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   Resumen 

RREESSUUMMEENN  

  

La comunidad de microorganismos implicados en los procesos de 

elaboración del vino y del vinagre es muy diversa, compleja y poco caracterizada, 

siendo precisamente esos microorganismos los responsables de las fermentaciones, 

es decir, de las transformaciones del zumo de uva en vino y de éste en vinagre. 

Durante estas fermentaciones, los microorganismos producen numerosos cambios 

en la composición, color y en los atributos organolépticos que finalmente marcarán 

la calidad del producto. Las bacterias lácticas (BL) y las bacterias acéticas (BA) son 

las dos familias bacterianas implicadas en estas transformaciones del contexto 

enológico. Los objetivos generales de esta tesis son: a) la caracterización a nivel 

taxonómico y clonal de BA responsables de la fermentación acética de distintos 

vinagres industriales elaborados por el método sumergido, y b) estudiar la 

posibilidad del empleo de la bacteriocina nisina en la elaboración y control 

microbiológico del vino y como agente contra la formación de biofilms bacterianos 

no deseados en el ámbito de la bodega.  

  

En esta tesis se han desarrollado y puesto a punto metodologías basadas en el 

análisis del DNA para la identificación taxonómica y clonal de BA aisladas de 

muestras en plena fermentación acética de vinagres de vinos, sidras y alcohol etílico. 

Asimismo, se ha puesto a punto el método de microscopía de fluorescencia para la 

cuantificación de BA en muestras de vinagres y de BL en muestras de vinos, 

resultando ser un método rápido y eficaz. Respecto a la identificación clonal, los 

resultados obtenidos mostraron que el método de análisis de restricción del DNA 

genómico con la enzima SpeI y la electroforesis de campos pulsados es el método 

adecuado para estudiar cepas de BA, mientras que el método rápido ERIC-PCR es un 

método apropiado para el seguimiento de una cepa específica de BA previamente 

caracterizada y que se desee seguir su implantación en un proceso de acetificación. 

Se identificaron de las muestras de vinagres un total de 43 nuevos clones de BA que 

pasaron a formar parte de la colección de la Universidad de La Rioja de cepas 

bacterianas autóctonas responsables de fermentaciones, destacando dos clones G. 
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 Resumen   

europaeus que podrían constituir excelentes candidatos para la selección de cultivos 

iniciadores para la elaboración de vinagre.  

 

A partir de la BL con el estatus QPS (qualified presumption of safety) de la 

EFSA, Lactococcus lactis LM29, se consiguió un extracto que inhibía el crecimiento 

del 83,5 % de las BL enológicas y que contenía 60 % mosto de uva blanca y 200 

µg/ml equivalentes de nisina. En esta concentración la nisina impidió la formación 

de biofilms de BL enológicas que presentaban esa capacidad alterante de los vinos y 

contaminante. Asimismo se estudió el metabolismo aminoacídico de L. lactis en 

presencia de etanol y se comprobó que esta BL utiliza la vía ADI (arginina 

deiminasa) de degradación de la arginina como mecanismo de respuesta a la 

presencia del etanol, generando ornitina y el ion amonio, si bien no generó en 

presencia ni en ausencia de etanol en el medio de cultivo ninguna de las aminas 

biógenas: agmatina, espermidina, feniletilamina, histamina, ni putrescina. Estos 

resultados indican que la nisina puede inhibir posibles BL contaminantes del vino y 

en las concentraciones adecuadas puede impedir la formación de biofilms 

indeseados, constituyendo por tanto una herramienta útil para el control 

microbiológico de los vinos y podría ayudar a la disminución de los niveles de 

sulfitos que actualmente se utilizan para la elaboración del vino. 
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   Summary 

SSUUMMMMAARRYY  

  

The community of microorganisms involved in wine and vinegar elaborations 

is very diverse, complex and scarcely characterized, and precisely microorganisms 

are responsible for the fermentations that take place, i.e. the transformations of 

grape juice into wine and wine into vinegar. During fermentations microorganisms 

produce numerous changes in the composition, colour, and organoleptic attributes 

of the fermented final product that will determine its quality. Lactic acid bacteria 

(LAB) and acetic acid bacteria (AAB) are the two bacterial families involved in these 

transformations within the oenological context. The overall objectives of this thesis 

are: a) to perform clonal and taxonomic characterization of AAB responsible for the 

acetic fermentation of a variety of industrial vinegars elaborated by the submerged 

method, and b) to study the possibility of using the bacteriocin nisin in winemaking 

to achieve wine microbiological control and against the formation of undesired 

bacterial biofilms.  

 

In this thesis methodologies based on DNA analysis have been developed for 

clonal and taxonomic identification of AAB isolates from samples of wine- cider- and 

ethanol vinegars in full acetic fermentation. Moreover, the methodology of 

fluorescence microscopy has been developed for quantification of AAB in vinegar 

samples and LAB in wine samples. Regarding clonal identification, results showed as 

well that restriction analysis with SpeI of genomic DNA and pulsed field gel 

electrophoresis is an appropriate method for studying AAB strains, whereas the 

rapid method ERIC-PCR is appropriate for monitoring a previously characterized 

AAB strain and to determine its implantation in acetic fermentations. 43 new AAB 

clones from vinegar samples were identified, which became part of the bacteria 

collection of the University of La Rioja of indigenous strains responsible for 

fermentations. Two G. europaeus strains prevailed and could be excellent candidates 

for selection of starters for vinegar elaboration.  
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 Summary   

An active extract was obtained from the LAB strain with the QPS status 

(qualified presumption of safety) by the EFSA Lactococcus lactis LM29. The extract 

inhibited the growth of 83.5% of the oenological LAB collection and contained 60 % 

white grape must and 200 µg/ml of nisin equivalent. Nisin in this concentration 

prevented biofilm formation by LAB that presented this wine spoilage and microbial 

contamination feature. The amino acid metabolism of L. lactis in presence of ethanol 

was also studied and it was unveiled that this LAB utilizes the ADI (arginine 

deiminase) pathway of arginine degradation as mechanism of response to the 

presence of ethanol. It generated ornithine and ammonium, but it did not generate 

any biogenic amine (agmatine, spermidine, phenylethylamine, histamine, or 

putrescine) either in presence or in absence of ethanol in the culture broth. These 

results indicate that nisin preparations with the appropriate concentrations could 

inhibit undesired LAB and prevent biofilm formation, therefore they could 

constitute useful tools for the microbiological control of wines and could help to 

decrease the levels of sulphites that are currently used in winemaking. 
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   Introducción / Introduction 

1. BACTERIAS ENOLÓGICAS 

 

1.1. La microbiota del vino 

En enología las levaduras y las bacterias lácticas (BL) son los microorganismos 

responsables de los dos principales procesos que tienen lugar en transformación del mosto de 

uva en vino: la fermentación alcohólica y la fermentación maloláctica. En el vino las bacterias 

acéticas (BA) son microorganismos no deseados porque su crecimiento influye negativamente 

en la calidad del vino y son las responsables de la transformación del vino en vinagre. Diversos 

géneros y especies tanto de levaduras como de BL y BA están presentes y conviven variando su 

población durante el proceso de vinificación, el cual engloba todos los procesos y tratamientos 

empleados en la elaboración del vino: desde la uva, pasando por la entrada y procesamiento de 

ésta en bodega, las fermentaciones, los tratamientos de estabilización, embotellado, 

conservación y envejecimiento del vino. Estos microorganismos provienen de la uva, de los 

utensilios, tanques y materiales empledos en la bodega e incluso del aire de la bodega (Garijo et 

al., 2008; Pérez-Martín et al., 2014). Durante el proceso de vinificación también suele ser 

habitual añadir tanto levaduras como BL comerciales provenientes de cultivos seleccionados.  

En primer lugar se lleva a cabo la fermentación alcohólica realizada por las levaduras, 

principalmente de la especie Saccharomyces cerevisiae, durante la cual se transforman los 

azúcares (glucosa y fructosa mayoritariamente) en etanol en presencia de oxígeno y generando 

además dióxido de carbono. A pesar de que inicialmente coexistan varias especies de levaduras 

en el mosto, al empezar la fermentación y comenzar a aumentar el nivel de etanol, la especie S. 

cerevisiae predomina y es la responsable de la fermentación. 

Las BL llevan a cabo la fermentación maloláctica (FML), en la cual el ácido málico se 

transforma en ácido láctico y dióxido de carbono y suele realizarse después de la fermentación 

alcohólica. Son bacterias Gram-positivas, catalasa negativas, no esporuladas, con morfología 

dependiente del género (bacilos, cocos o coco-bacilos), agrupándose en parejas, cadenas o 

tétradas y son anaerobias aunque toleran el oxígeno. Presentan unos requerimientos 

nutricionales muy variados (aminoácidos, vitaminas, azúcares…). Producen ácido láctico a partir 

de la fermentación de la glucosa y otros azúcares como la xilosa, arabinosa o galactosa. Además 

de la morfología, la principal característica para su clasificación es su carácter fermentativo. Las 

BL homofermentativas sólo producen ácido láctico al fermentar la glucosa por la vía de la 
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glicolisis, sin embargo las heterofermentativas además del ácido láctico producen dióxido de 

carbono, etanol y ácido acético por la vía de las pentosas fosfato.  

Los géneros de BL encontrados en el vino son: Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus y 

Pediococcus (Lonvaud-Funel 1999). El género Pediococcus es homofermentativo y Leuconostoc y 

Oenococcus son heterofermentativas. Los Lactobacillus aislados en el vino pueden ser 

heterofermentadores facultativos o estrictos. En la Tabla I-1 se pueden ver las principales 

especies presentes en la uva, mosto y vino. 

 

Tabla I-1. Carácter fermentativo de las principales especies de BL aisladas en uvas, mosto y vino (Ribéreau-
Gayon et al., 2000). 

 

 

En la uva se han identificado especies del género: Lactobacillus (L. brevis, L. casei, L. 

fructivorans, L. hilgardii, L. plantarum), Leuconostoc (L. mesenteroides), Pediococcus (P. 

damnosus, P. parvulus, P. pentosaceus) y Oenococcus oeni (Lonvaud-Funel 1999). Las especies 

presentes en el mosto y los primeros días de fermentación alcohólica son: L. casei, L. hilgardii, L. 

mali, L. plantarum, L. mesenteroides, P. damnosus y en menor población L. brevis y O. oeni 

(Flanzy 2000).  Durante la fermentación alcohólica está presente en mayor proporción O. oeni, 

aunque también L. mesenteroides y L. plantarum (Lafon-Lafourcade et al., 1983). Al final de la 

fermentación alcohólica, donde el nivel de etanol es elevado, se reduce la viabilidad de la 

mayoría de las especies y casi únicamente O. oeni sobrevive, aunque también en algún caso L. 

plantarum y L. hilgardii resisten en estas condiciones. En raras ocasiones se aíslan especies como 

L. brevis, L. mesenteroides o P. parvulus (Lafon-Lafourcade et al., 1983). En la Figura I-1 se puede 

observar la dinámica poblacional de BL durante las etapas de vinificación así como las de 

levaduras y BA (en naranja y verde respectivamente). 
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Figura I-1. Dinámica poblacional y de evolución de los microorganismos del vino: levaduras, bacterias 
lácticas y acéticas, presentes durante el proceso de vinificación y crianza (Lonvaud-Funel 2006). 

 

La población de BL en las uvas es baja (102-104 UFC/ml) y dependen de las condiciones 

climáticas de la maduración así como del estado sanitario de las uvas. En el mosto y comienzo de 

fermentación alcohólica aumenta la población de algunas especies (104-106 UFC/ml) aunque 

depende del sulfitado del mosto (Ribérau-Gayon et al., 2000). Durante la fermentación 

alcohólica disminuye (102-103 UFC/ml) la población de BL y tiene lugar una selección a favor de 

las cepas más resistentes al alcohol y el pH. Cuando esta fermentación termina y las levaduras 

mueren, se liberan nutrientes al medio derivados de la autolisis de las levaduras, lo cual conlleva 

un incremento en la población de BL (hasta 107 UFC/ml) principalmente de la especie O. oeni, 

llevándose a cabo la FML. Cuando se ha degradado el ácido málico completamente, se considera 

finalizada la FML y se suelen sulfitar los vinos para evitar alteraciones posteriores. 

