermentaciones en microplacas de 96 pocillos
de 250 pyl (Brand Microplates) de un vino tranquilo de la variedad Loureiro a diferentes
grados alcohdlicos: 13, 14, 15y 16 % v/v, y cada uno de ellos a diferentes pH: 3; 3,2;
3,4; y 3,6; todas con una concentracién de acido L- malico de 4,1 g/L. Se analizaron 5
cepas. Se midié cada media hora la turbidimetria a 600 nm, posteriormente se incubd
en una estufa a 30°C y pasados 7 dias se juntaron los quintuplicados y se analizaron

concentraciones de acido L-malico, acido L-lactico y poblaciones de BAL.

2.3.2 Evaluacion de la influencia de la concentracion de incoculo

Se realiz6 un ensayo en una microplaca estéril de 24 pocillos (Brand Microplates), en
un volumen de 1,5 mL, utilizando vino blanco de la variedad de Loureiro que presentaba
un grado alcohdlico de 12,5% v/v, un pH de 2,98 y una concentracion de 4,1 g/L de
acido L-malico. En esta prueba se utilizaron cepas de O. oeni y de L. plantarum a
diferentes concentraciones con el objetivo de observar la influencia de la concentracién
en el consumo del acido L-malico. Entre las cepas se incluyé la cepa comercial O. oeni,
VP41 (Lallemand) como control. Se realizaron curvas de crecimiento con el equipo
Varioskan Lux (Termofisher Scientific), leyendo la longitud de onda a 600 nm para medir
la turbidez, procedimiento similar al utilizado en la incubacién en microplaca, basado en

el proyecto de Lucio et al., (2017) durante 7 dias a 30°C.

2.3.3 Microvinificaciones en tubos de 50 mL

En posteriores ensayos, se evaluaron cepas viables en una fermentacién a escala de
laboratorio. Para ello se fermentd un vino tranquilo de la variedad garnacha blanca con
un grado alcohdlico de 13% (v/v), 3,2 de pH, y se suplementd a 2,0 g/L de acido L-
malico. Se analizaron 11 cepas por triplicado incluyendo entre ellas la cepa VP41 como
control comercial. Para ello, se repartio el vino en tubos de 50 mL e inoculando la cepa
correspondiente a una concentracion de 108 cel/mL para las cepas de L. plantarum y
107 cel/mL para las cepas de O. oeni. Esta diferencia responde a las indicaciones de
fabricantes de cultivos iniciadores, que especifican que la concentracion celular de L.

plantarum a inocular es mayor.
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En las muestras que finalizaron la FML se midié la concentracion de acido L-lactico, el
pH, la acidez total tartarica (ATT), la acidez volatil (AV), azucares residuales (D-
Glucosa/D-fructosa), el grado alcohdlico (GAV) y el sulfuroso (SO-) libre y total.

El grado alcohdlico, la acidez total y el pH se determinaron mediante espectroscopia de
infrarrojo transformado de Fourier (FTIR) con un equipo WineScan FT120 (Foss
Eléctrico, Barcelona, Espana). Las concentraciones de azucares residuales, sulfuroso
libre y total, acido L-malico y acido L-lactico se midieron a partir de métodos enzimaticos
o colorimétricos con un analizador automatico (Random Access Analyzer Y15) con sus
correspondientes kits enzimaticos (BioSystems S.A., Barcelona, Espafa). Todos estos
analisis se realizaron siguiendo el protocolo establecido por el Compedium of
International Methods of Wine and MustAnalysis OIV (2024).

2.4 Multiplicacion de BAL candidata en Biorreactor

Se realizé una prueba de crecimiento en el bioreactor LEV2050 (Aizoain, Navarra), de
la cepa con mejor capacidad fermentativa en los diferentes ensayos anteriores. Esta se
sembré en 2 L de MRS liquido modificado como in6culo previo para el biorreactor.
Previamente a la inoculacion, se limpid el reactor con agua ozonizada con un potencial
redox de 750 mV, recomendacion del fabricante a partir del cual ya tiene capacidad
esterilizante. El agua ozonizada con capacidad desinfectante fue producida in situ
mediante equipos de ASP ASEPSIA (Pinto, Madrid).

