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Resumen

Durante la elaboracién de la sidra ocurren dos procesos bioquimicos de manera
simultanea: la fermentacion alcohdlica y la fermentacion malolactica.

En la fermentacion alcohdlica se produce la transformacion de los azUcares presentes
en el mosto, en un gran numero de componentes bioquimicos (etanol y gas carbonico,
principalmente).Por otro lado, la fermentacion malolactica consiste en la conversion de
acido L-malico en &cido L-lactico y dioxido de carbono, como consecuencia del
metabolismo de las bacterias lacticas. En este sentido, dentro del grupo de bacterias
lacticas, la especie Oenococcus oeni ha sido descrita como la principal responsable de
esta ultima transformacion.

La utilizacion de cultivos iniciadores O. oeni autéctonos, es una buena estrategia a la
hora de controlar la transformacion del 4cido malico, si bien, se debe considerar que
dentro de esta especie hay caracteristicas cepa-dependientes que pueden influir
negativamente en la calidad del producto final. Entre estas caracteristicas cabe
destacar la produccion de exopolisacaridos, que provocan el conocido “ahilado o
filado” de la sidra, y la produccion de aminas biégenas, compuestos toxicos para la
salud.

Las actividades experimentales realizadas en un total de 124 cepas O. oeni, pretenden
hacer una seleccion de posibles indculos iniciadores de la fermentacién malolactica.
La produccion de exopolisacaridos y de aminas biégenas fue evaluada con el fin de
descartar cepas productoras de dichos compuestos. De las 124 cepas analizadas, el
23,4% fueron descartadas como posibles iniciadores de la fermentacidon malolactica.
Principalmente se detectaron cepas productoras de exopolisacéridos, siendo
descartada de la seleccion una Unica cepa por la produccion de aminas bidgenas.

Abstract

During the production of cider two biochemical processes take place at the same time:
alcoholic fermentation and malolactic fermentation.

In the alcoholic fermentation the sugar present in the juice is transformed into a great
number of biochemical components (ethanol and carbonic gas, mainly). On the other
hand, malolactic fermentation consists in the conversion of L-malic acid into L-lactic
acid and carbon dioxide as a consequence of the metabolism of lactic bacteria. In this
sense, within the group of lactic bacteria, the Oenococcus oeni species has been
described as the main responsible one for this last transformation.

The use of autochthonous O. oeni starters is a good strategy to control the
transformation of the malic acid, although it has to be taken into account that within this
species, there are strain-dependent characteristics that can negatively influence the
quality of the final product. Among these characteristics we can point out: the
production of exopolysaccharide, that cause the phenomenon known as “filado” in cider
and the production of biogenic amine, which are toxic compounds for our health.

The experimental activities carried out on the total amount of 124 isolated O. oeni, try
to select the possible starters of malolactic fermentation. The production of
exopolysaccharide and biogenic amine was evaluated with the aim of eliminating
strains that produce such compounds. Of the 124 isolated O. oeni that were analysed,
23.4% were eliminated as possible malolactic fermentation starters. Mainly isolated O.
oeni that produce exopolysaccharide were detected whereas, only one strain was
eliminated from the selection for producing biogenic amine.
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1) Introduccion

1.1) Microbiota responsable de la transformacion de | mosto de manzana en sidra.

La elaboracion de sidra en Asturias continda siendo un proceso espontaneo en el que

distintos grupos microbianos (levaduras, bacterias lacticas y acéticas) compiten entre si.

Durante dicha transformacion se pueden distinguir dos etapas: fermentacion y

maduracion.

Fermentacion: En esta primera fase se producen una sucesion de transformaciones

bioguimicas, de los componentes del mosto, en las que participan tanto levaduras

como bacterias. Estos microorganismos realizan dos procesos fundamentales:

e La fermentacion alcohdlica: Proceso bioquimico que transforma los azlcares

presentes en el mosto de manzana (fructosa, glucosa y sacarosa) en un gran
namero de componentes bioquimicos entre los que destacan, por su importancia
cuantitativa, el etanol y el gas carbonico. EI grupo de microorganismos
responsable de esta fermentacion son levaduras principalmente del género
Saccharomyces.
El seguimiento de la fermentacién alcohdlica se puede realizar mediante el control
de la densidad. A través de este registro se evalla la velocidad fermentativa (g/l de
azucar consumido/dia) y se detecta el final de la fermentacion que, en el caso de la
sidra, se produce cuando la densidad es inferior a 1.000 g/I.

 La fermentaciobn malolactica (FML): Proceso bioquimico consistente en la
conversion del 4cido L-mdlico, mayoritario en el mosto de manzana, en &cido L-
lactico y diéxido de carbono. Generalmente la transformacion malolactica
transcurre de manera simultanea a la fermentacion alcohdlica como consecuencia
del metabolismo de las bacterias lacticas (BAL) (Cabranes y col., 1991; Duefas y
col., 1994). Como resultado se producen importantes cambios sensoriales en la
sidra, se reduce la acidez fija generando un ligero incremento del pH y se
promueve un aumento de determinados componentes volatiles, principalmente:
acidos, ésteres y alcoholes. Ademas, este proceso contribuye a estabilizar
biol6gicamente la sidra.

El seguimiento de esta etapa se puede realizar, de forma semi-cuantitativa,
mediante cromatografia de papel de los acidos malico y lactico.

A lo largo del proceso fermentativo se debe proceder al rellenado de los toneles y al

final del proceso puede ser conveniente efectuar un trasiego. Este proceso tiene por

objeto separar las borras de fermentacién de la sidra, a fin de garantizar una adecuada

estabilidad fisico-quimica y microbiolégica de ésta.
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Maduracion: En esta etapa la sidra permanece almacenada en el tonel
experimentando una notable evolucion sensorial. Los microorganismos mejor
adaptados a las condiciones post-fermentativas son las BAL y determinadas levaduras
no-Saccharomyces, mientras que, las bacterias acéticas al ser microorganismos
aerdfilos tienen mayor dificultad para desarrollarse. Con caracter general, en esta
etapa se observa un incremento del contenido de la acidez volatil.

Como consecuencia, es necesario efectuar registros periodicos de dicha acidez con el
objeto de conocer el grado de acetificacion de la sidra; de este modo, se podran
realizar las correcciones oportunas en caso de detectar alteraciones microbianas
importantes que puedan limitar la calidad del producto.