Cuando la especie O. oeni alcanza poblaciones elevadas, comienza la FML. Normalmente 

la FML tiene lugar tras la fermentación alcohólica, y se dará más cercana o más lejana a ésta en 

el tiempo, dependiendo de que otras condiciones como la temperatura, pH, nivel de etanol, o 

concentración de nutrientes sean favorables para el crecimiento de O. oeni en el vino. La 

selección natural de O. oeni como prácticamente única superviviente durante la fermentación 

alcohólica y responsable de la FML es debido a su tolerancia al etanol (por encima del 10 % v/v) 

y a que puede crecer al pH del vino (entre 3 y 4). También se ha comprobado que la especie L. 

plantarum puede realizar la FML en vinos (Lonvaud-Funel 1999) aunque es menos común.  
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1.2. Las bacterias lácticas y la fermentación maloláctica del vino 

La FML es la segunda transformación más importante en el vino, y consiste en la 

desacidificación biológica producida por la conversión del ácido L-málico (dicarboxílico) en ácido 

L-láctico (monocarboxílico) y dióxido de carbono (que aparece formando burbujas) debido a la 

acción de la enzima maloláctica de las BL (Lonvaud-Funel 1999) (Figura I-2). Este proceso 

conlleva la formación de otros productos secundarios que producen modificaciones en la 

composición y características organolépticas del vino. 

La FML es una descarboxilación cuyo único beneficio para las BL parecería ser el 

aumento del pH externo. Sin embargo, la FML conlleva la pérdida de protones del citosol y CO2. 

A favor de gradiente los protones del exterior entran a través de la ATP sintasa, generando ATP. 

Por tanto O. oeni obtiene ATP en un medio como el vino donde apenas hay azúcares. La enzima 

maloláctica presenta un pH óptimo alrededor de 5,4 y requiere de cofactores (Mn++ y NAD+) 

(Flanzy 2000). 

 

Figura I-2. Fermentación maloláctica realizada por O. oeni. EML: enzima maloláctica (Bordons & Reguant 
2013). 

 La especie O. oeni es la que lidera esta FML, y como se ha señalado anteriormente, es 

seleccionada de forma natural como prácticamente única superviviente al finalizar la 

fermentación alcohólica, debido principalmente a su alta tolerancia al pH ácido del vino y al 

etanol; de hecho O. oeni ve estimulado su crecimiento por concentraciones de etanol de hasta 7 

% v/v (G.-Alegría et al., 2004). Esta especie presenta también la característica única de que en 

todos los genomas estudiados se encuentran varios genes dedicados al metabolismo de 

exopolisacáridos (EPS) (Dimipoulou et al., 2014) y se ha descrito la producción de homo y 
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heteropolisacáridos por diferentes vías metabólicas (Dimopoulou et al., 2012). Estos EPS pueden 

ser tanto capsulares (efecto protector frente a estrés ácido, osmótico, del etanol o del sulfito) 

como EPS liberados y solubles en el medio (Dols-Lafargue et al., 2007), aunque estos últimos los 

produce en menor proporción. A pesar de que el genoma de O. oeni es de pequeño tamaño (1,8 

Mb), dedica parte de sus genes al metabolismo de EPS, lo cual sugiere que esta característica es 

importante para que O. oeni pueda adaptarse al medio alcohólico.  

 La FML conlleva una serie de cambios esenciales y beneficiosos para los vinos tintos de 

calidad destinados a la crianza, donde es importante obtener estabilidad biológica en el tiempo y 

la complejidad aromática que proporciona la FML (Ribéreau-Gayon et al., 2000; Hidalgo 2003). 

En otros casos puede ser no deseada, como en el caso de los vinos donde interesa la acidez y el 

frescor aportado por el ácido málico, o en vinos de consumo rápido. Para los vinos blancos se 

busca el carácter afrutado, fresco y joven y por tanto esta FML es innecesaria o incluso 

perjudicial, pero si se busca envejecer un vino blanco, puede ser aconsejable.  

 Los principales efectos beneficiosos que produce la FML es que suaviza el vino al reducir 

la acidez, reduce los aromas herbáceos y genera aromas más complejos, disminuye la 

astringencia al desaparecer el ácido málico, mejora la estabilidad del color y también lo 

estabiliza desde el punto de vista microbiológico. Sin embargo también presenta efectos 

perjudiciales como aumento del pH, aumento de la acidez volátil, desaparición de aromas 

afrutados y varietales, y pudiendo generar diacetilo en exceso en algunos casos. Los vinos tintos 

que han realizado la FML son mejor valorados en la cata, y especialmente si la han realizado en 

barrica lo cual añade caracteres tostados o de vainilla cedidos por la madera. 

Una consecuencia negativa del crecimiento de ciertas BL en el vino y que el enólogo 

debe evitar es la generación de aminas biógenas tales como la histamina, la tiramina, la 

putrescina o la cadaverina (Figura I-3), las cuales se forman por descarboxilación de los 

aminoácidos precursores de estas aminas (Lonvaud-Funel 2001) por acción de las BL. Pueden 

llegar a encontrarse en el vino a más de 10 mg/l y pueden provocar en consumidores sensibles 

patologías que van desde migrañas a trastornos cardíacos. Especies de BL posibles formadoras 

de aminas biógenas, y por tanto consideradas indeseables en la vinificación son: L. hilgardii, L. 

brevis, L. buchneri y P. parvulus (Landete et al., 2005, 2007). Algunas cepas de O. oeni pueden 

producir ciertas cantidades de histamina o en menor grado putrescina, por lo tanto, la no 

producción de aminas biógenas será un aspecto a tener muy en cuenta en la selección de cepas 

de O. oeni para ser cultivos iniciadores de la FML. Asimismo, la producción excesiva de EPS, 

como puede suceder por el crecimiento ocasional de algunas BL como L. brevis, L. mesenteroides 

o P. damnosus, confiere al vino un aspecto denso y viscoso y se produce la denominada 
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alteración de "la grasa" del vino, con la consecuente total pérdida de su calidad (Hidalgo 2003, 

Ribéreau-Gayon et al., 2000). 

ornitina putrescina

histidina histamina

tirosina tiramina

lisina
cadaverina

ornitina 

descarboxilasa

histidina

descarboxilasa

tirosina 

descarboxilasa

lisina

descarboxilasa

+ CO2

+ CO2

+ CO2

+ CO2

 

Figura I-3. Formación de aminas biógenas (putrescina, histamina, tiramina y cadaverina) a partir de la 
descarboxilación de sus correspondientes aminoácidos. 

 

El carbamato de etilo es un compuesto potencialmente cancerígeno y tóxico, y se ha 

detectado ocasionalmente en algunos vinos en concentraciones muy bajas (20 µg/ml). Este 

compuesto se genera por reacción con el etanol del vino a pH ácido de los diversos compuestos 

con grupo carbamílico que pueden ser generados por el crecimiento de las BL y también de las 

levaduras: la urea producida por las levaduras, o la citrulina generada por BL por la vía de la 

arginina deiminasa (vía ADI) de degradación de la arginina (Terrade & Mira de Orduña 2006). La 

especie O. oeni presenta una capacidad variable para degradar la arginina ya que posee los 

genes de la ruta ADI. Otras especies consideradas contaminantes como L. brevis o L. buchneri 

acumulan mayores cantidades de citrulina que O. oeni (Araque et al., 2009). Cuando el ácido L-

málico está presente se inhibe el consumo de arginina (Araque et al., 2011), por tanto al finalizar 

la FML es importante sulfitar el vino para evitar el consumo de arginina y por tanto la posible 

acumulación de precursores del carbamato de etilo. 
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1.3. Las bacterias acéticas  

Las BA son bacterias aerobias estrictas, Gram negativas, no esporuladas, de forma 

elipsoidal o redondeada y pueden aparecer solas, en parejas o en cadenas. El tamaño varía entre 

0.4-1 µm de ancho y 0.8-4.5 µm de largo, siendo las BA catalasa positivas y oxidasa negativas. 

Son bacterias acidogénicas, el pH para su crecimiento óptimo es 5-6,5 y pueden crecer a pH 

menores entre 3 y 4 (Holt et al., 1994). Pueden presentar flagelos peritricos o polares (González 

et al., 2005). Las BA pertenecen a la familia denominada Acetobacteraceae, son ubiquotas en la 

naturaleza y obtienen energía de la reacción de oxidación del etanol a ácido acético. Esta 

transformación se denomina acetificación o fermentación acética y es el fundamento de la 

fabricación del vinagre.  

Las BA no son deseadas en el vino precisamente por esa transformación del etanol en 

ácido acético que llevan a cabo, incrementando con ello la acidez volátil del vino. Un vino con 

más de 0,9 g/l de ácido acético se considera alterado, clasificándose como defectuoso 

organolépticamente. Sin embargo, es inevitable que se produzca un ligero aumento de la acidez 

volátil del vino durante el proceso de su elaboración puesto que el crecimiento de cualquiera de 

los microrganismos del vino (levaduras, BL o BA) genera una cierta cantidad de este ácido volátil. 

Por esta razón el enólogo impide el crecimiento innecesario e incontrolado de los 

microorganismos empleando para ello el anhídrido sulfuroso (Figura I-4), el agente 

antimicrobiano y antioxidante por excelencia en el campo de la enología.  

    SO2 + H2O                H2SO3      HSO3
- + H+              SO3

2- + 2H+ 

Figura I-4. Equilibrios de disociación del ácido sulfuroso en medio acuoso. (SO2: anhídrido sulfuroso; 
H2SO3: ácido sulfuroso; HSO3-: ión bisulfito; SO32-: ión sulfito) 

 

Además el enólogo toma diferentes medidas para evitar el crecimiento de las bacterias 

aerobias, actuaciones tales como el relleno de depósitos y barricas, o el almacenamiento de las 

botellas tumbadas para evitar la entrada de oxígeno (Bartowsky & Henschke 2008). A pesar de 

que son aerobias estrictas, en el vino las BA sobreviven en ambientes anaerobios o semi-

anaerobios (Drysdale & Fleet 1989), de modo que es casi imposible eliminar las BA del vino, y 

una vez generado el ácido acético no puede corregirse. Otras medidas para impedir el 

crecimiento de las BA son: obtener y utilizar uva sana, una buena limpieza y desinfección en la 

bodega, mantener los niveles de sulfuroso  adecuados (25-30 mg/l), con especial cuidado si el 

vino contiene azúcares residuales, evitar el contacto con el oxígeno en el embotellado y en el 
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almacenamiento de las botellas, y mantener durante la crianza y conservación del vino la 

temperatura alrededor 10ºC, temperatura a la cual las BA son menos activas. 

Respecto a la ecología de las BA durante el proceso de vinificación, se muestra en la 

Figura I-1 las diferentes poblaciones de BA encontradas en diferentes puntos de la elaboración 

de vino (Lonvaud-Funel 2006). Se han descrito niveles de 3x103 UFC/ml en uvas sanas y de hasta 

5x106 UFC/ml en uvas atacadas por Botrytis cinerea (González et al., 2004; Joyeux et al., 1984). 

La población de BA descendería drásticamente durante la fermentación alcohólica, y se 

mantendría latente (<103 UFC/ml) a lo largo de la FML y crianza en barrica. Una cantidad de 30 

mg/l de oxígeno al año atraviesa la madera de las barricas y es suficiente para permitir la 

supervivencia de estas BA (Joyeux et al., 1984), y las operaciones de bombeo o trasiego si no se 

realizan con mesura pueden llegar a proporcionar aireación suficiente como para promover su 

crecimiento y causar la alteración del vino. 