Posteriormente se prepar6 el medio de cultivo utilizando para ello el medio Multilev,
proporcionado por la casa comercial del bioreactor, diluyendo 0,88 g/L en un volumen
final de 60,0 L de agua. Previamente a la inoculacion se pasteurizé a 60°C durante 30
min. A partir de ese momento se inocularon los dos litros de medio MRS que presentaba
una concentracion de 1,7x 10° cel/mL. Al momento de inocular se procedio a realizar
mediciones de seguimiento, primero cada media hora y después cada hora. La
monitorizacion del proceso se realizo a través del pH con un pHmetro CRISON GLP 21
(Hospitalet de Llobregat, Espafa), la turbidez realizando diluciones 1:20 con un
turbidimetro Hach TL2310 (Dusseldorf, Alemania), y sembrando viables en placa MRS
modificado y YPD.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacién y tipificacion de cepas

A partir de las muestras de la libreria de VITEC y de las muestras nuevas se identificaron
60 aislados, como se detalla en la Tabla 1. De estos 60 aislados, en la Tabla 2 aparecen
agrupados en funcion a la especie de BAL con la que se identificaron. La especie con
mas aislados identificados fue L. plantarum y la especie con menos aislados fue
Lactobacillus helveticus. Después del trabajo de identificacion realizado, se ha podido
identificar nuevamente algunos aislados que se creian puros pero que estaban
contaminados.

Gracias a este trabajo se actualizo la libreria de BAL de VITEC para su mantenimiento.
Ademas, hubo nuevas especies de BAL que se afiadieron a la libreria, procedentes de
muestras internas que se analizaron durante este periodo de practicas. En concreto, se
obtuvieron 3 aislados de L. helveticus, 8 de Lacticaseibacillus casei, 13 de
Levilactobacillus brevis y 10 de O. oeni.

Tabla 1: Cepas identificadas de la libreria, con su perfil de cepa mediante foto del gel de
agarosa.

Especie

Nombre :
previamente

Especie ahora Perfil de cepa

LBC1.1 O. oeni L. plantarum

LBC1.2 O. oeni L. plantarum
LBC2.1 L. plantarum L. plantarum
LBC2.2 L. plantarum L. plantarum
LBC3.1 O. oeni O. oeni
LBC3.2 O. oeni L. plantarum
LBC4.1 L. plantarum L. plantarum
LBC7 L. plantarum O. oeni
LBC8 O. oeni O. oeni
LBC9.1 O. oeni O. oeni
LBC9.2 O. oeni L. plantarum

13



LBC10 L. mali L. plantarum _

LBC11 L. mali L. plantarum —

LBC12 L. mali L. plantarum n

LBC13 O. oeni L. plantarum _

LBC15  O. oeni 0. oeni (L IE ]

LBC17 O. oeni O. oeni, comercial l _ ; ‘l__

LBC18 O. oeni L. plantarum
LBC19.1 L. plantarum L. plantarum _
LBC19.2 L. plantarum 0. oeni m

LBC20 O. oeni L. plantarum _

LBC21 L. mali L. plantarum _
LBC22.1 O. oeni O. oeni

LBC28 L. plantarum L. plantarum _

LBC29 O. oeni L. plantarum _
LBC32.4 L. plantarum _
LBC32.5 L. plantarum _
LBC33.2 0. oeni _
LBC36.1 L. plantarum _

Marcador molecular i
100pb
Marcador molecular
1Kb

Tabla 2: Resumen de los asilados en funcion de la especie

0. oeni L. plantarum L. casei L. brevis |L. helveticus
10 26 8 13 3

De las cepas analizadas mediante las técnicas genéticas de tipificacion se han
observado varias situaciones que se detallan en la Tabla 3. Se observan perfiles

especificos de cada una de las D.O: Ribera del Duero, Rioja y Ribeira Sacra, de donde

14



pertenecen los aislados con los que se ha trabajado. En las cepas analizadas de O. oeni
no existen perfiles que sean comunes en las diferentes zonas geogréficas,
observandose mas variedad de cepas dentro de la D.O de Ribera del Duero y solo una
de las cepas pertenece a la D.O de Rias Baixas. En las cepas de L. plantarum la
situacion es distinta, no se han aislado ninguna cepa que pertenezca a la D.O Rioja,
pero la D.O Rias Baixas tiene una mayor representacion. En las cepas de L. plantarum
si que se observan perfiles que se encuentran en las D.O de Ribera del Duero y Rias
Baixas.

