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La ocurrencia de la fermentacién maloldctica en algunos vinos puede ser deseable. Pero su tanejo presenta una compleja
gama de factores que influyen en el cumplimiento de los resultados buscados. Entre ellos, no hay que descuidar a los micro-
organismos que se desarrollaron previamente en el medio, pudiendo empobrecerlo en elementos nutricionales y/0 enriquecer-
lo de otros que pueden limitar el crecimiento y desarrollo de las bacterias ldcticas. El presente articulo evalia el desarrollo de
dos especies de bacterias ldcticas en medios donde previamente tuvo la oportunidad de desarrollarse durante tiempos varia-
bles una cepa de levadura de tipo no-Saccharomyces.

Malolactic fermentation could be desirable in several wines. But there is a wide range of factors that influences the expectable
results and makes difficult its management. Among them, it is important to consider also the microorganisms that previously
developed in the medium. These microorganisms could spoil the medium, either by the consumption of nutritional elements
or production of inhibitor substances that may interfere on lactic acid bacteria growth. This article shows the results of an
experiment that includes the growth of two lactic acid bacteria in media with different times of a previous non-Saccharomyces

veast growth.
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Saccharomyces, vino.

lacticas, levaduras no-

Keywords: Lactic acid bacteria, Non-Saccharomyces yeast,
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Resumen

Se llevd a cabo un estudio comparativo de la influencia del
metabolismo de Hanseniaspora uvarum sobre el desarrollo
vy la fisiologia de dos bacterias lacticas implicadas en la vini-
ficacion: Lactobacillus hilgardii 5w y Oenococcus oeni Xol.
A distintos tiempos del desarrollo de la levadura en el medio
de jugo de uva, el caldo fermentado fue inoculado con L. hil-
gardii u O. ceni y se incubd por 48hs a 30°C. Cuande O. oeni
crecio en el sobrenadante del cultivo luego de 0, 3 y 8 horas
del desarrollo de la levadura (M1, M2 y M3 respectivamen-
te), la tasa de crecimiento y la biomasa final no se vieron
moadificadas. Con L. hilgardii se observd una disminucion de
ambos parametros. Luego de 12, 24 vy 34 horas de desarro-
llo levaduriano (M4, M5 y M8, respectivamente), los resulta-
dos para ambos microorganismos fueron similares: |la tasa
de crecimiento aumenté v la masa celular final disminuyd.
Cuando 0. oeni fue inoculado en los medios M1, M2 y M3,
se observd una disminucion inicial de las proteinas directa-
mente relacionada a la produccién de aminoacidos. Con L.

hilgardii las concentraciones de aminoacidos y de proteinas
disminuyeron. En los medios M4, M5 y M6, O. ceni mostrd
que las concentraciones de proteina permanecieron cons-
tantes y las concentraciones de aminoacidos disminuyeron.
Los resultados obtenidos con L. hilgardii fueron distintos con
una mayor tasa de consumo de proteinas sin modificacion
significativa de los aminoacidos. El incremento de aminoaci-
dos en las primeras horas del crecimiento de O. oeni podria
regular la produccion de proteasas alcanzando el equilibrio
entre la produccion y utilizacion de aminoacidos. La elevada
actividad proteolitica en L. hilgardii podria ser responsable
del incremento de aminoacidos a pesar de su consumo.

Introduccion

Las fermentaciones alcohdlica y malolactica son los princi-
pales procesos que tienen lugar en la vinificacion. Las leva-
duras transforman los azucares a etanol, pero al mismo
tiempo juegan un rol importante en la produccion de acidos
organicos y productos volatiles finales en las bebidas alco-
holicas. La fermentacion malolactica sigue siendo un proce-
so controlado imperfectamente, puesto gue muchos facto-
res nutricionales vy fisico-quimicos afectan el crecimiento vy
metabolismo de las bacterias lacticas. Algunos de ellos
dependen de la cepa de levadura utilizada, proveyendo dis-
tintas cantidades de amincacidos, péptidos vy vitaminas dis-
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ponibles que actiuan comgo factores de crecimiento para el
desarrollo de las bacterias lacticas, o sobre |la presencia de
productos metabdlicos que actian como inhibidores.
Algunos estudios han revisado la importancia del nitrogeno
de la fuente, del transporte, del destinc metabdlico y de la
influencia sobre la fermentacion llevada a cabo por la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae.