Finalmente, cuando las cualidades aromatico-gustativas y de turbidez del producto asi
lo aconsejen, se procede al embotellado de la sidra para su posterior consumo. Para
tal fin, se aconseja que la densidad sea inferior a 1.000 g/l y la acidez volatil préxima a
1,59/l

1.2) Bacterias lacticas, protagonistas en la elabor  acién de sidra

El nombre de bacterias lacticas engloba un conjunto de microorganismos de una gran
diversidad morfologica vy fisiolégica. Son bacterias Gram-positivas, en forma de cocos,
bacilos o coco-bacilos, inmdviles, no esporuladas, anaerobias aerotolerantes, catalasa
negativas y desprovistas de citocromos. Las BAL presentan un metabolismo
estrictamente fermentativo, sintetizando acido lactico como principal producto de la
fermentacion de los carbohidratos (Axelsson, 2004).

Para la identificacion de las BAL se pueden utilizar métodos clasicos (basados en
caracteristicas fenotipicas) y/o técnicas de biologia molecular (basadas en
caracteristicas genotipicas).

Los métodos basados en caracteristicas fenotipicas incluyen en primer lugar la
observaciéon microscoépica de la morfologia celular de las bacterias y la produccion de
gas a partir de la fermentacion de la glucosa (caracter homo o heterofermentativo).
También se realizan pruebas como: produccion de amonio a partir de arginina,
determinacion de la naturaleza del isomero del &cido lactico obtenido a partir de la
glucosa y del patréon de fermentacion de los carbohidratos, asi como diversos ensayos
fisiol6gicos (crecimiento a diferentes pH y temperaturas, tolerancia al etanol).

Por otra parte, en los ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de técnicas
de caracterizacion genotipica de bacterias. Entre las técnicas mas utilizadas para la
identificacion de BAL en sidra y vino destacan: la secuenciacién de genes ribosomales
(Werning y col., 2006; Ibarburu y col., 2007), el analisis de restriccion de los productos

de amplificacién del ADNr 16S (Rodas y col., 2003) y del gen rpoB (Claisse y col.,
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2007), y PCR especificas de especie (Zapparoli y col., 1998; Pfannebecker y Frdhlich,
2008; Torriani y col., 2001; Suzuki y col., 2004; Berthier y Erhlich, 1998; Guarneri y
col. 2001).

Las investigaciones realizadas en Asturias han evidenciado que las BAL presentes en
sidras son mayoritariamente heterofermentativas (Salih y col., 1990; Cabranes, 1994),
siendo la especie mas abundante Leuconostoc oenos, actualmente denominada
Oenococcus oeni (Dicks y col., 1995). Ademas, se ha detectado la presencia de otras
BAL como Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum, Leuconostoc paramesenteroides (actualmente Weissella
paramesenteroides) y especies del género Pediococcus. Recientemente, la
identificacion mediante secuenciacion del ADN 16S de una cepa de origen sidrero,
clasificada mediante métodos clasicos como O. oeni, ha puesto de manifiesto la
presencia de cepas Lactobacillus hilgardii en sidras (Herrero y col., 2006).

La importancia de las bacterias lacticas en la elaboracién de la sidra y otras bebidas
alcoholicas es doble (Irastorza-Iribas y Duefias-Chasco, 2010). Por una parte, ejercen
un efecto beneficioso puesto que son las responsables de la fermentacién malolactica
y, por otro lado, pueden tener consecuencias negativas debido a su capacidad para
ocasionar alteraciones y producir metabolitos que disminuyen la calidad de la bebida,
tales como la acetificaciéon (Duefias y col., 1994), la produccién de amargor (Garai-
Ibabe y col., 2008), de aminas bi6égenas y/o de exopolisacéridos (Duefias y col., 1995).
Si bien es una técnica habitual que la fermentacion malolactica se produzca por la
actividad de la microbiota indigena, se han realizado experiencias con el fin de
desarrollar cultivos iniciadores malolacticos, constituidos fundamentalmente por cepas
O. oeni. Esta tecnologia permite controlar y seleccionar la cepa responsable de la
fermentacion malolactica con el fin de asegurar y mejorar la calidad del producto final,
reduciendo la produccién de compuestos toxicos para la salud humana y el riesgo de

alteraciones organolépticas (Cabranes y col., 1998; Herrero y col., 1999).

1.3) Cultivos iniciadores de bacterias lacticas

Se definen como preparaciones que contienen una o varias cepas de microorganismos
seleccionados que se utilizan con el objetivo de iniciar una fermentaciéon (Gonzalez y
col., 2005).

La mejor alternativa para conseguir un cultivo iniciador que lleve a cabo el proceso de
fermentacion, sin perder caracteristicas, es la utilizacion de cepas indigenas que
participen en la elaboracion de los productos tradicionales de forma espontanea (Leroy

y De Vuyst, 2004). Para dicho fin, en el vino se han definido algunos criterios de

Pagina 6



seleccion (Buckenhiiskes, 1993). En general no hay una metodologia universal, cada

grupo de investigacion define sus propias estrategias entre las que suelen incluirse:

1) Aislar microorganismos del producto que se quiere elaborar.

2) Realizar una identificacion taxonémica de los microorganismos.

3) Evaluar la capacidad de las cepas a adaptarse a los diferentes factores de estrés
gue se producen durante la elaboracion del producto (resistencia a pH bajo,
resistencia al etanol, tolerancia a temperaturas bajas, etc).

4) Evaluar el comportamiento metabdlico de las cepas una vez inoculadas tanto en
medios sintéticos como en el propio medio de fermentacion. Determinando la
influencia que las diferentes cepas ejercen sobre la calidad organoléptica del
producto final (cinética de degradacién del acido malico, viabilidad de los cultivos,
formacion de aminas, produccion de alteraciones, resistencia a dioxido de azufre,
etc).

5) Tipificar molecularmente las cepas a utilizar como inéculos de forma que puedan
ser diferenciadas, inequivocamente, de las cepas autdctonas presentes en el
medio.

6) Realizar ensayos en condiciones semi-industriales y evaluar tanto la calidad
organoléptica de los productos como el grado de implantacion de la cepa

inoculada.

1.4) Compuestos toxicos para la salud humana asocia dos con la presencia de

bacterias lacticas

La seguridad de un alimento o bebida depende de que se apliquen las medidas
necesarias para garantizar su inocuidad desde el origen de la materia prima hasta su
consumo. Durante la elaboracion de sidra, por la actividad de las BAL, pueden
generarse sustancias nocivas para la salud humana entre las que cabe destacar el
carbamato de etilo (CE) y las aminas bidgenas (BA).