Tabla 3: Peffiles de cepas de O. oeni (izquierda) y L. plantarum (derecha) distribuidas
sequn la zona geogréfica a la que pertenece la cepa.

|

D.O Ribera |

del Duero D.O Ribera ' B}
del Duero il . e |
D.O Rioja B !
I

D.O Rias Sm—

baixas i

D.O Rias : 4
baixas | I

Este trabajo ha permitido poner a punto en el centro, técnicas de identificacion de BAL
a nivel de cepa de L. plantarum y O. oeni; y la optimizacion del método de extraccion de
ADN de BAL, prolongando con una incubacion overnight en frio en el paso de la
precipitacién del ADN, siendo técnicas que no estaban implementadas previamente en

el centro.

La técnica de rep-PCR utilizada para la tipificacién de L. plantarum en este trabajo ha
sido utilizada anteriormente en otros trabajos previos como los de Gevers et al., (2001)
y Tamang et al., (2005), en el cual no solo es utilizado para L. plantarum sino que la
utilizan para otras especies. En este trabajo ha interesado la tipificacién de aislados de
especies potencialmente comerciales como L. plantarum'y O. oeni. Por ello, algunas de
las especies encontradas durante la identificacion por medio de la PCR 16S como L.
casei, L. helveticus han quedado relegadas a una identificacion posterior a este trabajo.
En el caso de L. brevis, esta técnica presenta alguna complicacion para su tipificacion
pues no se ha conseguido diferenciar incluso entre subespecies, tanto la rep-PCR como
la PCR utilizando el primer M13.
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En otra especie como O. oeni, se utilizd esta técnica usando el primer M13 como el de
Marques et al., (2011) para tipificar O. oeni. En este trabajo se priorizé esta técnica frente
a otras mas actuales como los VNTRSs para la tipificacion de O. oeni ya que resultaba
una opcién mas econdémica para el centro. Ademas, el centro ha adquirido un equipo de
electroforesis capilar para poder poner a punto la técnica de tipificacién mediante VNTRs
recientemente, pero ha estado utilizandose en otros proyectos que estan en marcha

actualmente.

3.2 Evaluacién de la resistencia de las BAL al etanol y pH

Se realizaron ensayos con 2 cepas distintas de L. plantarum (LBC20, LBC18), y una
cepa de O. oeni (LBC3.1) resumidos en la Tabla 3. El criterio de seleccion de las cepas
fue el origen, pues las cepas de L. plantarum fueron aisladas de vinos finales y la cepa
de O. oeni aislada de un vino inicial.

De las tres cepas evaluadas, solamente una de ellas (LBC20) dio buenos resultados en
porcentaje de realizacion de la FML a los siete dias de ensayo. Las otras dos cepas
restantes no llegaron a valores superiores a un 25 % de consumo de acido L-malico.
Los mejores condiciones fermentativas para esta cepa fueron de un pH de 3,6 y 13% de
etanol, pero llegando a consumir casi 2 g de acido L-malico en condiciones de 3,4y 15
% (v/v) de etanol. Si bien, no resulté una buena cepa para fermentar a pH extremos de
3,0 y mas de 14 % (v/v) de etanol donde no superd un consumo del 10 % del 4cido L-
malico presente. En comparacion, las otras dos cepas (LBC3.1, LBC18) incluso en unas
condiciones de pH mas favorables de 3,4 y 3,6 presentaron menor capacidad
fermentativa que la cepa LBC20.

Estos resultados coinciden con trabajos previos como en el de Berbegal et al., (2016)
en el que se evalud la resistencia a un pH de 3,5 con diferentes grados alcohdlicos
diferentes cepas L. plantarum, observando que el pH es determinante para la
supervivencia, incluso mas que el grado alcohdlico (Chen et al., 2022; Sun et al., 2022).
La O. oeni que se utilizd, siendo la cepa LBC3.1 no fue apta, pues no fue capaz de
consumir practicamente el acido L-malico, que no coincide con otros estudios pues O.
oeni se caracteriza por ser una cepa que es capaz de tolerar el pH entre otras cosas por
la capacidad de activacién de del sistema ATPasa de la membrana plasmatica y
mutaciones en los genes de la enzima mleA (Chen et al., 2022).