La fermentación del etanol a ácido acético es un proceso que se realiza en dos pasos 

enzimáticos catalizados por dos enzimas intrínsecas de la membrana citoplasmática de las BA: la 

alcohol deshidrogenasa dependiente de quinona (PQQ-ADH: pyrroloquinoline quinone-

dependent alcohol dehydrogenase EC 1.1.5.5) (Yakushi & Matsushita 2010) y la aldehído 

deshidrogenasa (ALDH: aldehyde dehydrogenase EC 1.2.1.5) (Gómez-Manzo et al., 2010). Estas 

enzimas transfieren los electrones procedentes de la oxidación del alcohol a la ubiquinona de la 

membrana citoplasmática. Las BA poseen sus propias cadenas respiratorias que transfieren los 

electrones secuencialmente hasta el oxígeno del aire, último receptor de los electrones, el cual 

se reduce a agua (Yakushi & Matsushita 2010) (ver Figura I-5). Podríamos considerar a las BA 

como el paradigma de microorganismos adaptados al medio alcohólico, capaces de utilizar el 

etanol y obtener energía a partir de este "biocombustible" para su metabolismo, y la ecuación 

estequeométrica que rige esta fermentación (Gullo et al., 2014) es: 

CH3COOH + H2O   ∆Gº = -455 kJ/mol  C2H5OH + O2                    

Tal es su adaptación, que la mayoría de las cepas de BA pueden crecer en presencia de 

concentraciones de etanol entre el 6-10 % (v/v); se han aislado BA de vinos alterados que 

contenían hasta casi 15 % (v/v) de etanol (Flanzy 2000) y de bebidas fermentadas de alta 

graduación como el tequila o el sake (Raspor & Goranovic 2008). Es importante señalar que el 

efecto antimicrobiano del etanol se potencia con el pH ácido y que BA de la especie Acetobacter 

pasterianus son capaces de tolerar 12,5 % (v/v) etanol a pH 3,4, pero solamente resisten 8 % 

etanol cuando se encuentran en un medio a pH 3 (Flanzy 2000). En el caso de vinagres, las 

condiciones para iniciar el proceso industrial de acetificación son: 30ºC, aireación intensa y un 
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medio líquido alcoholizado con un pH alrededor de 3,5, con un alto contenido en nutrientes y 

una concentración del 10 % al 18 % (v/v) de etanol (Raspor & Goranovic 2008). 

 

Figura I-5. Oxidación del etanol en la cadena respiratoria de bacterias acéticas (modificado de Yakushi & 
Matsushita 2010). 

El oxígeno es un factor limitante para obtener la energía metabólica, y 

consecuentemente para el crecimiento de las BA; por esta razón el aporte de oxígeno se utiliza 

como una de las principales herramientas para evitar su crecimiento en el vino y para el manejo 

industrial de las BA, de forma que el sistema de difusión o generación de oxígeno permite 

alcanzar el funcionamiento apropiado de los fermentadores que son utilizados para la 

producción industrial del vinagre.  

 

1.4. Formación de biofilms bacterianos 

 Se puede definir de manera general un biofilm como una comunidad de 

microorganismos que se encuentran unidos a una superficie (O´Toole et al., 2000). Los 

microorganismos que forman el biofilm suelen estar embebidos en una matriz polimérica 

extracelular, compuesta por exopolisacáridos, proteínas y otras macromoléculas, así como 

diversos productos procedentes de la lisis de las bacterias (Branda et al., 2005; Ramirez-Mata et 

al., 2014). Existen muchos tipos de biofilms: biofilms formados sobre una superficie sólida, como 

puede ser la superficie de agar de una placa de cultivo, biofilms adheridos a una superficie sólida 

en la interfase de contacto con un líquido, como sucede cuando se produce una contaminación 

en mangueras y en depósitos de vinos que no han sido bien higienizados, biofilms que flotan 

sobre una superficie líquida en la interfase con el aire (el también denominado "velo", "manto", 

o "madre" en el caso del vinagre), y biofilms sumergidos en un líquido donde crecen las bacterias 
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(Vlamakis et al., 2013). En el caso del vino, salvo en los vinos de crianza biológica, la formación 

de biofilms no es deseada e indica contaminación o crecimiento incontrolado de 

microorganismos. Todo lo contrario ocurre en el proceso de elaboración de vinagres: la 

formación del "velo" de BA o "madre" del vinagre es el requisito indispensable para la 

elaboración de los vinagres por el método tradicional o método de fermentación acética en 

superficie. 

La formación del biofilm sigue varias etapas (O'Toole et al., 2000; Nazar 2007): 1) 

acondicionamiento de la superficie; 2) unión inicial de las células a la superficie con una 

adhesión reversible; 3) adhesión irreversible; 4) maduración del biofilm y 5) desprendimiento de 

bacterias, incluso hasta la dispersión del biofilm, para la formación de nuevos biofilms. En la 

Figura I-6 se representa este ciclo de formación del biofilm, comenzando con las células 

individuales suspendidas en el fluido flotando libremente, en su denominado estado 

planctónico. El contacto inicial célula-superficie normalmente es reversible, pero si los factores 

ambientales y la transmisión de las señales moleculares son favorables las células se unen de 

forma irreversible y comienzan a secretar EPS. La división celular y el crecimiento de la 

población, manteniendo la comunicación célula-célula, deriva en la formación de las 

microcolonias. El biofilm maduro posee una arquitectura compleja con microcolonias rodeadas 

de canales de agua que permiten el flujo de nutrientes en el interior del biofilm. La 

hidrodinámica y la comunicación célula-célula regulan el desarrollo de la arquitectura del biofilm 

(Stoodley et al., 2002a). Algunas células pueden volver al modo planctónico asegurando la 

colonización de nuevos nichos. Este desprendimiento de las células continúa y ocurre por 

factores físicos o por una sucesión programada de etapas mediante moléculas señalizadoras que 

permiten una hidrólisis local de la matriz de EPS. 

Adhesión 
reversible

Adhesión 
ireversible y 

formación de 
microcolonias

Biofilm maduro

Desprendimiento de bacterias

Células en 
estado 

planctónico

 

Figura I-6. Modelo de formación del biofilm y su ciclo de maduración (modificado de O´Toole et al., 2000).  
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1) Acondicionamiento de la superficie: Las propiedades de la superficie juegan un papel 

fundamental en la adhesión bacteriana. De forma general, cualquier superficie es vulnerable 

para el desarrollo del biofilm, incluyendo plástico, cristal, metal, madera y productos 

alimentarios. La adhesión a la superficie depende de sus propiedades físico-químicas como la 

textura (Donlan 2002), la carga de la superficie (Abdallah et al., 2009), hidrofobicidad (Donlan 

2002), pH, temperatura (Nilsson 2011), y los nutrientes (Donlan 2002). Si la materia orgánica 

presente en el líquido se adsorbe sobre las superficies y forma lo que se denomina “conditioning 

film”, cambia las propiedades químicas y físicas de la interfase con el líquido, volviéndose más 

favorable para la adhesión bacteriana (Tang et al., 2009). 

2) Adhesión reversible: La unión inicial de la bacteria puede ser activa o pasiva dependiendo de 

la movilidad o del trasporte de las células planctónicas y de la difusión o movimiento del fluido 

(precipitación de partículas, dinámica de fluidos) (Kumar & Anand 1998) pero depende 

principalmente de las propiedades físico-químicas de la superficie celular. Al principio las células 

que se adhieren sólo poseen una pequeña cantidad de EPS y pueden moverse de forma 

independiente (O´Toole & Kolter 1998b) gracias a los flagelos que facilitan su movilidad, o por 

deslizamiento por movimientos del fluido.  La adhesión es reversible ya que los microorganismos 

todavía no han llevado a cabo el proceso de diferenciación, que conlleva cambios morfológicos, 

los cuales permiten la formación del biofilm. La adhesión inicial entre las bacterias y la superficie 

inerte se produce por interacciones no específicas (como podrían ser las hidrofóbicas), mientras 

que la adhesión a superficies vivas se realiza mediante mecanismos específicos de acoplamiento 

molecular (Dunne 2002).  

3) Adhesión irreversible: El cambio de adhesión reversible a irreversible se produce por un 

cambio de la interacción débil de la bacteria con la superficie a un enlace permanente con la 

presencia de EPS. La transición hasta la adhesión permanente viene acompañada de cambios 

fisiológicos profundos (Stoodley et al., 2002a). Después de que se ha producido la unión 

irreversible, se necesitan importantes fuerzas para romper los enlaces formados, por ejemplo 

por reacción con compuestos químicos, por enzimas, detergentes, desinfectantes y/o calor para 

poder eliminar el biofilm (Sinde & Carballo 2000). En esta fase predominan las reacciones 

moleculares entre las paredes bacterianas y la superficie. Estas reacciones implican una 

adhesión firme mediada por estructuras poliméricas superficiales como: cápsulas, fimbrias, pilis 

y EPS. La formación de microcolonias resulta de la acumulación y crecimiento de los 

microorganismos asociado con la producción de EPS, que ayuda a la unión con la superficie y 

estabiliza la colonia frente a estreses medioambientales (Donlan 2002). 
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La característica principal que diferencia a los biofilms de simplemente bacterias adheridas a una 

superficie es que en los biofilms aparecen EPS que rodean a las bacterias. La composición del 

exopolisacárido es diferente en cada bacteria, puede ser alginato (Pseudomonas aeruginosa), 

celulosa (Salmonella typhimurium), poli-N-acetilglucosamina (Staphylococcus aureus) y también 

pueden ser de diferente composición dependiendo de las condiciones ambientales. La 

producción de EPS es importante para la protección contra factores externos negativos para el 

crecimiento bacteriano. 

4) Maduración del biofilm: En la maduración el biofilm se desarrolla según una estructura 

organizada que puede ser plana o en forma de “hongo” (Figura I-6). Las bacterias forman 

complejas microcolonias con canales de agua (Davey & O´Toole 2000), y muchas células alteran 

sus procesos fisiológicos (por ejemplo, crecen anaeróbicamente en las zonas profundas del 

biofilm) en respuesta a las condiciones dentro del biofilm. La densidad y complejidad del biofilm 

aumenta a medida que los organismos adheridos se replican, mueren y los componentes 

extracelulares de las bacterias interactúan con las moléculas orgánicas e inorgánicas del medio. 

El crecimiento del biofilm está limitado por la disponibilidad de nutrientes, la penetración de 

estos nutrientes dentro del biofilm y la eliminación de residuos. Otros factores que controlan la 

maduración del biofilm son: pH interno, penetración de oxígeno, fuentes de carbono y 

osmolaridad. 

5) Desprendimiento de bacterias: La etapa de desprendimiento es la última en el ciclo de 

formación del biofilm, y permite a las células volver al estado planctónico (Sauer et al., 2002). A 

veces se produce el desprendimiento en una zona del biofilm solamente y quedan espacios que 

actúan de canales dentro del biofilm. Las microcolonias en división continua en el biofilm liberan 

residuos y nutrientes que pueden servir para acondicionar superficies desnudas y para alimentar 

otras células. Si las condiciones de flujo lo permiten, se establece un equilibrio entre el 

crecimiento de la colonia y el flujo del fluido que favorece la liberación de pocas células, pero 

con un flujo intenso se pueden desprender más células. 

Las razones del desprendimiento pueden ser: a una perturbación externa como aumento en la 

fricción con el fluido (Stoodley et al., 2002b), procesos internos del biofilm como una 

degradación de EPS por enzimas endógenas, o la liberación de los EPS o de proteínas de unión a 

la superficie (Kaplan et al., 2003; 2004). Este desprendimiento hace posible la colonización de 

nuevos nichos (Sauer et al., 2002). La falta de nutrientes es una razón por la cual se desencadena 

el desprendimiento de las células para permitir la búsqueda de nutrientes en otras zonas 

(O’Toole & Kaplan 2000) y puede implicar el establecimiento de un nuevo biofilm en otra zona. 
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 1.5. Resistencia del biofilm 

Las bacterias que crecen formando un biofilm sobre una superficie son generalmente 

más resistentes a agentes antimicrobianos (biocidas y antibióticos) que aquellas bacterias que 

crecen en el estado libre o planctónico (Costerton et al., 1999; Dunne 2002) ya que, entre otros 

factores, la elevada concentración de EPS que protegen el biofilm les permite presentar 

resistencia a los biocidas (O´Toole et al., 2000). Así se ha demostrado que las células del biofilm 

pueden ser entre 10 y 1000 veces más resistentes que las células planctónicas a un gran número 

de antibióticos de amplio espectro (ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina, etc.) y 

de biocidas oxidantes del tipo del cloro, el yodo o el ozono (Stewart & Costerton 2001; Brown et 

al., 1995; Muller et al., 2007). Los mecanismos de resistencia de los biofilms son los siguientes: 

 

a) Penetración restringida del antimicrobiano: debido a los EPS de la matriz que limitan la 

difusión del antimicrobiano por la unión de éste a las bacterias externas y así confiere 

resistencia a las células del interior del biofilm. 

b) Baja tasa de crecimiento: la disminución de la tasa de crecimiento en ciertos sectores del 

biofilm es una estrategia efectiva para la supervivencia de dichas células, ya que los 

antibióticos son más efectivos en el ataque rápido de las células en crecimiento.  

c) Cambios fenotípicos: las bacterias expresan genes en respuesta a cambios ambientales de 

temperatura, oxidación, baja disponibilidad de oxígeno, daños del DNA, que se transfieren y 

logran un mecanismo de supervivencia específico y la resistencia a numerosos agentes. 