Desafortunadamente, existe muy poca informacion sobre el
metabolismo del nitrdgeno de especies de levaduras vinicas
no-Saccharomyces. Estudios cuantitativos recientes sobre la
ecologia de la vinificacion mostraron que especies No-
Saccharomyces (especialmente Hanseniaspora uvarum
(Kloeckera apiculata) y Candida stellata) sobreviven durante
la fermentacion alcohdlica en niveles significativos por perio-
dos mas prolongados de lo que se pensaba anteriormente y
crece a poblaciones maximas de 108 107 ufc. mi-? (Fleet
et al., 1984; Heard y Fleet, 1985; Pardoc et al., 1989). Tal cre-
cimiento fue considerado de ser cuantitativamente significa-
tivo y de influenciar probablemente la composicion quimica
del vino.

Llevamos a cabo un estudio comparativo de la influencia
del metabolismo de Hanseniaspora uvarum sobre el creci-
miento y fisiologia del nitrogeno de dos bacterias |acticas
involucradas en la vinificacion. Lactobacillus hilgardii 5w, un
microorganismo perjudicial, con efecto ecoldgico negativo
como el peroxido de hidrogeno (Rodriguez v Manca de
Nadra. 19954, b) y la produccién de histamina (Farias et al.,
1995; Farias et al., 1996), y Oenococcus oceni XoL, un
microorganismo beneficial con optimas propiedades tecno-
I6gicas.

Materiales y Métodos

a- Microorganismos y Condiciones culturales

Lactobacillus hilgardii 5w, Oenococcus oeni XsL vy
Hanseniaspora uvarum cal2 (Kloeckera apiculata) fueron
aislados de vinos Argentinos. Las levaduras y bacteria lacti-
cas fueron cultivadas en un medio basal que contiene por
litro: extracto de levadura, 10g; glucosa, 5g; tween 80, 1ml
y jugo de uva, 57 ml. Cuando se indico, se agregd 1% KNO45
al medio de cultivo. El pH fue ajustado a pH de 4.8 con HCI
0.1 M previo esterilizacién por autoclave durante 15 min. a
1279%¢;

b- Cultivos Secuenciales en Medio Liquido

Un baldn tapado de 250 ml, conteniendo 200 ml de medio
basal, fue inoculado con una cepa de levadura e incubado
a 30°C. En distintos tiempos (0, 3, 8, 12, 24 y 34h), 20 ml
del caldo fermentado fue colectado v se realizo el conteo
del numero de células viables. Los sobrenadantes del culti-
vo de |levadura y bacterias fueron usados para mediciones
analiticas.

c- Mediciones analiticas

En distintos tiempos del desarrollo, las células fueron centri-
fugadas y el sobrenadante fue usado para las determinacio-
nes de las actividades proteoliticas. Usando jugo de uva
autoclavado como sustrato, los aminoacidos fueron determi-
nados por el método de Cd-ninhidrina modificado (Doi et al.,
1981). Luego de 1 hora de incubacion a 30°C, |la reaccion
fue detenida mediante el agregado de 0.66ml de acido tri-
cloroacético 24% (TCA). A una muestra del sobrenadante

con TCA (20-100 pl, dependiendo de la concentracion de
aminoacidos) se le agregd 1.7 ml del reactivo Cd-ninhidrina
(se disolvid 0.8 g de ninhidrina en una mezcla de 80ml de
etanol 99.5% vy 10 ml de acido acetico, seguido de |la adicion
de 1 g de CdCly disuelto en 1 ml de agua destilada). La
mezcla fue calentada a 84°C por 5 minutos, luego enfriada
y se le realizd la determinacion de absorbancia a 507 nm.
La absorbancia para cada muestra fue ajustada al valor pro-
ducido por 1 mmol.I-1 de una solucién de leucina. El coefi-
ciente de absorcién molar de leucina &y (M‘1 cm‘1) fue
obtenido a partir de: &, = absorbancia (1 mol -1 de mues-
tra) x (volumen total/ivolumen de muestra) x 103,