El CE o uretano es un éster del &cido carbamico resultante de la reaccion de
esterificacion de éste con el alcohol etilico, descrito como cancerigeno por Mirvish y
col. en 1698. ElI CE se sintetiza de manera espontdnea en alimentos y bebidas
fermentados como pan, yogurt, vino, cerveza y, especialmente, en aquellos que se
han sometido a un calentamiento como las bebidas destiladas. La formacion de CE
depende de la presencia de sus precursores entre los que se encuentran la urea
formada por la via arginasa de las levaduras, y los metabolitos producidos durante la
degradacion de la arginina via arginina-deiminasa (ADI) por accion de las BAL. En
este sentido, se ha observado una gran variabilidad en la capacidad de degradacién

de la arginina por cepas O. oeni y de otras especies como Lactobacillus, Pediococcus
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y Leuconostoc, siendo dicha actividad cepa-dependiente (Mira de Ordufia y col., 2000;
2001).

Las BA son compuestos organicos de bajo peso molecular producidos por la
descarboxilacion de los correspondientes aminoécidos precursores. Pueden ocasionar
intoxicaciones generalmente asociadas al consumo de alimentos fermentados en los
que intervienen BAL como el queso, el vino, la sidra, los embutidos, etc (Shalaby,
1996; Silla, 1996). En las bebidas alcohdlicas han recibido una mayor atencion, debido
a que el etanol puede aumentar el efecto sobre la salud inhibiendo indirecta o
directamente las enzimas encargadas de la detoxificacion de estos compuestos. El
organismo humano tolera facilmente concentraciones bajas de BA, ya que éstas son
eficientemente degradadas por las enzimas mono- y diaminoxidasas en el tracto
intestinal. Aunque existen diferentes susceptibilidades individuales a la intoxicacion por
aminas, se considera que tras la ingestion de cantidades excesivas de las mismas, se
pueden iniciar varias reacciones farmacoldgicas. En este sentido, se han descrito los
siguientes sintomas: sarpullido, edema, dolores de cabeza, hipo e hipertension,
vomitos, palpitaciones, diarrea y trastornos del corazon.

Las BAL son capaces de producir BA debido a la presencia de enzimas que
descarboxilan los correspondientes aminoacidos precursores. Se ha descrito que las
aminodcidos descarboxilasas son enzimas inducibles, es decir se producen como
respuesta adaptativa a la presencia en el medio de los aminoacidos (Marcobal y col.,
2006a). Ademas, la capacidad de formacion de BA parece ser cepa-dependiente mas

gue especie-especifica (Moreno-Arribas y col., 2003; Marcobal y col. 2007).

1.5) Aminas bidégenas en bebidas fermentadas

En el vino, en la cerveza y en la sidra las principales aminas biégenas descritas son la
histamina, tiramina, putrescina, cadaverina y feniletilamina, procedentes de la
descarboxilacion enzimatica de los aminoacidos histidina, tirosina, ornitina, arginina y
fenilalanina. Varios factores afectan al contenido de BA en las bebidas, tales como: la
materia prima, las practicas enologicas, las levaduras y su autolisis y las BAL
conductoras de la fermentacion malolactica (Torrea-Gofii y Ancin Azpilicueta, 2001;
Moreno-Arribas y col., 2003; Martin-Alvarez y col., 2006).

Sobre el contenido de BA en sidras existen muy pocos estudios en la bibliografia (Zee
y col., 1983; Vidal-Carou y col., 1989), a pesar de que se trata de un producto sensible
a sufrir este problema. Garai y col. (2007) determinaron el contenido en aminas
biogenas de 24 sidras naturales adquiridas en establecimientos comerciales del Pais
Vasco. Las aminas mayoritarias resultaron ser putrescina, tiramina e histamina

detectadas en el 50, 33,3 y 37,5 % de las sidras, respectivamente. A pesar de ello, es
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de destacar la baja concentracion de BA detectada en sidra natural, especialmente si
se compara con la descrita en otros alimentos y bebidas. Este hecho puede ser debido
a la baja concentracion de los correspondientes aminoacidos precursores. Por otro
lado, en este mismo trabajo se establecieron las principales especies bacterianas
implicadas en la produccién de BA en sidras. Para ello, se determiné la existencia de
actividad ornitina, histidina y tirosina descarboxilasa en 54 cepas de BAL aisladas de
sidras naturales. Entre las especies analizadas L. diolivorans resulté ser la mayor
productora de histamina (3 cepas), aunque también se detectd una cepa de L.
collinoides capaz de sintetizarla. Por otro lado, se describieron dos cepas productoras
de tiramina, una L.diolivorans y una O. oeni, mientras que ninguna fue capaz de
descarboxilar ornitina.

Para el control de la formacion de BA se han descrito dos estrategias (Moreno-Arribas
y col., 2007). Por un lado, controlar la flora bacteriana durante el proceso de
elaboracion mediante la utilizacion de inéculos de la FML. En este sentido, estos
autores han realizado estudios en donde se ha comprobado que cultivos iniciadores
comerciales de O. oeni, que no contienen los genes que codifican enzimas implicadas
en la produccion de BA, son una opcion real y viable para el control de la formacion de
aminas en condiciones industriales. La segunda estrategia se basa en utilizar un
agente antimicrobiano (diéxido de azufre) una vez finalizada la FML para eliminar
levaduras y bacterias, inhibiendo de esta manera las bacterias indigenas

descarboxilasa-positivas y otros microorganismos responsables de esta alteracion.

1.6) Métodos de deteccion de bacterias lacticas pro  ductoras de aminas biégenas

Se han descrito varias metodologias para detectar y cuantificar la capacidad de
producir aminas por BAL aisladas de alimentos fermentados. Entre las técnicas de
deteccion se encuentran:

1) Métodos basados en técnicas moleculares: Consistentes en el disefio de

cebadores especificos para las secuencias de los genes que codifican las
descarboxilasas responsables de la formacion de aminas. Hasta el momento por
esta metodologia se pueden detectar la presencia de los genes de la histidina (Le
Jeune y col., 1995), tirosina (Lucas y Lonvaud-Funel, 2002; Coton y col., 2004) y
ornitina descarboxilasa (Marcobal y col., 2004). En este sentido, Coton y Coton
(2005) han descrito una PCR mudltiple que permite la deteccion de BAL productoras
de histamina y tiramina.