 

Estos factores solos o en combinación explican la supervivencia de las bacterias dentro de estas 

comunidades en el biofilm. 
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2. LA BACTERIOCINA NISINA 

 

2.1. Definición y clasificación de las bacteriocinas de bacterias lácticas 

 Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza peptídica, sintetizadas 

por las bacterias a nivel ribosómico y que posteriormente pueden sufrir modificaciones post-

traduccionales. Las bacteriocinas son activas generalmente frente a microorganismos 

relacionados taxonómicamente con la especie productora (Tagg et al., 1976), pero también se ha 

podido comprobar la acción bacteriocina frente a microorganismos taxonómicamente muy 

distantes (Rojo-Bezares et al., 2007).  

Las bacteriocinas se describieron por primera vez en E. coli (Gratia 1925) y se 

denominaron colicinas. El descubrimiento de la nisina en 1928 (Rogers & Whittier 1928) se 

produjo al observar cómo algunas cepas de Lactococcus lactis inhibían el crecimiento de otras 

BL. En la industria quesera se detectó la producción de bacteriocinas por BL responsables del 

proceso de elaboración, y estas bacteriocinas inhibían el crecimiento de bacterias patógenas y 

nocivas para la conservación del queso (Cotter et al., 2005). La nisina es de gran interés en la 

industria alimentaria ya que se usa como conservante antibacteriano (Delves-Broughton et al., 

1996). La nisina producida por L. lactis está reconocida por la FDA (Food and Drug 

Administration) para ser utilizada comercialmente, y está legalizada como conservante (E-234) 

en la Unión Europea y EEUU. Por lo tanto resulta de gran interés su utilización como 

bioconservante en la industria alimentaria ya que evita las alteraciones ocasionadas por 

bacterias Gram-positivas tales como Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria (Cotter et al., 

2005). Desde el descubrimiento de la nisina hasta la actualidad se ha descrito la producción de 

bacteriocinas todos los géneros de BL, y hasta el día de hoy se están encontrando nuevas 

bacteriocinas (Zendo 2013; Pérez et al., 2014). 

 Las bacteriocinas producidas por BL constituyen un grupo estructural y funcionalmente 

muy amplio y heterogéneo. Presentan en general un rango de inhibición amplio, no siempre 

requieren de receptores específicos para su acción bacteriocina, y sus determinantes genéticos 

pueden localizarse tanto en el cromosoma como en plásmidos (Tagg et. al., 1976). Son péptidos 

de bajo peso molecular, de naturaleza catiónica e hidrofóbicos, que forman poros en la 

membrana plasmática de las células sensibles, siendo por tanto bactericidas (Moll et al., 1999). 

Aunque la mayoría de ellas están constituidas por los aminoácidos naturales de las proteínas, es 

de destacar la presencia de aminoácidos modificados (lantionina y β-metil-lantionina y sus 
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precursores dehidroalanina y dehidrobutirina) en la forma activa de aquellas que reciben el 

nombre genérico de lantibióticos.  

Las bacteriocinas de BL se han clasificado en base a su secuencia de aminoácidos, la 

estabilidad al calor, el tamaño, el modo de acción, actividad biológica, mecanismos de secreción 

y la presencia de aminoácidos modificados. Las bacteriocinas de las BL se han clasificado en 4 

grandes clases (Diep & Nes 2002; Cotter et al., 2005; Klaenhammer 1993): 

o Clase I (Lantibióticos): se denominan lantibióticos y son péptidos pequeños (<5 kDa y 

19-38 aminoácidos de longitud), termoestables, y que se caracterizan por la presencia 

de aminoácidos no usuales en su composición (lantionina y β-metil-lantionina), que se 

generan por modificaciones post-traduccionales como la deshidratación de serina y 

treonina para dar dehidroalanina y dehidrobutirina respectivamente (McAuliffe et al., 

2001). Aunque estos precursores puedan formar parte de la estructura final del 

lantibiótico, en muchas ocasiones sufren una condensación con el grupo sulfhidrilo de 

las cisteínas presentes en la molécula, formándose puentes alanina-S-alanina 

(lantionina) o ácido aminobutírico-S-alanina (β-metil lantionina) (Jung 1991). De acuerdo 

a sus propiedades estructurales y sus modos de acción los lantibióticos se clasifican en:  

i) Tipo A, péptidos de 2164 a 3488 Da, alargados y catiónicos, de estructura terciaria tipo 

sacacorchos, anfipáticos y con 2 a 7 cargas positivas. Son capaces de formar poros, que 

permiten la disipación del potencial de membrana y la entrada de pequeños metabolitos 

dentro de las células susceptibles.  

ii) Tipo B, péptidos de estructura globular, con tamaños menores que los anteriores 

comprendidos entre 1959 y 2041 Da, sin carga o cargados negativamente. Actúan 

alterando la actividad enzimática de las bacterias sensibles, por ejemplo, inhibiendo la 

formación de la pared celular (McAuliffe et al., 2001). En este grupo también 

encontramos lantibióticos formados por dos péptidos con actividad cooperativa.  
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Tabla I-2. Clasificación de las bacteriocinas de clase I. 

Clase Subclase Ejemplo Referencias Microorganismo 
productor 

Clase 
I 

I (Tipo A) 

Nisina A Rogers & Whittier 1928 L. lactis 
Nisina Z Mulders et al., 1991 L. lactis 
Epidermina Schnell et al., 1989 S. epidermidis 
Lactocina S Mørtvedt et al., 1991 L. sake 
Lacticina 481 Piard et al., 1992 L. lactis 

I (Tipo B) 
 

Mersacidina Chatterjee et al., 1992 Bacillus spp. 
Lacticina 3147 Ryan et al., 1999 L. lactis 
Citolisina Gilmore et al., 1994 E. faecalis 
Staphylococina C55 Navaratna et al., 1998 S. aureus 

 

o Clase II: péptidos (<15 kDa), estables al calor y que no contienen aminoácidos 

modificados (lantionina) en su estructura primaria, es decir, no sufren modificaciones 

post-traduccionales. Junto con los lantibióticos es la clase más numerosa de 

bacteriocinas y la más frecuente entre las BL. Se caracterizan por tener una señal de 

procesamiento del péptido líder común (-Gly-Gly). En función de homologías en su 

estructura primaria, espectro de inhibición y número de péptidos componentes pueden 

subdividirse en 4 subgrupos: 

i) Clase IIa: péptidos de 36-38 aminoácidos, activos frente a Listeria, que mantienen una 

alta identidad entre las secuencias peptídicas de este subgrupo (40-70 %). Comparten 

una secuencia consenso en la región NH2-terminal: -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys- (X es 

cualquier aminoácido). Dentro de este grupo se encuentran: la pediocina PA-1/AcH de P. 

acidilactici; las sakacinas A y P producidas por L. sake algunas bacteriocinas sintetizadas 

por Leuconostoc spp. como la leucocina A y la mesentericina Y105 y las 

carnobacteriocinas BM1 y B2 de Carnobacterium piscicola LV17. 

ii) Clase IIb: bacteriocinas cuya actividad biológica depende de la acción complementaria 

de dos péptidos distintos. En este grupo se incluyen la lactococina M y la lactococina G 

producidas por cepas de L. lactis. Otros ejemplos son la lactacina F y la plantaricina S 

sintetizadas por Lb. johnsonii y Lb. plantarum respectivamente.  

iii) Clase IIc: a este grupo sólo pertenece la lactococina B. Su actividad biológica depende 

del estado reducido de un residuo de cisteína al igual que ocurre con ciertas toxinas tiol-

activadas. 

iii) Clase IId: incluye todas aquellas bacteriocinas que no cumplen alguno de los 

requisitos exigidos en los grupos anteriores como, por citar algún ejemplo, la 
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diplococina/lactococina A producidas por L. lactis, la carnobacteriocina A  y la piscicolina 

61, ambas producidas por C. piscicola, y la lactacina B sintetizada por L. acidophilus. 

o Clase III (No lantibióticos): proteínas de más de 15 kDa que están constituidas 

exclusivamente por aminoácidos no modificados y son sensibles al calor. La helveticina J 

es la principal representante de este grupo, en el que también se incluyen la 

acidofilucina A, las lacticinas A y B y la caseicina 80. Todas ellas producidas por cepas de 

Lactobacillus spp. 

o Clase IV (Bacteriocinas mixtas): presentan, asociada a la porción peptídica, un 

componente glucídico o lipídico esencial para su actividad biológica. Como ejemplo de 

bacteriocinas con fracciones glucídicas podemos citar a la leucocina S y, de las que 

poseen lípidos, las lactostrepcinas. La lactocina 27 presenta una estructura aún más 

compleja con motivos de ambos tipos. No obstante, no se ha descrito el mecanismo 

molecular mediante el cual se produce la unión de los motivos no proteicos. 

 

2.2. Nisina: características y estructura 

Desde su descubrimiento y sus aplicaciones como agente inhibidor de microorganismos 

alterantes en la fabricación de quesos, la nisina ha sido objeto de continuos estudios. Está 

admitida como conservante alimentario y se produce a escala industrial para su 

comercialización. Es producida por cepas de la especie L. lactis, su producción representa un 

fenotipo muy extendido y se han aislado Lactococcos productores de nisina de ambientes 

variados como: leche, productos lácteos, vegetales fermentados, productos cárnicos de orígenes 

muy diversos y leche humana (Martínez et al., 1995; Rodríguez et al., 1995a; Olasupo et al., 

1999; Ayad et al., 2002; Beasley et al., 2004). La producción de nisina confiere a L. lactis una 

ventaja selectiva entre otras bacterias. 

La nisina A es un péptido catiónico y anfipático de 34 aminoácidos, que se clasifica 

dentro de la familia de los lantibióticos. Existen variantes naturales de la nisina: Z, Q y U que 

difieren entre 1, 4 y 12 aminoácidos de la nisina A respectivamente (Mulders et al., 1991; Zendo 

et al., 2003; Wirawan et al., 2006). La nisina A y nisina Z que difieren entre ellas sólo en el 

aminoácido 27 (Figura I-7). La frecuencia de cepas productoras de nisina A y Z es 

aproximadamente la misma (De Vos et al., 1993), lo cual confirma la neutralidad de la mutación 

de un aminoácido por otro. Este péptido policíclico está compuesto por residuos aminoacídicos 

deshidratados Dha y Dhb (dehidroalanina y dehidroburitina) y cinco anillos de lantionina y/o β-

metil-lantionina formados por puentes disulfuro, en su cadena aminoacídica en modificaciones 
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post-traduccionales que sufre la cadena peptídica a nivel de ribosoma (Rollema et al., 1996; 

Cotter et al., 2005; Cheigh & Pyun 2005). 

H2N
COOH

1

5

10
15

20

25 30

34

Nisina Z
 

Figura I-7. Estructura primaria de la nisina A. Ala-S-Ala representa el anillo de lantionina, Abu-S-Ala 
representa el anillo de β-metil-lantionina y los aminoácidos deshidratados: Dha (dehidroalanina) y Dhb 
(dehidrobutirina). La flecha indica que la sustitución del aminoácido His 27 por Asn27 convierte la nisina A 
en nisina Z (adaptado de Cotter et al., 2005; Cheigh & Pyun 2005). 

 

La estabilidad, solubilidad y actividad biológica de la nisina depende del pH. La nisina es 

más estable y soluble a pHs ácidos, por lo cual su aplicación como conservante está favorecida 

en alimentos ácidos o fermentados. A pH=2 la solubilidad es de 56 mg/ml mientras que a pH=7 

disminuye a 1 mg/ml. La estructura sencilla de la nisina le confiere una alta resistencia al 

tratamiento térmico, soporta el autoclavado, y también disminuye la termorresistencia al 

aumentar el pH. Debido a su naturaleza peptídica, la nisina se inactiva por la acción de 

numerosas proteasas como la tripsina y la quimotripsina presentes en el tracto gastrointestinal. 