Estas pruebas se realizaron también para evaluar el crecimiento de las cepas en placa.
Debido a la puesta a punto reciente del equipo, no se han obtenido resultados

concluyentes de crecimiento celular, producto de una condensacién excesiva que
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comprometia la lectura. Se esta trabajando en ello y por ello no se han realizado mas

pruebas.

Tabla 4: Concentracion de acido L-malico (g/L) final y porcentaje de FML realizada por
las cepas seleccionadas, en las diferentes condiciones de pH y etanol en todas las
condiciones experimentales.

Condiciones % FML Acido L-malico (g/L) final
Etanol %

pH (V/v) LBC20 LBC3.1 LBC18 LBC20 LBC3.1 LBC18
3 13 21,74 13,77 18,60 3,24 3,57 3,37
3 14 11,35 14,01 19,57 3,67 3,56 3,33
3 15 7,25 12,08 19,81 3,84 3,64 3,32
3 16 531 17,39 19,81 3,92 3,42 3,32
3,2 13 36,23 20,05 18,36 2,64 3,31 3,38
3,2 14 25,12 14,01 18,36 3,10 3,56 3,38
3,2 15 18,60 12,56 17,63 3,37 3,62 3,41
3,2 16 11,11 13,77 17,63 3,68 3,57 3,41
3,4 13 45,41 14,98 23,43 2,26 3,52 3,17
3,4 14 53,14 17,63 21,26 1,94 3,41 3,26
34 15 47,83 16,18 17,63 2,16 3,47 341
34 16 26,81 18,36 19,08 3,03 3,38 3,35
3,6 13 91,79 20,77 19,08 0,34 3,28 3,35
3,6 14 79,71 17,15 15,46 0,84 3,43 3,50
3,6 15 84,06 19,81 18,36 0,66 3,32 3,38
3,6 16 69,57 19,57 19,81 1,26 3,33 3,32

3.3 Evaluacion de la influencia de la concentraciéon de incoculo

En este ensayo se analizaron diferentes cepas para observar un efecto de la
concentracion en el consumo de acido L-malico. Se inocularon en un vino de la variedad
Loureiro en las mismas condiciones de pH y etanol, sin utilizar condiciones restrictivas.
La concentracion inicial (1x) con la que se inoculd fue de 107 cel./mL o el doble de
concentracion (2x). Se observaron diferencias entre las cepas y en algunos casos entre
las concentraciones de cepas. Solo dos cepas (LBC20, LBC9) consiguieron consumir
algo de acido L-malico y en estas cepas a mayor concentracion celular del inéculo,
mayor consumo de malico como se puede observar en la Tabla 4.

En la prueba anterior se observé que el pH bajo influye mas que el grado alcohdélico. En
esta prueba después de 7 dias de incubacion se observan diferencias entre cepas y
entre concentraciones.

El aislado LBC20 que consiguié consumir acido L-malico durante ese tiempo, presenta
diferencias en la viabilidad celular. A la concentracion inicial consumié acido L-malico
pero la poblacion acabd con todas las poblaciones muertas, a diferencia las muestras
con el doble de concentracién que todavia presentaba poblaciones viables y mayor

consumo de malico, detallado en la Tabla 4.
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En el resto de aislados a excepcion de LBC3.1 donde no hay poblacién viable ni
consumo de acido L-malico, todavia presentaban poblaciones viables sin consumo de
acido L-malico, pero sin diferencias entre la concentracion inicial y a doble de
concentracién. Cuando se consume malico si que parecen observarse diferencias entre

concentracion inicial del inéculo.