2) Métodos de deteccién en placa. Basados en ensayos de tipo bioquimico, implican

el uso de un medio sélido que contiene el precursor de la amina a investigar y un

indicador de pH. La actividad descarboxilasa queda reflejada por un cambio de
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color del indicador, ya que, la formacion de aminas a partir de aminoacidos supone
un aumento del pH. Este tipo de determinaciones permiten hacer screening de
forma rapida y econdmica cuando se trabaja con un nimero alto de cepas.
Usualmente, los medios utilizados estan formados por componentes basales
como: peptona, extracto de levadura o carne, sales y/o glucosa y el aminoacido
precursor. A lo largo de los afios se han descrito varias modificaciones en sus
formulaciones (Moeller, 1954; Niven y col., 1981; Choudhury y col., 1990; Joosten
y Northold, 1989; Maijala, 1993; Bover-Cid y Holzapfel, 1999). En este sentido
Maijala (1993) aconseja no afadir glucosa para evitar falsos-negativos. La
fermentacion de la glucosa por las BAL, con la consiguiente produccion de &cido
lactico, produce una bajada de pH en el medio que puede contrarrestar la
alcalinizacion que se produce durante la descarboxilacibn de los aminoacidos
enmascarando, por tanto, la reaccion. Por su parte, la utilizacion del piridoxal como
cofactor de la expresion de las aminoacido descarboxilasas, descrita ya por
Moeller en 1954, se ha vuelto ha considerar, convirtiéndose el piridoxal-5-fosfato
en un constituyente fundamental en los medios (Bover-Cid y Holzapfel, 1999;
Moreno-Arribas y col., 2003).

Para determinar la actividad tirosina descarboxilasa en placa, la baja solubilidad de
la tirosina (0,45g/l1 a 25°C) hace que, en las concentraciones utilizadas para el
screening, éstas no sean translicidas. Por tanto, los cambios de color no pueden
utilizarse para detectar la produccién de tiramina. En este caso la actividad
descarboxilasa se observa por la presencia de halos transparentes en el medio,
como consecuencia de la degradacion de los precipitados de tirosina (Landete y
col., 2007).

Por su parte la mayoria de los métodos de cuantificacion de BA se han centrado
en la histamina, porque se ha considerado la amina méas perjudicial para la salud
humana, siendo la Unica para la que se han establecido limites de concentracion
méximos. Las principales técnicas empleadas son: cromatografia en capa fina
(Guraya y Koehler, 1991), métodos enziméticos (Rodriguez-Jerez, 1994),
espectrofluorometria (Rivas-Gonzalo y col., 1979) y cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) (Marcobal y col., 2006b). Aunque la técnica de HPLC es la méas
utilizada y la que ofrece mayores niveles de sensibilidad y de precision, debemos
considerar que se trata de una técnica que no permite analizar simultaneamente
un amplio nimero de muestras en cortos periodos de tiempo, requiere personal

especializado y una elevada inversion para la adquisicion del equipo.

Pagina

10



1.7) Alteraciones de la sidra asociadas con la pres  encia de bacterias lacticas

Durante el proceso de elaboracion de la sidra pueden aparecer alteraciones

organolépticas del producto que lo hagan inaceptable para el consumidor. El origen de

las alteraciones es variable, si bien los microorganismos, y en concreto las BAL,

juegan un papel de relevancia. A continuacion se describen las alteraciones mas

importantes producidas por BAL en sidras y, en su caso las recomendaciones para

corregirlas:

1)

2)

3)

4)

Degradacion de la glicerina: amargor vy picado alilico/acroleinico. Las sidras se

caracterizan por poseer un olor muy desagradable que imposibilita la venta y el
consumo. Como consecuencia de la metabolizacion de la glicerina, las BAL
sintetizan acroleina que, al interaccionar con los polifenoles, produce aductos
amargos.

Para corregir este defecto se recomienda realizar una re-fermentacién de la sidra
alterada y, una vez que ésta finaliza, es conveniente sulfitar y corregir la acidez (si
es necesario) y consumirla rapidamente.

Framboisé/Aframbuesado. Esta alteracion se pone de manifiesto por la presencia

de un sabor y olor muy desagradable que recuerda a la piel de platano/frambuesa.
Las sidras se caracterizan por poseer elevadas concentraciones de acetaldehido y
una fuerte turbidez debido a la combinacion del acetaldehido y los polifenoles.
La incidencia de la alteracion se limita con una baja concentracién de nitrdgeno
asimilable y un pH acido. Afadir anhidrido sulfuroso no es recomendable, ya que
se combina facilmente con el aceltadehido viéndose mermado su efecto
antimicrobiano (Bauduin y col., 2006).

Picado lactico. Consiste en un incremento excesivo de la acidez fija y volatil de la
sidra. Se produce como consecuencia de la fermentacion de azlcares por BAL con
metabolismo heterofermentativo que producen elevadas concentraciones de 4cido
acético y D-lactico y en ocasiones de manitol.

Entre las recomendaciones para corregir dicha alteracion se encuentra la
utilizacion de una materia prima sana y limpia y el mantenimiento de los utensilios
de elaboracion en buenas condiciones higiénicas. También se aconseja el uso de
anhidrido sulfuroso y realizar trasiegos para eliminar los nutrientes existentes en
las borras y asi limitar el desarrollo de las BAL.

“Off-flavors”. Las sidras que presentan este tipo de alteracién se caracterizan por
poseer el defecto olfativo denominado “fenolado”, que engloba un conjunto de
aromas entre los que cabe sefialar “farmacia”, “especiado”, “cuadra”, “caballo”, etc.
Estos olores se producen como consecuencia de concentraciones significativas de

fenoles volatiles. Dichos compuestos son sintetizados principalmente por levaduras
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del género Brettanomyces/Dekkera, si bien las BAL también poseen capacidad
para sintetizarlos. Para limitar la incidencia de este tipo de defecto organoléptico se
aconseja cuidar las condiciones higiénico-sanitarias de la materia prima, del
“llagar” y en particular de los toneles de madera, y el uso de anhidrido sulfuroso.

5) Ahilado/Filado. Se caracteriza fundamentalmente por el aspecto aceitoso o filante
que presenta la sidra al ser transvasada. Este aspecto se debe a un aumento de la
viscosidad producida por la formaciébn de un polisacarido, no nitrogenado,
estructurado a partir de unidades de galactosa, glucosa, manosa, arabinosa y
acido galacturonico.