También se han descrito unas enzimas inactivadoras específicas o nisinasas, producidas por 

algunas especies de Bacillus y Streptococcus. Mediante cambios puntuales de los aminoácidos en 

las posiciones 5, 27 y 31 han dado variantes de la nisina más estables y con mayor solubilidad a 

pH neutro (Rollema et al., 1995). 

 

2.3. Biosíntesis y producción de nisina 

Los genes estructurales de las bacteriocinas van acompañados de otros, necesarios para 

su expresión y procesamiento y se organizan en operones. Sus funciones han sido investigadas 

por mutagénesis, transferencia, inactivación/superproducción, y/o por aislamiento y 

caracterización de sus productos (Klaenhammer 1993). La síntesis de nisina es compleja, y 

requiere procesos de transcripción, traducción, modificaciones post-traduccionales, secreción y 

procesamiento de señales celulares muy variadas (Engelke et al., 1992; Montville & Chen 1998). 

Las bacteriocinas pueden estar codificadas en el cromosoma y en plásmidos (Klaenhammer 
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1993, de Vuyst & Vandame 1994a). En principio se pensaba que la síntesis de nisina presentaba 

localización plasmídica (Kozak et al., 1974; Gasson 1984), sin embargo, análisis moleculares 

establecieron su localización en un transposón conjugativo de 70 kb (Horn et al., 1991; Rauch et 

al., 1994) con dos lugares específicos de unión con el cromosoma de L. lactis. 

La biosíntesis de bacteriocinas depende de una estructura genética compuesta 

generalmente por (Nes et al., 1996): 1) gen estructural: codifica la pre-bacteriocina, aunque en 

algunos casos existen varios genes estructurales que codifican diferentes componentes de la 

misma; 2) gen de inmunidad: cuyo producto protege a la célula frente a la bacteriocina y que 

está relacionado con el gen estructural e incluso forma parte de la misma unidad de 

transcripción; 3) gen que codifica un transportador ABC que excreta la bacteriocina y cataliza su 

procesamiento; 4) gen que codifica una proteína accesoria: parece ser esencial para la secreción 

de la bacteriocina pero su papel es todavía desconocido.  

 Las bacteriocinas se sintetizan como pre-péptidos inactivos, que contienen un péptido 

señal en la región N-terminal, y que mantiene a la bacteriocina de forma inactiva dentro de la 

célula productora, facilitando su interacción con el transportador. En el caso de los lantibióticos 

es importante para el reconocimiento del pre-péptido por las enzimas que realizan las 

modificaciones post-traduccionales. El péptido señal puede moverse hacia el espacio 

periplásmico por las mismas proteínas transportadoras (tipo ABC dependientes del ATP) o por 

proteínas serina-proteasa presentes en la parte externa de la membrana celular. De esta 

manera, el extremo carboxilo terminal es separado del péptido líder y es liberado al espacio 

extracelular representando al péptido biológicamente activo. Las bacterias poseen proteínas que 

las protegen de la acción de sus propias bacteriocinas. Se han propuesto dos sistemas de 

protección: 1) una proteína específica que secuestra e inactiva la bacteriocina, o bien se une al 

receptor de la bacteriocina cambiando su estructura conformacional haciéndolo inaccesible; 2) 

mediante las proteínas de transporte ABC proporcionan un mecanismo de protección mediante 

la expulsión de las bacteriocinas que se unen a la membrana. 

La nisina se sintetiza inicialmente en el ribosoma como un precursor y después 

modificaciones enzimáticas generarán la molécula con sus caracteristicas físicas y estructurales. 

Finalmente la molécula modificada se transloca a través de la membrana citoplasmática y pasa a 

su forma madura (Kleerebezem et al., 1997). El sistema de autorregulación de la biosíntesis de la 

nisina se denomina sistema NICE (NIsin-Controlled Expressión) y la nisina actúa como inductor 

de su propia síntesis a través de un sistema de 2 componentes: NisK (NisK actúa como sensor 

para la nisina) y NisR (regulador de respuesta) (Kuipers et al., 1995).  
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La biosíntesis de nisina está codificada por 11 genes (Figura I-8), organizados en 3 

operones: nisABTCIP, nisRK y nisEFG, que regulan la expresión del gen estructural nisA (Kaletta & 

Entian, 1989). La transcripción de los genes está dirigida por tres promotores: PnisA del operón 

nisABTCIP, PnisFEG del operón nisFEG  (ambos inducibles por la concentración de nisina en el 

medio) y el promotor constitutivo PnisRK del operón nisRK (de Ruyter et al., 1996). 

 

Figura I-8. Representación del operón de genes para la síntesis de nisina (sistema NICE). Las flechas negras 
indican los tres promotores que regulan la expresión de los genes para la nisina. PnisA indica el promotor 
que controla la expresión de los genes del sistema NICE (Mierau et al., 2005). 

 

A continuación se describe en proceso de síntesis de la nisina y su regulación (Kuipers et al., 

1995; Mierau et al., 2005, Khusainov et al., 2015) (Figura I-9): 

1) En primer lugar tiene lugar la síntesis de la pre-nisina (57 aminoácidos) codificada por el gen 

nisA, que incluye el péptido líder de 23 aminoácidos, y los 34 aminoácidos del extremo C-

terminal que después de modificaciones post-traduccionales darán lugar a la nisina madura. El 

péptido líder es necesario para el transporte de la nisina al exterior celular, y es escindido para 

que la nisina adquiera su forma activa. El péptido líder sirve como señal de reconocimiento para 

las enzimas NisB y NisC, para el transportador NisT, para la proteasa NisP, y hace que la prenisina 

sea inactiva en el interior de la célula. 

2) Las modificaciones post-traduccionales son la deshidratación de los residuos de Ser 

(posiciones 3, 5 y 33) y de Thr (posiciones 2, 8, 13, 23 y 25) daría lugar a la formación de los 

aminoácidos deshidroalanina y deshidrobutirina, respectivamente debido a la acción de la 

deshidratasa NisB codificada por el gen nisB. Por su parte, las cisteínas (posiciones 7, 11, 19, 26 y 

28) reaccionarían con los residuos vecinos de deshidroalanina (posición 3) y deshidrobutirina 

(posiciones 8, 13, 23, 25) para formar anillos: uno de lantionina y cuatro de β-metil-lantionina 

por acción de la ciclasa NisC (Ingram 1970). Las proteínas NisB y NisC están asociadas a la 

membrana plasmática e interaccionan entre sí y con el trasportador ABC codificado por nisT. 

Una vez modificada la pre-nisina es transportada, procesada y secretada.  
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3) La pre-nisina es transportada por NisT que es un trasportador ABC encargado de la secreción 

de la pre-nisina al medio extracelular. Si el gen nisT está inactivado, L. lactis es incapaz de 

secretar nisina al medio extracelular aunque la sigue produciendo en el medio intracelular. 

4) Ya en el exterior, NisP que es una serín-proteasa mediante proteólisis escinde el líder de la 

nisina, pasando ésta a su forma activa en el exterior. Si la nisina se libera al medio unida al 

péptido líder por inactivación del gen nisP, es inactiva. 

5) Para proteger a la célula productora se expresan las proteínas que le confieren inmunidad 

frente a la nisina. Estas proteínas están asociadas a la membrana y están codificadas por los 

genes: nisI, nisFEG (Kuipers et al., 1993; Li & O´Sullivan 2002). Cuando alguno de estos genes se 

inactiva, se sigue sintetizando nisina, pero las cepas se vuelven mucho más sensibles a ésta 

(Siegers & Entian 1995).  

6) La regulación tiene lugar por un sistema de transducción de dos componentes NisK y NisR 

inducido por la propia nisina. La histidin-quinasa de la membrana citoplasmática NisK es la 

proteína sensora, se une a la nisina madura, y se autofosforila. A continuación NisK transfiere el 

grupo fosfato al regulador de respuesta NisR que se activa e induce la transcripción de los dos 

promotores: PnisA y PnisFEG, con lo que se induce la síntesis de la pre-nisina y la inmunidad a 

ésta. La nisina presente en el citoplasma se adsorbe a la membrana e interactúa con NisK 

pudiendo desencadenar la transducción de la señal sin necesidad de estar en el medio 

extracelular (Kylä-Nikkilä et al., 1999). 

P
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nisina

señal

 

Figura I-9. Esquema del sistema NICE con sus componentes y su función (Kuipers et al., 1995 modificado). 
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2.4. Modo de acción de la nisina 

De manera general, las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas actúan 

sobre otras especies Gram-positivas, y la nisina es activa frente bacterias Gram-positivas de una 

gran variedad de géneros bacterianos: Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Listeria y 

Mycobacterium, así como frente a las formas vegetativas y esporas de Bacillus y Clostridium. 

Presenta acción inhibidora sobre los principales géneros de BL presentes en el vino: 

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Oenococcus.  

El mecanismo de acción de la nisina frente a las bacterias es la formación de poros en las 

membranas de las bacterias sensibles (Moll et al., 1999), provocando la disipación del potencial 

de membrana (ΔΨ) y la pérdida rápida de metabolitos como aminoácidos, nucleótidos y ATP, 

produciendo la detención del metabolismo celular. La nisina posee una potente actividad in vivo, 

siendo activa en el rango de nanomoles. Su actividad antimicrobiana se inicia mediante su unión 

al precursor de la síntesis de peptidoglicano, el Lípido II, como paso previo a la formación de 

poros, e inhibe así la síntesis de la pared celular (Brötz et al., 1998). El estudio de Wiedemann y 

col. (2001) demostró que la nisina actúa sobre las membranas por dos mecanismos diferentes: 

1) A altas concentraciones (rango µM) los poros se formarían sin la participación del Lípido II. La 

nisina se une a la pared celular de la bacteria sensible mediante atracciones electrostáticas, 

facilitada por la carga positiva de la nisina y la carga negativa de la pared, para insertarse en la 

bicapa lipídica por su extremo N-terminal, produciendo una permeabilización y desestabilización 

de la membrana que deriva en la formación del poro. En este caso para que se produzca una 

actividad óptima de la nisina, las membranas deben poseer un contenido del 50-60 % de 

fosfolípidos cargados negativamente, siendo muy importante el extremo carboxi-terminal de la 

nisina, cargado positivamente, para la unión inicial (Moll et al., 1999). Los poros formados son 

selectivos para los aniones (Figura I-10a). 

2) Sin embargo, cuando existe Lípido II disponible, la nisina se une a él siguiendo el modelo de 

actuación de la Figura I-10b y actúa a bajas concentraciones (rango nM). 
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Figura I-10. Mecanismo de acción de los lantibióticos de tipo A y B (Héchard & Sahl 2002). (a) en 
concentraciones µM los péptidos catiónicos tipo A (nisina) forman una cuña en la membrana para después 
generar poros independientes. (b) en concentraciones nM la nisina forma poros usando el Lípido II como 
molécula diana. (c) unión al lípido II e impide la incorporación al peptidoglicano, esta acción es intrínseca 
en la nisina (Wiedemann et al., 2001). 

 

La vida media de los poros, en presencia del Lípido II aumenta de milisegundos a 6 

segundos, e incluso el diámetro de los mismos también se incrementa de 1 a 2,5 mm 

(Wiedemann et al., 2001; 2004). También se ha observado que la unión de la nisina al Lípido II 

favorece el cambio de orientación de la nisina en la superficie de las membranas celulares, 

pasando de una orientación paralela a una orientación perpendicular respecto a la membrana. 