Tabla 5: Concentraciones acido L-malico, acido L-lactico y recuento celular de las cepas,
inoculadas a concentracion inicial (1x) y el doble de concentracién (2x)

Cepas Acido L-malico (g/L) Acido L-Lactico (g/L) Recuento celular (cel/mL)
LBC17 X1 4,64+0,07 0,23+0,00 7,0E+05 + 2,8E+05
LBC17 X2 4,3510,04 0,53+0,07 9,5E+05 + 4,9E+05
LBC3.1X1 4,7010,16 0,13+0,02 N.D
LBC3.1X2 4,77+0,05 0,27+0,00 N.D

LBC20 X1 3,83+0,03 0,81+0,04 N.D

LBC20 X2 2,8610,08 1,48+0,14 5E+05 +7E+04
LBC1.1 X1 4,77+0,15 0,231+0,01 3E+05 + 2E+05
LBC1.1 X2 4,5410,16 0,51+0,08 8,5E+05 + 7,1E+04
LBC9.1 X1 4,5110,16 0,46+0,08 1,15E+06 *+ 3,5E+05
LBC9.1 X2 3,84+0,10 1,18+0,06 3,9E+06 + 8,89E+05

3.4 Microvinificaciones en tubos de 50 mL

En las curvas de fermentacion que aparecen en la Figura 1 se observan los diferentes
comportamientos de las cepas a la hora de realizar la FML. Las cepas que consiguieron
finalizar la FML fueron de la especie L. plantarum, mientras que las cepas de O.oeniy
el control de O.oeni VP41 se estancaron y no pudieron finalizar en el tiempo del ensayo.
La cepa LBC20 fue capaz de realizar la FML de 50 mL en 24 horas, seguida de LBC1.1,
LBC18 y LBC9.2, que realizaron la fermentacion en 2-3 dias. La cepa LBC17 se observa
que aun no ha acabado inicia con el consumo de acido L-malico.

Se evaluaron las poblaciones de BAL para aquellas fermentaciones que no consumian
acido L-malico. Se ha observado anteriormente que poblaciones inferiores a 10°
UFC/mL no comienzan la FML (Reguant et al., 2005), por lo que las fermentaciones que
presentaron poblaciones inferiores a 10* UFC/mI se decidieron abortar pasados los 30
dias por presentar un periodo de adaptacion de las cepas al medio demasiado largo.
Esto confirma que con el recuento de la poblacién de BAL vemos que estas no estan

viables y por este motivo la FML no ha funcionado.
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Figura 1: Seguimiento periédico del consumo del acido L-malico (g/L) durante la FML de
las diferentes cepas evaluadas.

En las analiticas de vino final que se observan en la Tabla 5 |la cepa de L. plantarum
mas rapida presenta un incremento de la acidez volatil llegando hasta 0,73 g/L, valores
similares a trabajos anteriores (Knoll et al., 2012). Este caracter de aumento de la acidez
volatil se ha observado en todas aquellas cepas estudiadas que han finalizado la FML.
Se observan diferencias significativas en el grado alcohdlico, pH y acidez volatil,
detallado en la Tabla 6, especialmente entre las distintas cepas de L. plantarum que son
las que finalizaron. La cepa LBC20 es la mas distinta del resto, pues es la que mas
aumentd la acidez volatil con 0,73 g/L.

Este aumento de la acidez volatil se observa en aquellas cepas que han finalizado de
forma rapida la FML, observandose también una reduccién en el contenido alcohdlico
final de los vinos, puesto que a partir de etanol las bacterias acéticas que puedan estar
presentes son capaces de producir acetaldehido gracias a la enzima alcohol
deshidrogenasa y a partir de ahi mediante una serie de reacciones posteriores producir

acido acético (Ribéreau-Gayon et al. 2000).

19



Tabla 6: Parametros de vinos finales de acido L-malico (AM) (g/L), acido L-lactico (AL)
(9/L), grado alcohdlico (GAV) % (v/v), acidez volatil (AV) (g/L), acidez total (ATT) (g/L),
pH, azucares residuales (g/l).

Cepa AM AL GAV AV ATT pH Glu/Fru
LCB20 0,00+0,00 1,91+0,03 11,81+0,07 0,73+0,02 6,54+0,16 3,39+0,00 1,81+0,12
LCB18 0,00+0,00 1,51+0,01 13,24+0,01 0,54+0,01 5,21+0,02 3,29+0,01 1,63+0,07
LCB17 1,95+0,00 0,13+0,02 13,24+0,07 0,43+0,02 5,67+0,02 3,200,01 1,57+0,08
LCB9.2 0,00+0,00 1,54+0,09 12,82+0,10 0,53+0,03 5,26+0,13 3,30+0,02 1,56+0,05
LCB1.1 0,00+0,00 1,68+0,01 12,55+0,06 0,57+0,01 5,62+0,02 3,31+0,00 1,57+0,19
LCB15 2,03+0,00 0,03+0,00 13,30+0,00 0,43+0,00 5,70+0,04 3,19+0,01 1,60x0,06
LCB 3.1 1,67+0,00 0,36+0,00 13,26+0,02 0,44+0,01 5,52+0,02 3,22+0,01 1,62+0,12