Para su correccion, si la acidez de la sidra es baja, se recomienda la adicién de
anhidrido sulfuroso, tanino enoldgico y un acido organico autorizado (citrico,
tartarico). Si la alteracidon es muy importante, se debe realizar previamente un
trasiego con aireacion y posteriormente proceder al tratamiento sefialado. Ademas,
una vez que la sidra esté embotellada es necesario proceder al batido de la misma
y consumirla rapidamente, ya que existe el riesgo de que la alteracion pueda

desarrollarse de nuevo.

1.8) Producciéon de exopolisacaridos por las bacteri as lacticas

Los polisacaridos extracelulares o exopolisacaridos (EPS) son polimeros de
monosacéridos unidos mediante enlaces glucosidicos que rodean la membrana
externa en las BAL. Pueden estar organizados estructuralmente de forma compacta,
contituyendo una capsula y permanecer unidos a la superficie celular, o pueden
poseer una organizacion que les hace mantenerse unidos a la célula de forma débil o
formar una matriz de EPS tras ser liberados al medio extracelular (Ruas-Madiedo y
Reyes-Gavilan, 2005).

La produccién de EPS es una caracteristica inestable en las BAL, ya que esta
codificada a nivel plasmidico, siendo habitual que las bacterias pierdan dicha
propiedad con el paso de las generaciones. Ademas, se ha de tener en cuenta que es
una caracteristica cepa-dependiente, y que estd influenciada tanto por el tipo de
carbohidrato presente en el medio como por su concentracién (Cerning y col., 1994).

El interés de la investigacidn y caracterizacion de los numerosos EPS en las BAL se
debe a su relacién con la modificacion, bien sea positiva 0 negativa, de las
propiedades sensoriales (principalmente viscosidad, textura y estructura) de los
alimentos y bebidas fermentados en los que se encuentran estas bacterias
productoras. Si bien la presencia de bacterias productoras de EPS en la elaboracion
de sidras, tiene un efecto negativo al provocar una alteracion organoléptica de la

misma, también conviene sefialar que los EPS producidos por algunas BAL pueden
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ejercer efectos beneficiosos para la salud humana tales como: proteccion contra
Ulceras estomacales y colitis, efecto prebiodtico, capacidad de reducir los niveles de
colesterol, asi como de modular la respuesta inmunitaria y, en consecuencia,
presentar actividad anticarcinogénica (Ruas-Madiedo y col., 2008).

Atendiendo a la composicion quimica de los EPS y a su modo de sintesis, podemos
hablar de:

Homopolisacéridos (HoPS) Compuestos por un uanico tipo de monosacarido e

interviniendo en su sintesis una Unica enzima. A su vez, éstos se subdividen, segun el
tipo de monosacarido presente, en fructanos (compuestos por fructosa) o glucanos
(compuestos por glucosa). Segun el tipo de enlace (a o B) y la posicion que ocupa el
carbono del enlace principal, existe una gran variedad de polimeros que reciben
nombres diferentes (dextrano, mutano, aternano, reuterano, etc) y son producidos por
distintos miembros del grupo de las BAL.

Heteropolisacaridos (HePS) Constituidos por dos o mas tipos de monosacaridos,

pueden llevar unidas otras moléculas, y en su sintesis y polimerizaciébn estan
implicados varios enzimas. Cada HePS esta constituido por unidades repetitivas
formadas por distintas combinaciones de monosacaridos (glucosa, galactosa,
ramnosa, N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina, etc).

La produccién de ambos tipos de EPS ha sido descrita en sidras. Una gran parte de
las cepas productoras de HoPS aisladas de sidra producen B-glucanos, los cuales
presentan siempre un trisacarido como unidad repetitiva con enlaces (3-(1—3). Su
sintesis ha sido observada en cepas de especies habitualmente presentes en sidra: O.
oeni, L. suebicus, L. diolivorans, L. collinoides y P. parvulus (Duefias-Chasco y col.,
1997,1998; Ibarburu y col., 2007; Ibarburu, 2009). Con respecto a la sintesis de HePS,
Unicamente se ha descrito la produccion por O. oeni 14 y L. suebicus CUPV225 y
CUPV226, aisladas de sidras del Pais Vasco (Ibarburu y col., 2007; Ibarburu, 2009).

1.9) Métodos de deteccion de bacterias lacticas pro  ductoras de exopolisacaridos

La nomenclatura utilizada para describir los diferentes fenotipos de las BAL
productoras de EPS es confusa, y términos como “slime”, “ropy”, 0 “mucoso” son
utilizados indistintamente. Cientificamente, las BAL que presentan un fenotipo “ropy”
se caracterizan por formar un filamento de mas de 5 mm cuando se recogen colonias,
por ejemplo, con un asa de siembra. Mientras que, las BAL con fenotipo “slime” o
“mucoso”, presentan un aspecto brillante y mucoso y no forman filamento.

Para el estudio de los EPS se ha utilizado una gran variedad de técnicas. La eleccion
del tipo de método empleado en la deteccién, aislamiento y cuantificacion del EPS

depende de varios factores, entre los que se incluye el tipo de muestra, de
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microorganismo, de medio de cultivo y el grado de purificaciébn que se desee. Entre las
técnicas de deteccién de cepas productoras de EPS podemos distinguir:

1) Métodos basados en técnicas moleculares. Consistentes en detectar la presencia

del gen glicosiltransferasa (gtf) en el genoma bacteriano mediante PCR, utilizando
los cebadores especificos GTFF y GTFR disefiados por Werning y col. (2006).

2) Métodos basados en aspectos morfoldgicos.

e Tinciébn de colonias con rojo de rutenio. Esta determinacion diferencia las
colonias no productoras que aparecen de color rosa al penetrar en su interior el
colorante, de las productoras, que al poseer EPS no son tefiidas y permanecen
de color blanco (Stingele y col. 1996).

* Evaluacién de la viscosidad. Los medios liquidos en los que se desarrollan
bacterias productoras de EPS, presentan mayor resistencia a fluir a través de
pipetas graduadas o embudos que las no productoras (Vedamuthu y Neville,
1986).

* Observacion de células con microscopio confocal laser de barrido. Esta técnica
ha sido empleada para distinguir las microestructuras de los EPS (Ruas-
Madiedo y col., 2008) mediante la utilizacién de distintos colorantes (rodamina B,
naranja de acridina, concanavalina, etc).