La concentracion de aminoacidos fue determinadc como
sigue:
Absorbancia x dilucion

(mmol-1) = :
M leucina

Determinacién de proteinas: Las proteinas de las muestras
se determinaron por la reaccion con Azul brillante de
Coomassie G-250 (Bradford, 1976). La calibracion se reali-
zd usando albUumina de serum bovino (BSA) (Comparfia

““Quimica Sigma).

Resultados y discusion

La Figura 1 muestra a Hanseniaspora uvarum cal2, cre-
ciendo en un medio basal. El final de la fase de crecimiento
exponencial fue alcanzado en 12 horas de incubacion a
30°C. Tras 34 horas de desarrollo, se observd una disminu-
cion en el nimero de células (de 3.1 x 107 ufc mi-1 en 24
horas a 5.0 x 108 ufe miI~1 en 34 horas de incubacion).
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Figura 1. Crecimiento de Hanseniaspora uvarum en un
medio basal. Las flechas indican el tiempo al cual se tomd
el sobrenadante para la inoculacion secuencial de bacterias
(Ohoras: M1; 3hs: M2; 8 hs: M3; 12hs: M4; 24h: M5; v 34 hs:
MB).

La Tabla 1 muestra los parametros de la dinamica de creci-
miento obtenidos con el crecimiento de Lactobacillus hilgar-
dii 5w y Oenococcus oeni en el medio basal de cultivo filtra-
do ( por membrana de 0.2 um de tamafio de poro) luego del
desarrollo de Hanseniaspora uvarum a 30°C. Cuando
Oenococcus oeni desarrolld en el sobrenadante del cultivo
luego de O, 3 vy 8 horas de desarrollo levaduriano (M1, M2 y
M3), la tasa de crecimiento y biomasa final fueron similares
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(aproximadamente 0.035 b~ y3x 108 ufe mi-1, respectiva-
mente). La tasa de crecimiento de Lactobacillus hilgardii en
el medio basal sin desarrollo levaduriano fue 0.11 h"1, mien-
tras que la tasa de crecimiento luego de 8 horas de desarro-
llo levaduriano fue de 0.055 h~1. Mientras aurments el tiem-
po de desarrollo levaduriano desde 0 a 8 horas, hubo una
disminucion correspondiente en el crecimiento bacteriano
de 2.5 x 107 a 1.25 x 107 ufc mi-1. Luego de 12, 24 y 34
horas de desarrollo levaduriano (M4, M5 y MB), se observd
un incremento de la tasa de crecimiento con disminucion de
la masa celular final de ambos organismos.

Cuando Oenococcus oeni fue inoculado en los medios M1,
M2 y M3, se observd una disminucion inicial de proteinas
relacionada directamente a la produccion de aminoacidos
(Figura 2A). Farias et al., (1996); Manca de Nadra et al.
(1999) y Farias y Manca de Nadra (2000) caracterizaron y
purificaron las proteasas extracelulares producidas por
Oenococcus ceni aislado del vino. El consumo de proteina
durante las primeras 12 horas del crecimiento podria estar
relacionado al tiempo de produccidon de proteasa por
Oenococcus oeni. Su actividad es observada hasta las 24
horas de crecimiento mostrada por un aumento de los ami-
noacidos. Aproximadamente 14 mmol -1 de amincacidos
fueron producidos por O. oeni tras 48 horas de crecimiento

en los distintos medios. Las tasas de consumo de proteina
fueron 0.07, 0.05y 0.09 pg !’ h'en los medios M1, M2 y M3
respectivamente.