LBC7 2,06+0,00 0,06+0,00 13,31+0,02 0,43+0,01 5,69+0,01 3,21+0,01 1,51+0,15

LA FML es llevada a cabo principalmente por L. plantarum y por O. oeni, razén por la
que se han utilizado indculos de estas dos especies. Al contrario que otros estudios las
cepas de O. oeni principalmente finalizan la FML, gracias a su tolerancia a las
condiciones mas restrictivas (Vigentini et al., 2016).

Las cepas de L. plantarum que finalizaron la FML se contemplaron como candidatas
para posible cultivo comercial y de todas ellas se escogié la LBC20 por ser la que

presentd un mayor consumo.

3.5 Multiplicacion en Biorreactor

A partir de las pruebas anteriores se escogié una cepa potencial, que fue la LBC20, que
se inoculé en el medio comercial Multilev (Lev2050, Navarra) para comprobar la
capacidad de produccién de biomasa. En la Figura 2 se observa las poblaciones de BAL
a lo largo del ciclo que duré 51 horas.

Las poblaciones de levaduras presentes, en el medio no sufrieron un desarrollo muy
elevado, aunque a tiempo final de la produccioén de indculo si que aumentaron iniciando
con una poblacién de 5x10° cel/mL y finalizando el ciclo con una poblacién de 1x 10*
cel/mL. Por el contrario, en las BAL se observa desarrollo de la poblacién, llegando a
poblaciones de 10° UFC/mL.

La apariciéon de levaduras en las etapas finales de la produccion del indculo se debe
principalmente a que el medio no es estéril, se realizdé una pasteurizacion previa a la
inoculacion de LBC20 con las condiciones indicadas por el fabricante, posterior a una

limpieza del biorreactor con ozono.
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Figura 2: Seguimiento de poblaciones de BAL a lo largo del ciclo del biorreactor

Como seguimiento del crecimiento se utilizaron los parametros de turbidez y de pH como
indicadores. En ambos casos, sirvieron para monitorizar el proceso durante el ciclo de
51h. En el caso del pH, se observé una disminucion desde el inicio del ciclo con un pH
de 4,49 hasta el final a 3,41 detallado en la Figura 3. En cuanto a la turbidez, se observd
un crecimiento hasta las 1780 NTUs a las 51 horas también detallado en la Figura 3, y
a partir de entonces se mantuvo, indicando un crecimiento estable del lote. La medida
de la turbidez se realiza por recomendacion del fabricante para medir del desarrollo de

las poblaciones.
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Figura 3: Seguimiento de pH y turbidez a lo largo del ciclo del biorreactor

El medio Multilev es un medio deshidratado que se utiliza para la produccion de
levaduras en el biorreactor. A pesar de ser un medio utilizado para la produccién de
biomasa de levaduras también se ha observado un aumento de la biomasa de las BAL,
debido a su contenido en azucares utilizables por las bacterias. En la Tabla 8 se resume

su composicion. Es un medio mas barato que el Lactilev (Lev2050, Navarra), un medio
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preparado para la produccion de BAL en un biorreactor, por lo que interesan otras

opciones viables.

Tabla 8: Parametros resumidos del medio comercial Multilev rehidratado a 88 g/L.

Densidad Azticares Acidez total H NFA Acido L-
(g/L) tartarica (g/l) P (mg/l) malico (g/L)
1058,0 109,2 2,42 5,5 3090,5 2,7

La eleccion del medio Multilev fue por la disponibilidad en el centro. Igualmente, vistos
los resultados de estudios anteriores como el de Slizewska & Chlebicz-Wdjcik, 2020, se
quiso evaluar su potencial. En este estudio, se evalla la viabilidad de cepas del género
Lactiplantibacillus en diferentes medios, que incluyen harinas comerciales de varios
cereales como el trigo, cebada, maiz y centeno, con carbohidratos esenciales para el
crecimiento celular mezclado con agua destilada. En este trabajo se compard este
medio con el medio convencional MRS, observando que el crecimiento era ligeramente
mayor que el medio MRS, aunque a diferencia del medio MRS requiere de un periodo
de adaptacién previo. Siendo un medio que contiene harinas vegetales comerciales no
presenta grandes costes.