* Observacién microscopica de células con tincién negativa. Los cultivos celulares
se mezclan con tinta china que tifie el fondo de la preparacion, y las capsulas de
EPS se detectan como zonas claras que rodean a la célula sobre fondo oscuro
(Ruas-Madiedo y col., 2008).

* Aspecto de las colonias en medio sélido. El ensayo se realiza en medios soélidos,
gue contienen distintas fuentes de carbono, evaluando el aspecto mucoso de las
colonias y la formacién de filamento. Suele ser la técnica empleada en procesos

de screening (Smitinont y col., 1999).

1.10) Obijetivos

A partir de cepas identificadas como Oenococcus oeni se pretende hacer una

seleccion de inoculos iniciadores de la transformacion malolactica, descartando las
cepas productoras de aminas bidgenas y exopolisacaridos como in6culos iniciadores.
En este sentido, los objetivos que se plantean son dos:
» La deteccibn de cepas productoras de exopolisacéridos, responsables de la
alteracion conocida como “filado” de la sidra.
» La deteccion de cepas que entrafien un potencial riesgo para la salud humana

por su capacidad de producir aminas biégenas.
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2) Materiales y métodos

2.1) Microorganismos

Las pruebas relacionadas con la seleccién de indculos iniciadores se han realizado a
un total de 124 cepas autdctonas identificadas como O. oeni.

Dichas cepas son integrantes de una coleccién de BAL constituida por 415 aislados.
Todos, a excepcion de 16 muestras suministradas por la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT), han sido obtenidos a partir de diferentes muestras de derivados
de manzana (sidra, sidra natural y vinagre), de origen asturiano. El 55% de los
aislados procedian de muestras que no presentaban ninguna alteracion, y el resto
fueron aislados a partir de sidras “filadas” o con “picado alilico”

Las actividades llevadas a cabo por el S.E.R.I.D.A se basaron, en un primer momento,
en asegurar la condicion de BAL de los aislados, realizar una clasificacion morfoldgica
y una evaluacién del caracter homo y heterofermentativo de los aislados con
morfologia de tipo coco. Posteriormente, fue realizada la identificacion a nivel de
género y especie por técnicas de Biologia Molecular mediante la secuenciacion de la
region ribosomica 16S, lo que permitio la clasificacion de todos los aislados en 12

especies diferentes.

2.2) Medios de cultivo.
2.2.1) MRS-suplementado : MRS (55¢/l) y concentrado de manzana (21g/l). Se

ajusta el pH a 5,3 con HCL fumante y se esteriliza a 121°C durante 15 min. Este
medio se utiliza como caldo o como medio sélido, mediante la suplementacién con
agar (20g/1).

2.2.2) Actividad ornitina, histidina , arginina y lisina descarboxilasa : Triptona
(59/l), extracto de levadura (4g/1), extracto de carne (5g/1), tween 80 (0,5g/l), MgSO,
(0,2g/), MnSO, (0,05g/l), FeSO, (0,04g/1), CaCOs (0,1g/l), purpura de bromocresol
(0,069/l), piridoxal 5-fosfato (0,05g/1), en funcién de la actividad a determinar, se
afiade 5¢g/I del aminoé&cido precursor. El pH se ajusta a 5,3 con HCL fumante vy, por
ultimo, se afiade agar (20g/l) y se esteriliza a 121°C durante 10 min. En el caso de
la actividad fenilalanina descarboxilasa, la concentracion del aminoacido
precursor y piridoxal 5-fosfato es 10g/l y 0,25¢g/l respectivamente (pH=5,3). En
cuanto a la actividad tirosina descarboxilasa, la concentracion de piridoxal 5-
fosfato es 0,25g/l, no se utiliza parpura de bromocresol y el pH se ajusta a 5,5. El
resto de componentes, concentraciones y la metodologia de preparacion es la

descrita, anteriormente, en este apartado.
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2.2.3) Produccion de exopolisacéridos:  Peptona (10g/l), extracto de carne (10g/l),
extracto de levadura (5g/l), polisorbato 80 (1g/l), citrato de amonio (2g/l), acetato de
sodio (5g/l), MgSO, (0,1g/l), MnSO, (0,05g/l), K;HPO, (2g/l) y azlcar (fructosa,
glucosa o sacarosa) (20g/l). Se ajusta el pH a 5,4 con acido acético glacial, se

afade agar (20g/l) y se esteriliza a 121°C durante 15 min.

2.3) Obtencion de cultivos celulares y conservacion de muestras.

Las 124 cepas de O. oeni permanecian conservadas a -80°C. Para trabajar con los
aislados, en primer lugar se hizo un pase rejuvenecedor al 2% en 1ml de MRS-
suplementado, realizando la incubacién a 30°C en atmosfera de CO, (5%). Como
precaucién ante una posible contaminacién o pérdida, a partir de cada muestra se
obtuvieron dos copias, una de trabajo y otra que fue conservada mediante congelacién
a -80°C.

-Método de conservacion: Centrifugar el cultivo celular a 4000rpm durante 5 min,
decantar el sobrenadante y afadir 1ml de solucion crioprotectora en condiciones
estériles. Mantener las muestras a temperatura ambiente durante 30 minutos y
congelar a -80°C.

Solucién crioprotectora: Glutamico 0,067M y glicerol al 0,217M.

2.4) Deteccion de bacterias lacticas productoras de aminas bidégenas.

Los aislados a evaluar se inocularon en forma de gota (5ul), por duplicado, sobre la
superficie de las placas (apartado 2.2.2.) y éstas se incubaron durante 7 dias en
atmésfera de CO, (5%) a 30°C.

Diariamente se comprobd la descarboxilacion de los aminoacidos precursores. Los
aislados fueron considerados productores de BA cuando producian un viraje de color
del indicador del medio (amarillo a parpura), o cuando en las placas de tirosina se

producian halos transparentes de degradacion.