uméax Biomasa final

Medios (h-1) x 102 (log ufc mi-1y
de Cultivo® ; ; = > 2 -
0. oeni L. hilgardii O. oeni L. hilgardii
M1 3.5+0.1 111+04 | 845+0.10 | 7.40+0.07
M2 3.2+01 10.0+ 0.6 850+0.09 | 7.25+0.05
M3 37+02 55+05 8.60 + 0.08 7.10 + 0.04
M4 45+02 6.0+02 7.61+010 | 6.80+0.10
M5 50+0.3 65+0.3 7.71+0.12 6.60 + 0.05
M6 52+0.2 105+ 0.3 7.56 + 0.09 7.00+0.12

®Medios de cultivo luego de 0 horas (M1), 3hs (M2), 8hs (M3), 12hs (M4), 24hs (M5)
y 34 hs (M6) de crecimiento de Hanseniaspora uvarum a 30°C.

Los valores son medias de tres experimentos independientes + la desviacion
estandar.

Tabla 1. Dinamica del desarrollo de Lactobacillus hilgardii en
medios obtenidos luego del crecimiento de Hanseniaspora
uvarum

Con Lactobacillus hilgardii las concentraciones de aminoaci-
do y proteina disminuyeron (Figura 2B). Aproximadamente 5
mmol -1 de amincacidos fueron consumidos tras las 48 hs
de crecimiento, independienternente de los medios. Las
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Figura 2. El crecimiento de Oenococcus oeni (A) y

Lactobacillus hilgardii (B) en los medios obtenidos luego de
0, 3y 8 horas (M1, M2 y M3 respectivamente) de desarro-
llo de la levadura. Concentraciones de proteina (fondo en
blanco) y de aminoacidos (fondo sombreado) durante O h
(a,e), 12hs (b, ), 24 h (c, g) ¥ 48 hs (d, h) del desarrollo de
la bacteria.
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Figura 3. El crecimiento de Oenococcus oeni (A) vy
Lactobacillus hilgardii (B) en los medios obtenidos luego de
12, 24 y 34 horas (M4, M5 yv M6 respectivamente) de des-
arrollo de la levadura. Concentraciones de proteina (fondo
en blanco) y de aminoacidos (fondo sombreado) durante 0
ha e, 12hs (b, ), 24 h (c, g) v 48 hs (d, h) del desarrollo
de la bacteria.
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tasas de consumo de proteina fueron 0.009, 0.005 y 0.01 ug
-1 11 en M1, M2 y M3 respectivamente. L. hilgardii mostré
actividad proteolitica desde las 24 horas.

Tras 12, 24 y 34 horas de crecimiento levaduriano (en los
medios M4, M5 y M8), Oenococcus oeni mostré que las
concentraciones de proteina se mantuvieron constantes v la
concentraciones de aminoacidos disminuyeron (Figura 3A).
El incremento de los amincécidos en las primeras horas del
desarrollo de Oenococcus oeni podria regular la produccién
de proteasas alcanzando el equilibrio entre la produccion y
utilizacion de aminoacidos.

Los resultados obtenidos con Lactobacillus hilgardii fueron
distintos mostrando una alta tasa de consumo de proteinas
(0.038,0.04y0.03 ug I"Th~1 en los medics M4, M5 y M6 res-
pectivamente) sin modificacion significativa de la concentra-
cidn de amincéacidos (1 mmol I-1) (Figura 3B). En las mismas
condiciones, se observe un incremento en la concentracion
de amonio de los aminoacidos (infarmacidn sin publicar). A
partir de estos resultados es posible inferir que la cantidad de

aminodcidos liberados por accién de las proteasas es mas

alta que su utilizacion.

Conclusiones

Podemos concluir que las modificaciones producidas por el
desarrollo de Hanseniaspora uvarum en los medios afectan
tanto al crecimiento como al metabolismo del nitrogeno de
Oenococcus oeni y Lactobacillus hilgardii. Las distintas res-
puestas de |las bacterias lacticas podrian estar relacionadas
a los distintos requerimientos nutricionales y mecanismos de
regulacion enzimatica de cada microcrganismo.
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