 

Las bacterias Gram-negativas poseen una elevada resistencia a la acción de la nisina y la 

razón de que la nisina tenga problemas para actuar frente a las bacterias Gram-negativas es el 

efecto protector de la capa externa de peptidoglicano característica de bacterias Gram-

negativas, la cual protege la membrana citoplasmática. Esta capa externa contiene 
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glicerofosfolípidos en la parte interior y lipopolisacáridos (LPS) en la exterior. Los LPS están 

compuestos por una parte lipídica y un heteropolisacárido de carácter aniónico, por lo que se 

unen fuertemente a superficies hidrofílicas. Sin embargo, la nisina es una molécula hidrofóbica y 

no puede atravesar la membrana externa, no pudiendo ejercer por tanto su acción (Gill & Holley 

2003). Sin embargo cuando las bacterias Gram-negativas se exponen a agentes quelantes como 

el EDTA (Stevens et al., 1991), se eliminan los cationes que estabilizan la membrana externa, la 

capa de LPS se pierde parcialmente y la membrana no funciona como barrera a la penetración 

de la nisina. Como consecuencia, la bacteria es sensible a antibióticos hidrofóbicos como es el 

caso de la nisina (Helander et al., 2000). Diferentes estudios corroboran este hecho, por ejemplo 

los estudios de Stevens y col. (1991)  y Boziaris & Adams (1999) describen la actividad de la 

nisina frente a la especie Gram-negativa Salmonella y E. coli respectivamente, pero sólo cuando 

la integridad de la membrana se ha visto afectada por agentes quelantes previamente (EDTA) o 

se añaden junto a la nisina. También se probó en el estudio de Kalchayananmd y col. (1992) que 

bacterias Gram-negativas o incluso Gram-positivas resistentes a la nisina, pueden volverse 

sensibles a ésta si han sido sometidas a condiciones de estrés por frío, calor o acidez. 

Recientemente Khan y col. (2015) probaron la inhibición de E. coli y Salmonella typhimurium 

(patógenos Gram-negativos) y Listeria monocytogenes (patógeno Gram-positivo) mediante la 

acción de la nisina (125-150 mg/ml) en combinación con Na-EDTA (20 mM) con un pH entre 5 y 

6. En el estudio de Brewer y col. (2002) se probó que el etanol actúa de forma sinérgica con la 

nisina reduciendo la viabilidad de Listeria monocytogenes, un patógeno que suele aparecer en 

alimentos fermentados, sobretodo en quesos.  

Los estudios del efecto de la nisina sobre bacterias del vino (Mendes Faia & Radler 1990; 

Bartowsky et al., 2009; Chun et al., 2000; Rojo-Bezares et al., 2007) demuestran la inhibición de 

las BL presentes en el vino, siendo O. oeni la especie más sensible, y que puede presentar un 

efecto bactericida si se utilizan concentraciones de nisina superiores a la inhibitoria. Además la 

acción de la nisina parece no verse afectada por los compuestos fenólicos y polifenoles 

presentes en el vino (Knoll et al., 2008). 

 

2.5. Aplicación de la nisina en la industria alimentaria 

 Las bacteriocinas de BL presentan un gran potencial como conservantes de alimentos, 

por su actividad antimicrobiana específica frente a diferentes bacterias patógenas y alterantes. 

Las BL poseen el estatus QPS (qualified presumption of safety) otorgado por la EFSA (European 

Food Safety Authority) europea, lo cual implica que no presentan riesgos de la salud y que han 
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formado parte de forma natural de la alimentación humana. En algunos casos las bacteriocinas 

presentan la capacidad de inhibir a potenciales patógenos alterantes asociados con alimentos 

como: B. cereus, S. aureus, L. monocytogenes, Clostridium spp. Debido a sus propiedades 

químicas son resistentes a tratamientos térmicos y cambios en el pH que se producen en la 

fabricación y procesado de alimentos, siendo su pequeño tamaño beneficioso para la mejor 

difusión en el alimento. 

Únicamente la nisina (Nisaplin, Danisco) y la pediocina PA-1/AcH (ALTA 2431, Quest) han 

sido comercializadas para ser usadas en alimentación (Cotter et al., 2005). En la búsqueda de 

nuevas bacteriocinas para su uso en alimentación se consideran diferentes criterios como: 1) la 

cepa productora debe poseer el estatus QPS; 2) la bacteriocina secretada debe presentar un 

amplio espectro de inhibición que incluya a ser posible bacterias patógenas; 3) la bacteriocina 

debe ser estable frente al calor; 4) no debe producir riesgo para la salud; 5) su adición en los 

productos debe mejorar las cualidades, el sabor y la seguridad del alimento; 6) las bacteriocinas 

deberían presentar alta actividad específica. Otro factor importante es el pH óptimo para la 

estabilidad y solubilidad (Delves-Broughton et al., 1996; Kalchayanand et al., 1998; Stevens et 

al., 1991; Boziaris & Adams 2000, 2001). La nisina está autorizada como conservante en 

aproximadamente 50 países (Delves-Broughton et al., 1996).  

Las bacteriocinas se pueden utilizar en la industria de tres maneras (Schillinger & Holzapfel 

1996): 1) Mediante inoculación de los alimentos con la BL productora de bacteriocina, 

previamente se debe asegurar la capacidad de crecer y producir bacteriocina en esas 

condiciones; 2) Adición de la bacteriocina purificada o semi-purificada como conservante; 3) Uso 

de productos previamente fermentados o semi-fermentados por la cepa productora de 

bacteriocina como un ingrediente en el procesamiento del alimento. 

 

Las principales ventajas que presenta la nisina son: 

o Debido a su naturaleza peptídica es degradada por las enzimas digestivas, siendo por 

tanto inocua para el consumidor y su microbiota intestinal (Barefoot & Nettles 1993). 

o Presenta una elevada termorresistencia, lo cual le permite conservar su actividad 

antimicrobiana tras ser sometidas a temperaturas de pasteurización y esterilización (De 

Vuyst & Vandamme 1994b). 
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o Presenta un amplio espectro antimicrobiano frente a diversas bacterias Gram positivas 

patógenas y algunas Gram negativas. Además se ha demostrado su actividad frente a las 

bacterias enológicas en su forma planctónica (Rojo-Bezares et al., 2007). 

o Es la bacteriocina más caracterizada, de fácil manipulación genética y se encuentra 

comercializada. 

o No presenta toxicidad ni contribuye con olor, color o sabor al producto alimenticio. 

En la industria alimentaria se ha utilizado la nisina como bioconservante de productos 

lácteos (especialmente quesos), productos cárnicos, productos elaborados con huevo líquido, 

zumos de frutas y alimentos enlatados (Ruiz-Larrea et al., 2007). 

 

2.6. Metabolismo de la arginina en Lactococcus lactis 

Lactococcus lactis se asocia con la producción de alimentos y su conservación desde 

hace siglos, es la BL más estudiada relacionada con alimentos y se emplea como iniciador en la 

industria de productos lácteos fermentados, especialmente en la elaboración de queso. L. lactis 

MG1363 es una cepa libre de plásmidos, obtenida de un fermentado lácteo iniciador, y se 

encuentra en laboratorios y colecciones de todo el mundo, por ser considerado un prototipo 

para estudios genéticos y fisiológicos en BL. Respecto a su metabolismo aminoacídico, los 

aminoácidos que utiliza se pueden clasificar en tres grupos: I) aminoácidos degradados por la 

ruta ADI (Arg, Glu, Gln y Pro), II) aminoácidos que se pueden convertir directamente a piruvato 

(Ala, Cys, Gly, Ser) o vía oxalacetato (Asp, Asn y Thr), y III) aminoácidos cuyas vías de degradación 

no están bien caracterizadas (Ile, Leu, Val, Phe, Trp, Tyr, Lys, His y Met) (Adamberg et al., 2012).  

 La arginina no es un aminoácido esencial para esta cepa (Wegmann et al., 2007), pero es 

una rica fuente en nitrógeno. Puede ser sintetizada desde glutamato mediante ocho rutas 

enzimáticas. Su degradación es completa hasta ornitina, amonio y dióxido de carbono mediante 

la vía ADI (arginina deiminasa), la cual es catalizada por tres enzimas: arginina deiminasa (ArcA), 

ornitina carbamoiltransferasa (ArcB) y carbamato quinasa (ArcC). El metabolismo de la arginina 

en L. lactis está regulado por dos reguladores transcripcionales denominados ArgR y AhrC 

(Larsen et al., 2004). Ambos reguladores transcripcionales se requieren para reprimir la 

biosíntesis de arginina, mientras que AhrC es el regulador responsable de la activación del 

catabolismo de la arginina (Larsen et al., 2004).  

 Las respuestas al estrés de L. lactis han sido estudiadas durante años, encontrándose 

estudios sobre la respuesta a diferentes tipos de estrés: osmótico (Sanders et al., 1998; Zhang et 
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al., 2010), oxidativo (Miyoshi et al., 2003), a condiciones conjuntas de estrés oxidativo y ácido 

(Cretenet et al., 2011), estrés ácido (Budin-Verneuil et al., 2007; Zhang et al., 2007; Carvalho et 

al., 2011), shock por calor (Kim & Batt 1993) o por frío (Panoff et al., 1994), por la carencia de 

nutrientes (Price et al., 2012), a la presencia de antibióticos (Dorrian et al., 2011). Se han 

descrito tanto rutas de respuesta como respuestas cruzadas a diferentes tipos de estrés y 

relaciones entre rutas.  

 Para L. lactis se había descrito que utilizaba la vía de degradación de la arginina para 

resistir al estrés oxidativo en la industria quesera (Rochat et al., 2012) y para la generación de 

energía en situaciones de carencia de azúcares (Brandsma et al., 2012). Sin embargo, no se había 

descrito la respuesta al etanol de L. lactis. En nuestro grupo se realizó un estudio 

transcriptómico sobre la respuesta de L. lactis demostrando la sobre-expresión a nivel 

transcriptómico de los genes arcABCDT en respuesta a la presencia de etanol en el medio de 

cultivo (Díez et al., 2015, en revisión). Y nuestro estudio será el primero en describir la respuesta 

metabólica de L. lactis al  etanol.  

 A continuación se describe la degradación de la arginina por la vía ADI para L. lactis 

MG1363, ya que en nuestros estudios se utilizó como cepa modelo que es, para realizar el 

estudio a nivel metabólico de esta ruta. 

 

2.7. Ruta ADI de degradación de la arginina 

 L. lactis es capaz de sintetizar la arginina a partir de glutamato (Figura I-11), y también 

de degradarla mediante la ruta ADI como se indica en la Figura I-12. 
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Figura I-11. Síntesis de arginina a partir de glutamato en Lactococcus lactis. Fuente: 
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?llm00330. 
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Figura I-12. Degradación de la arginina por la vía ADI en Lactococcus lactis. Fuente: 
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?llm00330. 
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 En la ruta ADI de degradación de la arginina el balance de la reacción por cada mol de 

arginina es la producción de un mol de ornitina y uno de CO2, dos moles de amonio y un mol de 

ATP (Poolman et al., 1987a). En esta reacción actúan tres enzimas en el siguiente orden (Figura I-

12): ADI (EC 3.5.3.6) arginina deiminasa, que cataliza la desaminación de la arginina, generando 

citrulina y amonio, con un ligero aumento del pH; OTC (2.1.3.3.) ornitina carbamiltransferasa, 

cataliza la fosforólisis de citrulina a ornitina y carbamil-fosfato; CK (EC 2.7.2.2.) carbamato 

quinasa, cataliza la conversión reversible del carbamil-fosfato a CO2 y NH3, generando ATP 

(Larsen et al., 2004; Fernández & Zúñiga 2006). Las enzima ADI y OTC son inducidas por la 

presencia de arginina en el medio, sin embargo la enzima CK es constitutiva en L. lactis subsp. 

lactis y en L. lactis subsp. cremoris (Crown et al., 1982). Como consecuencia de la degradación de 

la arginina por esta vía, se produce amonio, que incrementa el pH. Este aumento de pH juega un 

papel importante para la resistencia de las BL en un ambiente ácido. Como consecuencia de la 

degradación de arginina se puede generar carbamato de etilo, por reacción de la citrulina 

generada (Figura I-12) con el etanol presente en el medio. También se pueden producir 

agmatina (vía arginina descarboxilasa) o putrescina por la vía agmatina-deiminasa (Figura I-12). 

El transporte de la arginina está mediado por un transportados que intercambia arginina y 

ornitina, que es dirigido por la diferencia de gradiente entre el interior y el exterior celular, 

habiendo sido caracterizado en L. lactis (Poolman et al., 1987b). 

 El metabolismo de la arginina en L. lactis está controlada por dos reguladores 

transcripcionales denominados ArgR y AhrC, que son proteínas hexaméricas complejas pueden 

reprimir la síntesis de la arginina pero tienen distinta función en la activación del catabolismo 

(Larsen et al., 2004). En la síntesis de arginina (Figura I-11) están implicados los operones 

argCJDBF, argGH y gltSargE, y todos ellos están reprimidos por la presencia de ambos 

reguladores, tanto ArgR como AhrC. Sin embargo en el catabolismo de la arginina (Figura I-12) 

actúa un operón: arcABD1C1C2TD2 el cual se activa por el producto de ahrC, de modo que AhrC 

es el regulador responsable de la activación del catabolismo de la arginina. 