2.5) Confirmacion de autenticidad de las cepas prod uctoras de aminas bidbgenas

A las cepas clasificadas como productoras de BA se les realizg, en primer lugar, una
comprobacion de la morfologia celular y un test de la catalasa. Ambas pruebas se
realizaron a partir de la biomasa crecida en las placas de deteccion de aminas.
-Método de visualizacién de la morfologia celular: Hacer una preparacién en fresco de
las células y observar su forma a 1000X en un microscopio éptico (NIKON ECLIPSE 50i).
-Método de la catalasa: Recoger una pequefia porcién de células, depositarla en un
portaobjetos que contiene perdxido de hidroégeno (3%) y observar si hay burbujeo de

oxigeno.
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Combinando ambas pruebas se pueden observar las siguientes situaciones:
Morfologia de tipo bacilo y test de la catalasa neg ativo: Presencia de
contaminacion. Se realiz6 un aislamiento a partir de la copia de trabajo en medio MRS-
suplementado sdlido. Se seleccioné una colonia con morfologia de tipo coco, a partir
de la cual se obtuvo un cultivo celular puro, al que se le realizaron de nuevo las
pruebas de deteccién de aminas.

Morfologia de tipo coco y test de la catalasa nega tivo: Se descarta una posible
contaminacion. Se realizaron a partir del mismo cultivo celular de nuevo las pruebas
de deteccién de aminas.

Test de la catalasa positivo : Presencia de contaminacion. Fue imposible aislar de la

copia de trabajo colonias catalasa negativas decidiendo eliminar el aislado.

Finalmente, todos los aislados que se sometieron a confirmacién de resultados, se
identificaron a nivel de especie mediante secuenciacion.

-Secuenciacion: Se realizé una PCR utilizando como ADN molde 5 ul de extracto
celular y los oligonucleétidos PA y UP1-R (Werning y col. 2006). Los amplificados se
visualizaron en geles de agarosa al 0,8%. Se purific6 el amplificado con el Kit
GenElute™ PCR-Clean-Up Kit (Sigma). Posteriormente, la concentracién de ADN fue
cuantificada en el NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y se ajusté dicha concentracion
a la exigida por la empresa que ofrece el servicio de secuenciacion. Por ultimo, la
secuencia nucleotidica se aline6 con el programa informatico BLAST y comparada con

las secuencias depositadas en las bases de datos.

2.6) Deteccion de exopolisacaridos

Los aislados a testar se inocularon en forma de estria (5ul) en los tres medios de
cultivo descritos (apartado 2.2.3) y las placas se incubaron a 30°C en atmosfera de
CO, (5%) hasta observar crecimiento celular.

Tras comprobar para cada medio de cultivo la homogeneidad de las colonias,
observando la morfologia macroscépica de las mismas, se determind: el fenotipo

“ropy” de al menos dos colonias y la produccion de EPS.

-Fenotipo “ropy”. Observar la presencia de un filamento cuando las colonias se
recogen con un asa de siembra. Se considera que las BAL tienen este fenotipo si
forman un filamento mayor de 5 mm.

-Produccién de EPS. Depositar en un portaobjetos que contiene 6ul de agua estéril y
2ul de tinta china una pequefia porcidén de colonia. Visualizar la preparacion a 1000X
en el microscopio 6ptico (NIKON ECLIPSE 50i). Si las BAL producen EPS, se detecta
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la presencia de zonas refringentes que rodean a la bacteria sobre un campo de fondo

OScuro.

La deteccion de posibles contaminaciones y de falsos positivos, se realizd de forma
anéloga a la descrita en el caso de BA. A la par que se comprobé la produccion de
EPS, se comprobd microscopicamene la morfologia de tipo coco de la muestra.
Ademas, por otro lado, se llevd a cabo un test de la catalasa sobre las colonias
elegidas para la realizacion de ambas pruebas. Si la comprobacion de la morfologia o
el test de la catalasa no se corresponde con lo esperado, se siguen los procedimientos

descritos anteriormente (apartado 2.5).
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3) Resultados y discusion

Las 124 cepas O. oeni son integrantes de una coleccion de 415 BAL procedentes de
muestras de distinto origen (Tabla 1). La mayoria de los aislados (47%) proceden de
muestras que estaban realizando la FML y un 20% de sidras que presentaban
alteraciones organolépticas.

Tabla 1: Procedencia de los aislados O. oeni

Cepas Coleccion Bodegas Vinagre  Sidras de Nueva
CECT Serida asturianas  Atrtificial Expresion

N° aislados 4 8 58 10 20 24

Picado alilico

3.1) Bacterias lacticas productoras de aminas biége __nas
La deteccion de la produccion de BA se realiz6 de forma cualitativa en medios solidos,

utilizando como controles positivos la cepa ATCC 33322 (ornitina e histidina
descarboxilasa positiva) y la cepa CECT 216 (tirosina, fenilalanina, ornitina, arginina y
lisina descarboxilasa positiva).

El revelado de todas las actividades descarboxilasas, excepto para la tirosina, se
detecta por el viraje del color del medio (amarillo a parpura), debido a la presencia de
un indicador de pH (Figura 1). En el caso de la tirosina, la actividad se observa por la
presencia de halos trasparentes como consecuencia de la degradacién de dicho
aminoacido. Conforme se iban realizando las pruebas, se comprobé que la
interpretacién de los resultados resultaba mas clara cuando se incrementaba la
concentracion de tirosina. Para solventar este problema, se aumentd la cantidad de

este aminoacido en el medio de 5 a 15g/l (Figura 2).

1A 1B
Figura 1. 1A Viraje del medio-produccion positiva de BA, Figura 2: Presencia de halo-
1B Ausencia de viraje-produccion negativa de BA. produccidn positiva de tiramina.
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Después de siete dias de incubacion, sélo el 4% de los aislados mostraron capacidad

para producir aminas (Tabla 2).

Tabla 2. Actividades descarboxilasas de los aislados.

Actividad descarboxilasa N° de referencia de los aislados
56, 57, 58, 59, 3, 263, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 174, 175,176, 177
81, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 308
312, 313, 314, 315, 316, 324, 325, 328, 329, 331, 333, 334, 335
339, 340, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 353, 375

Sin actividad 379, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 364, 193, 194, 195, 196, 197
200, 201, 202, 232, 233, 259, 260, 262, 370, 388, 389, 390, 391
397, 168, 150, 151, 152, 169, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159
162, 163, 164, 165, 281, 301, 311, 60, 65, 148, 149, 178, 179,1
337, 338, 376, 377, 198, 199, 392, 393, 160, 161,180

Ornitina 317, 355
Phe, Orn, His, Lys, Arg 374, 381
Arginina 261

Phe: Fenilalanina; Orn:Ornitina; His: Histidina; Lys: Lisina; Arg: Arginina

Como la produccién de BA se considera un criterio discriminante a la hora de realizar
la seleccion de cepas O. oeni, antes de eliminar los aislados capaces de descarboxilar
los aminoacidos se les realizaron pruebas complementarias.