No solo en medios con base de cereales son funcionales, sino que existen otros
componentes testados con los que se han obtenidos buenos resultados como el suero
de quesoy el licos de maceraciéon de maiz, dos opciones también econémicas (Manzoor
et al., 2017).

La préxima prueba por realizar para un cultivo comercial serian las pruebas de
liofilizacion y su capacidad para realizar la FML de forma posterior a la liofilizacion y

reinoculacion.
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CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS

Como conclusiones de este trabajo se podrian diferenciar los siguientes apartados:

Se ha optimizado técnicas de tipificacién de bacterias acidolacticas.

Se han identificado 60 cepas de las cuales la mayoria pertenecen a L.
plantarum, seguido de L. brevis y O. oeni, que ya estaban presentes en la
libreria.

Se ha ampliado la coleccion de especies afiadiendo las especies L. helveticus
y L. casei cepas disponibles en la libreria del centro que servirdn como
reservorio para futuras experimentaciones.

Las fermentaciones con L. plantarum fueron las que mejor funcionaron de las
cuales la cepa LCB20 consume casi 4 g/L en condiciones de pH y etanol de 3,6
y 16 % (Vv/v).

Se han obtenido cepas de L. plantarum capaces de consumir 2 g/L de acido L-
malico en 24h (LBC20) y otras que han tenido consumos similares en hasta 3
dias (LBC18 y LBC3.1).

En cuanto al biorreactor, usando el Multilev no es un medio util el crecimiento
de LBC20 siguiendo el procedimiento porque las levaduras aumentan durante

el ciclo. La cepa elegida (LBC20) fue capaz de adaptarse y producir biomasa.

Finalmente, como continuacion de este trabajo estan planteados ensayos para evaluar

la capacidad de produccion de aminas biégenas como caracter negativo para la

seleccion de estas cepas como indculo comercial.
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ANEXO
Tabla 1: reactivos y protocolo de PCR 16S (Rodas et al., 2003)
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Primer/cebador

F (labA): 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’
R (labB): 5'- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA- 3’

Mezcla de
reaccion PCR

Volumen final: 50 pl

1x Tampon PCR (Meridian Bioscience)
0,2 mM dNTPs

1 U taq polimerasa (Meridian Bioscience)
2 mM MgCl; (Meridian Bioscience)

1 uM Cebador F

1 uM Cebador R

1% Formamida

2 ulADN

Ajustar a 50 pl con H20

Protocolo de
amplificacion

5 minutos, 94°C / 35 ciclos: 30 segundos, 94°C; 30 segundos, 56°C; 1
minuto, 72°C/ 5 minutos, 72°C

Tabla 2: reactivos y protocolo de rep-PCR (Gevers et al., 2001)

Primer/cebador

GTGs 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3

Mezcla de
reaccion PCR

Volumen final: 50 pl

1x Tampoén PCR (Meridian Bioscience)
200 yM dNTPs

1 U taq polimerasa (Meridian Bioscience)
1,5 mM MgCl, (Meridian Bioscience)

2 UM Cebador GTGs

2 ulADN

Ajustar a 50 pl con H20

Protocolo de
amplificacién

5 minutos, 94°C / 35 ciclos: 1 minuto, 94°C; 20 segundos, 40°C; 2
minutos, 65°C/ 5 minutos, 65°C

Tabla 3: reactivos y protocolo de PCR con el primer M13 (Reguant & Bordons, 2003)

Primer/cebador

M13: 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’

Mezcla de
reaccion PCR

Volumen final: 20 ul

1x Tampon PCR (Meridian Bioscience)

0,1 mM dNTPs

0,5 U taq polimerasa (Meridian Bioscience)
4mM MgCl; (Meridian Bioscience)

4 uyM Cebador M13

2 uyl ADN

Ajustar a 20 pl con H20

Protocolo de
amplificacién

5 minutos, 94°C / 40 ciclos: 1 minuto, 94°C; 20 segundos, 45°C; 2
minutos, 72°C/ 5 minutos, 72°C
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