Cabe señalar aquí que la arginina es uno de los aminoácidos más importantes en el vino,  puede 

encontrarse desde 100 mg/l hasta 2-3 g/l, y por tanto puede ser metabolizada durante la FML. 

De hecho, para O. oeni, la vía ADI es la ruta de degradación de la arginina más común (Araque et 

al., 2009). Esta vía metabólica suministra energía, y las cepas que presentan todos los genes 

involucrados en ella, presentan una ventaja para la supervivencia y crecimiento. Desde el punto 

de vista enológico, la formación de citrulina como intermediario en la vía ADI de degradación de 

la arginina podría presentar un problema ya que es precursor del carbamato de etilo, pero si 

aparce citrulina en el vino, lo suele hacer en bajas concentraciones (Bordons & Reguant 2013).  
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3. BACTERIAS ACÉTICAS 

 

3.1. Las bacterias acéticas y el vinagre 

 Tal y como se ha mencionado en apartados anteriores, la BA son bacterias cuyo 

crecimiento no es deseado en el vino, pero sí para la elaboración del vinagre puesto que es 

imprescindible que se desarrollen para que transformen el etanol en ácido acético y se obtenga 

un vinagre de calidad. En los países mediterráneos se produce una gran variedad de vinagres 

que se emplean como condimento y como agente acidificante muy eficaz para la conservación 

de alimentos. La elaboración de vinagre se realiza mediante dos métodos bien definidos: a) 

mediante un proceso lento de cultivo en superficie, también denominado método tradicional, en 

el cual las BA forman un biofilm en la superficie del vino que tiene el aspecto de una capa 

grasienta, el denominado "velo" o "madre" del vinagre; y b) mediante una fermentación rápida 

con cultivo sumergido, o método industrial.  

 El método tradicional de cultivo en superficie más antiguo se denomina método Orleans 

o método Pasteur, y recibe su nombre en honor a Louis Pasteur, quien en 1864 demostró que la 

trasformación del vino en vinagre se debía al desarrollo en la superficie de un velo formado por 

el crecimiento de bacterias, las que él denominó "Mycoderma aceti". El método Orleans o 

Pasteur de elaboración era el empleado por la principal industria vinagrera, que exportaba su 

vinagre de vino a las Islas Británicas, y que se hallaba en Orleans, donde aún hoy se pueden 

encontrar testimonios de que se fabricaba vinagre ya desde el siglo XVII (Llaguno & Polo 1991). 

El método consiste en colocar en un barril de madera un vinagre no pasteurizado y que contiene 

las BA activas. Progresivamente se va añadiendo vino para que se inicie la fermentación acética 

dejando siempre un espacio vacío en la parte superior del barril y una abertura para que entre 

continuamente el aire. La fina capa grasienta del "velo" se mantiene en la superficie y una vez 

que ha finalizado la acetificación, se extrae la mitad del vinagre del fermentador con cuidado de 

que el velo no caiga al fondo del barril, y se renueva parcialmente el contenido del barril con 

más vino (o líquido alcoholizado) para acetificar. El método Pasteur es lento (de 8 a 10 días para 

conseguir la transformación del vino en vinagre) y su rendimiento bajo, por ello se fueron 

introduciendo mejoras para conseguir reducir el tiempo de producción del vinagre. El aporte de 

oxígeno es normalmente el factor limitante para el desarrollo de las BA y la fermentación se 

lleva a cabo en la interfase aire-líquido, en la cual las BA están en contacto directo con el aire de 

la atmósfera. 
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En los vinagres industriales las BA se encuentran sumergidas en el líquido a acetificar y 

se aplica una fuerte aireación para proporcionar constantemente el oxígeno necesario, 

resultando ser procesos muy rápidos (24-48 h). Este método es actualmente el más utilizado en 

la industria del vinagre y además de reducir de forma eficaz el tiempo de producción, alcanzando 

alrededor de 8-9 grados de ácido acético en 24-48 h (Tesfaye et al., 2002), permite un riguroso 

control físico-químico de todo el proceso y una uniformidad del producto. Este método surgió en 

los años 40 para la fabricación industrial de antibióticos y resolvió el problema de las industrias 

vinagreras a partir del diseño del acetador Frings. En este cultivo sumergido las BA se 

encuentran en el seno del líquido a acetificar, el cual se satura constantemente de pequeñas 

burbujas de aire que circulan por convección forzada a través de la biomasa, siendo impulsadas 

por una turbina que inyecta de forma continua el aire en el fermentador de unos 100-300 hl. De 

este modo se consigue una elevada población bacteriana y un mayor rendimiento de 

transformación que en el cultivo en superficie, y ello es básicamente debido a la mayor 

disponibilidad de oxígeno para las BA. Sin embargo, este método tiene el inconveniente de que 

un brevísimo periodo de tiempo (1 minuto) sin oxigenación disminuye de forma drástica la 

actividad y la población bacteriana en estos fermentadores. Requiere una estricta vigilancia de la 

presión parcial de oxígeno y de parámetros como la temperatura y los ciclos de carga y descarga 

del acetador (Raspor & Goranovic 2008). 

Los vinagres elaborados mediante el método sumergido provienen de sustratos muy 

variados como son alcohol (proveniente de caña de azúcar, maíz o melazas de remolacha), 

denominados en la industria como "vinagres de alcohol", o productos fermentados de frutas 

como son el vino o la sidra, vinagre de malta, de azúcar, arroz, miel, patata… (Budak et al., 2014). 

El etanol presente en las materias primas proviene de una fermentación alcohólica de un 

substrato azucarado (normalmente realizada por la levadura Saccharomyces cerevisiae) en la 

cual el azúcar se transforma en alcohol (vino, o productos fermentados de frutas u otros 

sustratos azucarados).  
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3.2. Taxonomía de las bacterias acéticas 

 De todas las especies de la familia de Acetobacteraceae, las BA descritas en vinagres 

pertenecen a especies de los géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter y el más 

recientemente propuesto Komagataeibacter. En la bibliografía podemos encontrar diversos 

estudios taxonómicos sobre BA de distintos vinagres: vinagres de arroz (Nanda et al., 2001, 

Haruta et al., 2006, Fu et al., 2013), vinagres de vino (Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 2010, 

2013; Torija et al., 2010; Jara et al., 2013) y vinagres balsámicos (Gullo et al., 2006; De Vero et 

al., 2006; Gullo & Giudici 2008; Gullo et al., 2009) todos ellos elaborados por el método 

tradicional. Sin embargo hay menos estudios recientes sobre vinagres elaborados por el método 

sumergido (Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Boesch et al., 1998; Schüller et al., 2000; 

Callejón et al., 2008). Cabe señalar que no todas las especies de estos géneros, ni todas cepas de 

una misma especie tienen la misma capacidad para oxidar el etanol a ácido acético, por lo tanto, 

a la hora de estudiar la fermentación que tiene lugar en la fabricación de un vinagre es 

importante identificar a nivel de especie las BA presentes en esa fermentación y diferenciar 

entre cepas de BA para determinar qué cepas están involucradas en el proceso de fermentación 

y lideran esta trasformación.  

La taxonomía de las BA ha evolucionado drásticamente en los últimos años, y de forma 

resumida podemos decir que desde 1984 el Manual de Bergey de Bacteriología Sistemática 

recogía todas las claves taxonómicas de estas bacterias e incluía la clasificación usando técnicas 

moleculares en dos géneros: Acetobacter (A. aceti, A. pasteurianus, A. liquefaciens y A. hansenii) 

y Gluconobacter (G. oxydans). Estos géneros y especies se fueron ampliando, y así  por ejemplo 

en 2008 se describieron 10 géneros y 47 especies de BA (Cleenwerck & De Vos 2008). En el año 

2009 la familia Acetobacteraceae constaba de 29 géneros reconocidos (disponible en el NCBI: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/) (Benson et al., 2009) y esta clasificación siguió 

modificándose y ampliándose hasta que en 2014 podemos encontrar los 33 géneros descritos en 

la Tabla I-3. En la Tabla I-4 se detallan las especies de los géneros Acetobacter, Gluconobacter, 

Gluconacetobacter y Komagataeibacter que son a los que pertenecen las especies descritas en 

vinagres y vinos. 
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Tabla I-3: Géneros descritos en 2014 para la familia Acetobacteraceae. Entre paréntesis aparece el 
número de especies pertenecientes a cada género. Fuente: NCBI (Abril 2014).  

GENEROS de la familia Acetobacteraceae 
Acetobacter (26) Kozakia (3) 
Acidicaldus (4) Lehaibacter (2) 

Acidiphilium (124) Neoasaia (1) 
Acidisoma (8) Neokomagataea (2) 

Acidisphaera (8) Oleomonas (4) 
Acidocella (28) Paracraurococcus (12) 
Acidomonas (1) Rhodopila (2) 
Ameyamaea (1) Rhodovastum (2) 

Asaia (77) Roseococcus (9) 
Belnapia (5) Roseomonas (125) 

Commensalibacter (3) Rubritepida (3) 
Craurococcus (3) Saccharibacter (4) 

Gluconobacter (16) Stella (3) 
Gluconacetobacter (15) Swaminanthania (3) 

Granulibacter (5) Tanticharoenia (1) 
Humitalea (1) Zavarzinia (1) 

Komagataeibacter (13)  
 

Tabla I-4. Especies de los géneros Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter y Komagataeibacter. 
Entre paréntesis aparece el número de subespecies. Fuente: NCBI (Abril 2014). 

Acetobacter Gluconacetobacter Gluconobacter Komagataeibacter 
A. calcoaceticus Ga. aggeris G. albidus K. europaeus (3) 

A. cerevisiae Ga. asukensis G. cerevisiae K. hansenii 
A. cibinongensis Ga. azotocaptans G. cerinus K. intermedius 

A. estunensis Ga. diazotrophicus G. frateurii (2) K. kakiaceti 
A. fabarum Ga. entanii G. japonicus K. maltaceti 
A. farinalis Ga. johannae G. kanchanaburiensis K. medellinensis 

A. ghanensis Ga. liquefaciens G. kondonii K. nataicola 
A. indonesiensis Ga. maltiaceti G. morbifer K. oboediens 

A. lambici Ga. persimmonis G. nephelii K. rhaeticus 
A. lovaniensis Ga. polyoxogenes G. oxydans (5) K. saccharivorans 
A. malorum Ga. sacchari G. roseus K. sucrofermentans 

A. nitrogenifigens Ga. takamatsuzukensis G. sphaericus K. swingsii 
A. oeni Ga. tumulicola G. thailandicus (3) K. xylinus (3) 

A. okinawensis Ga. tumulisoli G. uchimurae  
A. orientalis  G. wancherniae  

A. orleanensis    
A. papayae    

A. pasteurianus (6)    
A. peroxydans    

A. persici    
A. pomorum    

A. senegalensis    
A. aceti    

A. syzygii    
A. tropicalis    
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En 2012 Yamada y col. realizaron un análisis de secuencias de los genes del rRNA 16S de 

BA y propusieron una nueva denominación para las especies Ga. europaeus, Ga. hansenii y Ga. 

xylinus junto con las especies Ga. swingsii, Ga. nataicola, Ga. sucrofermentans, Ga. intermedius, 

Ga. oboediens, Ga. kakiaceti, Ga. rhaeticus y Ga. saccharivorans, haciéndolas pasar a un nuevo 

género que propusieron: Komagataeibacter. Sin embargo no parece haber una aceptación 

unánime de estos nuevos términos y en la actualidad se continúan utilizando en la bibliografía 

las denominaciones Ga. europaeus, Ga. hansenii y Ga. xylinus. Es por tanto curioso leer en la 

literatura y en libros de texto que unas de las principales especies responsables de la fabricación 

del vinagre se encuentran denominadas bajo tres nombres distintos de género: Acetobacter, 

Gluconacetobacter y Komagataeibacter. 

 

En la siguiente Tabla I-5 se muestran las especies de BA descritas en uvas, vinos y en los 

tipos de vinagres más estudiados, indicando las referencias bibliográficas donde se han descrito. 