En este sentido, al determinar la morfologia y el test de la catalasa de los cinco

aislados se obtuvieron los resultados descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Morfologia y test de la catalasa.

Ne referencia de los aislados

261 317 355 374 381
Morfologia celular bacilo Bacilo coco coco bacilo
Test de la catalasa negativa Negativa negativa positiva negativa

En aquellos aislados en los que se detectd contaminacion (261, 317 y 381), se realizd
un proceso de aislamiento. A partir de una colonia con morfologia de coco y catalasa
negativa, se obtuvo un cultivo celular al que se le repitieron las pruebas de
descarboxilacién para los seis aminoacidos ensayados. Los resultados obtenidos
fueron que ninguna de las tres cepas poseia actividades descarboxilasas.

En el caso de la cepa 355, en la que no se detectd ningun tipo de anomalia, se
repitieron las determinaciones de descarboxilacion, resultando ser dicho aislado capaz
de producir putrescina a partir de ornitina.

Finalmente, a partir de la muestra de trabajo de la cepa 374, solo se observaron

colonias catalasa positivas.
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Para confirmar que estos nuevos aislamientos eran O. oeni, se identificaron los cinco
aislados a nivel de especie mediante secuenciacion del ADNr 16S. Para ello, la
secuencia nucleotidica facilitada por la empresa que ofrece el servicio de
secuenciacion, fue alineada con el programa informéatico BLAST y comparada con las

bases de datos (Figura 3). Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Identificacion por secuenciacion

Identificacion
261 O. oeni
317 0. oeni
355 O. oeni
374 Acetobacter sp
381 O. oeni

Una vez realizadas las pruebas confirmatorias, se concluyd que el 99% de las cepas
no son productoras de BA, detectando sélo una cepa (355) capaz de descarboxilar la
ornitina.

Los resultados obtenidos coinciden con investigaciones previas. En este sentido,
Landete y col. (2007), describen que el 100% de las cepas O. oeni con las que
trabajan no producen ni tiramina ni feniletilamina. Del mismo modo, Garai y col. (2007),
no detectan ninguna cepa O. oeni productora de histamina, mientras que, la
produccion de tiramina es observada tan so6lo en un 1% de las cepas evaluadas. Sin
embargo, estos datos difieren con los recogidos por del Campo y col., (2000), que
describen un alto nimero de cepas O. oeni productoras de tiramina y con los descritos
por Coton y col. (1998), que describen la habilidad de cepas O. oeni vinicas para
producir histamina. La discrepancia de resultados entre los diferentes autores se ha
justificado en base a que la formacion de BA es una caracteristica cepa-dependiente
(Garai y col., 2007).
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3.2) Bacterias lacticas productoras de exopolisacar idos

Los 124 aislados se crecieron en presencia de los tres azucares principales presentes
en los mostos de manzana (sacarosa, glucosa y fructosa). Una vez comprobada la
homogeneidad de colonias, se consideré que los aislados poseian un fenotipo “ropy” si
formaban un filamento de més de 5 mm al ser recogidos del medio sélido (Figura 4).
Por su parte, la produccién de EPS se asigndé como positiva cuando al microscopio
oOptico, y realizando tinciones negativas, se observaban zonas refringentes rodeando a

las bacterias (Figura 5).

5A 5B

Figura 5. 5A Zonas refringentes rodeando las células-produccién positiva de EPS; 5B Ausencia

de zonas refringentes-produccion negativa de EPS.

Después de evaluar la produccion de filamento, sélo se detectaron dos cepas (260 y
374) que presentaron fenotipo “ropy” en los tres azucares ensayados.
La produccion de EPS se observo en un 21,7% de las cepas. Los datos obtenidos se

recogen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Produccién de EPS en presencia de distintas fuentes de carbono.

Fuente de Carbono

Ne° de referencia de los aislados

Negativo en glucosa, fructosa y
sacarosa

Positivo en glucosa

Positivo en fructosa

Positivo en sacarosa

Positivo en glucosa y fructosa
Positivo en glucosa y sacarosa
Positivo en fructosa y sacarosa
Positivo en todo

393, 60, 65, 148, 149, 168, 150, 151, 152, 169, 153
349, 350, 353, 355, 356, 358, 194, 195, 196, 197,348
188, 189, 190, 191, 192, 308, 311, 314, 315, 316, 345
56, 57, 58, 59, 3, 263, 67, 68, 69, 71, 72, 174, 175
159, 160, 162, 161, 163, 164, 165, 301, 259, 370, 376
154, 155, 156, 157, 158,199, 200, 201, 232, 233, 346
317, 328, 329, 331, 333, 334, 339, 340, 342, 343, 344
176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186
377, 388, 389, 390, 391, 392, 260

197, 261, 379, 381

347, 357, 361, 364, 397

4,193, 335, 375

337

187, 202, 262

1, 324, 338, 359, 360

312, 313, 325, 374, 281

Al igual que en el caso de las BA, se realizaron pruebas confirmatorias en los aislados

clasificados como “ropy” y EPS positivos. En este sentido, a la par que se evalud la

produccion de EPS, se comprobd la morfologia de las bacterias. Con el mismo

objetivo, se realizd6 el test de la catalasa sobre las colonias elegidas para las

determinaciones. En el 100% de las colonias analizadas se observé morfologia de tipo

coco y test de la catalasa negativo.

La produccion de EPS ha sido descrita en otros género de BAL, como es el caso de

Pediococcus, Lactobacillus,

Leuconostoc y Streptococcus sp. En el caso de

Oenococuus, la produccién y la caracterizacion estructural de EPS fue descrita en O.

oeni 14 por Ibarburu y col. (2007).
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4) Conclusiones

Una vez finalizadas las pruebas, el 23,4% de las 124 cepas analizadas fueron
descartadas como in6culos iniciadores de la fermentacion malolactica.

Produccion de BA: La cepa 355 fue la Unica que presentd actividad descarboxilasa,

por lo tanto se descarté como posible in6culo.

Producciéon de EPS: Un total de 26 cepas fueron descartadas al visualizarse zonas

refringentes mediante tincidbn negativa. La cepa 260 presentd fenotipo “ropy”, por lo
tanto también fue descartada como posible in6culo iniciador.
La cepa 374, identificada como Acetobacter sp fue desechada y no se tuvo en cuenta

a la hora de analizar los resultados.
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