 

Tabla I-5. Especies de BA descritas en vino y vinagre. 

ESPECIE MEDIO REFERENCIA 

Acetobacter 
pasteurianus 

Vino estropeado Bartowsky et al., 2003, Bartowsky & Hensche 
2008; Du Toit & Lambrechts 2002 

Vinagres de vino elaborado por el 
método tradicional Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 2010 

Vinagre tradicional balsámico Gullo et al., 2006; Gullo & Giudici 2008; Gullo 
et al., 2009; De Vero et al., 2006 

Vinagre de arroz elaborado por el 
método tradicional Nanda et al., 2001; Haruta et al., 2006 

Vinagre de frutas Hidalgo et al., 2012 

Acetobacter aceti 
Elaboración de vino González et al., 2004, 2005; Andorrá et al., 

2008 
Vinagre balsámico tradicional Gullo et al., 2006 

Vinagre de sidra Trcek 2005 

Acetobacter 
malorum 

Vinagre balsámico tradicional Gullo & Giudici 2008; De Vero et al., 2006 
Vinagre de frutas Hidalgo et al., 2012, 2013 

Acetobacter 
obodiens y 

Acetobacter 
pomorum 

Vinagre de vino y sidra elaborado 
por el método sumergido Sokollek et al., 1998 

Acetobacter oeni Vino estropeado Silva et al., 2006 
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ESPECIE MEDIO REFERENCIA 
Acetobacter 

cerevisiae Uvas Prieto et al., 2007 

Acetobacter syzygii Vinagre de frutas Hidalgo et al., 2012 
Acetobacter 

tropicalis Vinagre de vino Silhavy & Mandl 2006 

Gluconobacter 
oxydans 

Elaboración de vino González et al., 2004, 2005 
vinagre de vino blanco elaborado 

por el método tradicional Vegas et al., 2010 

Gluconacetobacter 
europaeus 

Vinagre elaborado por el método 
sumergido 

Sievers et al., 1992; Sievers & Swings 2005; 
Callejón et al., 2008 

Vinagre de vino elaborado por el 
método tradicional Callejón et al., 2008; Vegas et al., 2010, 2013 

Vinagre balsámico tradicional Gullo & Giudici 2008 
Vinagre de frutas Hidalgo et al., 2012 

Gluconacetobacter 
xylinus 

Vinagre balsámico tradicional Gullo et al., 2006 
Vinagre de arroz Fu et al., 2013 

Vinagre de vino elaborado por el 
método tradicional Vegas et al., 2010, 2013 

Gluconacetobacter 
intermedius 

Vinagre de sidra y alcohol 
elaborado por el método 

sumergido 
Boesch et al., 1998 

Vinagre de frutas Hidalgo et al., 2012 
Vinagre de vino elaborado por el 

método tradicional Vegas et al., 2013 

Gluconacetobacter 
hansenii 

Elaboración de vino González et al., 2004, 2005; Andorrá et al., 
2008; Du Toit & Lambrechts 2002 

Vinagre balsámico tradicional Gullo & Giudici 2008; De Vero et al., 2006 

Gluconacetobacter 
liquefaciens Elaboración de vino González et al., 2004; Du Toit & Lambrechts 

2002 

Gluconacetobacter 
saccharivorans Vinagre de fruta Hidalgo et al., 2012 

Gluconacetobacter 
obodiens 

Vinagre de vino y sidra elaborado 
por el método sumergido Sokollek et al., 1998 

Gluconacetobacter 
entanii 

Vinagre de alcohol elaborado por 
el método sumergido Schüller et al., 2000 

*Algunas especies han podido ser renombradas tras su descubrimiento en los medios 
descritos en esta tabla. 
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3.3. Técnicas de identificación de bacterias acéticas 

3.3.1. Técnicas de identificación taxonómica de bacterias acéticas 

Las técnicas para la identificación de BA están en constante evolución y ampliación. La 

técnica de hibridación DNA:DNA con cepas tipo es la que permite identificar la especie, describir 

nuevas especies de BA y es la que todavía se utiliza para contrastar con otras técnicas.  

Técnicas empleadas para la identificación taxonómica de BA son:  

1) Hibridación del DNA con sondas específicas para la especie basadas en el gen del 

codificante del RNA ribosomal 16S. Esta técnica se usa para describir nuevas especies así 

como método de comparación con otros métodos para asegurar una correcta 

identificación (Sokollek et al., 1998; Boesch et al., 1998; Schüller et al., 2000; Lisdiyanti 

et al., 2001; Cleenwerck et al., 2002; Bartowsky & Henschke 2008).   

2) FISH (Fluorescence In Situ Hybridization): esta es otra técnica basada en la hibridación, 

en este caso hibridación in situ con sondas fluorescentes que permiten identificar a nivel 

de especie (Franke et al., 1999; Franke-Whittle et al., 2005). 

3) Determinación del porcentaje G+C: contenido de guanina y citosina utilizado en la 

clasificación taxonómica de BA (Yamada & Yukphan 2008). 

Sin embargo, estas técnicas no son rápidas ni apropiadas para utilizarlas en el análisis 

rutinario en el laboratorio de un gran número de muestras. Por eso técnicas más habitualmente 

utilizadas para la identificación taxonómica de BA son las siguientes: 

4) PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism): análisis polimórfico de longitud 

de fragmentos de restricción de amplicones por PCR del gen codificante del RNA 

ribosomal 16S (Poblet et al., 2000; González et al., 2004, 2005, 2006b; Callejón et al., 

2008; Hidalgo et al., 2010; Vegas et al., 2010) y de la región intergénica 16S-23S (Sievers 

et al., 1996; Trcek & Teuber 2002; Trcek 2005). Se utiliza el análisis combinado de ambas 

zonas (16S e ITS) para poder diferenciar determinadas especies muy próximas 

taxonómicamente (González et al., 2006a; Prieto et al., 2007; Cleenwerck & De Vos 

2008; Ruiz et al., 2000; Bartowsky & Henschke 2008; Mateo et al., 2014). También se ha 

utilizado las zonas intergénicas 16S-23S-5S rDNA (Gullo et al., 2006). La técnica de PCR-

RFLP también ha sido utilizada sin cultivo previo (Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 2013; 

Jara et al., 2013; Mateo et al., 2014).  

5) Amplificación del RNA ribosomal  16S y posterior secuenciación (Prieto et al., 2007; 

Yamada & Yukphan 2008;  Ilabaca et al., 2008; Gullo et al., 2009; Valera et al., 2011).  
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6) Secuenciación de la subunidad I del gen de la alcohol deshidrogenasa (ADH) 

pyrroloquinolina quinona (PQQ) dependiente (AdhA): enzima que oxida el etanol a 

acetaldehído (Trcek 2005; Trcek et al., 2007).  

7) Nested PCR: PCR anidada. Esta técnica es adecuada para poder detectar la presencia de 

bajas concentraciones de DNA, es decir, especies no predominantes en la muestra 

(González et al., 2006b).  

8) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): polimorfismos en la longitud de 

fragmentos amplificados del rDNA. Esta técnica presenta alto poder de discriminación 

de la variabilidad genética y está basada en la restricción del DNA genómico con enzimas 

y a continuación una amplificación por PCR de alguno de esos fragmentos. (Cleenwerck 

et al., 2009).  

9) PCR-DGGE (Denaturing gradient Gel Electrophoresis): electroforesis en gel con gradiente 

de desnaturalización de amplicones generados por PCR obtenidos a partir del DNA de 

muestras sin cultivo (López et al., 2003; Haruta et al., 2006; De Vero et al., 2006; Gullo & 

Giudici 2008; De Vero & Giudici 2008; Andorrá et al., 2008;  Gullo et al., 2009; Jara et al., 

2013; Vegas et al., 2013). Esta técnica se usa sin cultivo previo de la muestra.  

10) PCR-TTGE (Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis): electroforesis en gel 

con gradiente de temperatura de fragmentos amplificados por PCR (Ilabaca et al., 2008). 

Esta técnica se emplea sin necesidad de un cultivo previo de la muestra.  

 

3.3.2. Técnicas de identificación de bacterias acéticas a nivel clonal 

En la industria del vinagre la identificación a nivel de cepa es imprescindible, ya que no 

todas las cepas pertenecientes a la misma especie tienen las mismas características. Para la 

identificación a nivel de cepa de BA se utilizan las siguientes técnicas:  

1) ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus): estudio de amplificación de 

la secuencia de la región repetitiva intergénica consenso de enterobacterias (Versalovic 

et al., 1991; Nanda et al., 2001; González et al., 2004, 2005; Gullo & Giudici 2008; Gullo 

et al., 2009; Vegas et al., 2010, 2013; Hidalgo et al., 2010; Mateo et al., 2014).  

2) REP-PCR (Repetitive Element Palindromic): amplificación de fragmentos repetitivos del 

DNA  bacteriano por PCR (González et al., 2004; Bartowsky & Henschke 2008). Cuando 

en esta técnica se usa el primer (GTC)5 es conocida como (GTC)5-rep-PCR (Versalovic et 

 37 
 



 Introducción / Introduction 
 

al., 1994; Gevers et al., 2001; Camu et al., 2007; De Vuyst et al., 2008; Vegas et al., 2013; 

Mateo et al., 2014).  

3) RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA): amplificación aleatoria del DNA 

polimórfico (Trcek et al., 1997; Nanda et al., 2001; Bartowsky et al., 2003; Prieto et al., 

2007).  

4) PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis): electroforesis en campos pulsados de 

fragmentos de restricción del DNA genómico (López et al., 2007).  

 

Recientemente ha surgido una alternativa a los métodos basados en el DNA, la técnica 

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization con detector de iones basado en 

Time Of Flight) que genera unos perfiles basados en proteínas, resultando una técnica apropiada 

para la identificación de bacterias (Sauer et al., 2010; Benagli et al., 2011), En el trabajo de 

Andrés-Barrao y col. (2013) se utilizó esta técnica para identificar BA de los géneros Acetobacter, 

Gluconobacter y Gluconacetobacter aisladas de vinagres elaborados tanto mediante cultivo en 

superficie como por el método sumergido. Y en el último año, se ha utilizado la 

pirosecuenciación, técnica que utiliza la quimioluminiscencia para realizar la secuenciación 

masiva de poblaciones mixtas bacterianas y conseguir la identificación taxonómica, de este 

modo se han identificado las especies de los géneros: Ameyamaea, Gluconacetobacter, y 

Komagataeibacter de BA presentes en biofilms del vinagre de fresa (Valera et al., 2015). 

 

A pesar de que las BA son capaces de crecer en medios con condiciones muy estresantes 

(pH muy bajos, elevados niveles de alcohol o incluso con bajos niveles de oxígeno), a la hora de 

cultivar BA en el laboratorio aparecen dificultades debido a diferentes características que 

presentan estas bacterias. En medios muy extremos pueden encontrarse en un estado 

denominado viable pero no cultivable (VBNC) (Millet & Lonvaud-Funel 2000; De Vero et al., 

2006; Bartowsky & Henschke 2008; Ilabaca et al., 2008), y como hemos visto, también pueden 

aparecer formando agregados y biofilms. Una alternativa para mejorar su cultivabilidad en el 

laboratorio es la oxigenación del medio de cultivo para así proporcionar condiciones más 

favorables para su crecimiento (Millet & Lonvaud Funel 2000). Sin embargo, no parece existir un 

método de cultivo óptimo, sobre todo cuando las muestras provienen de un medio como el 

vinagre a partir del cual la recuperación de BA es especialmente difícil (Sievers et al., 1992; Gullo 

et al., 2006; Torija et al., 2010; Vegas et al., 2010, 2013) y es por ello que las BA del vinagre 

pueden ser considerados microorganismos fastidiosos (Gullo et al., 2006). Cabe señalar en este 

 38 
 



   Introducción / Introduction 

punto que las BA que crecen en placa son representativas de la población real, tal y como 

demostraron Vegas y col. (2013) comparando los aislados de cultivos con métodos cultivo-

independientes. En su estudio los resultados mostraron que la siembra en placa incluso permite 

recuperar especies que no se podían identificar con las técnicas de cultivo independiente, y 

confirmaron que la siembra en placa resulta un método adecuado para la determinación de la 

microbiota del vinagre. Por otro lado, la selección de las cepas de BA más adecuadas y mejor 

adaptadas para la producción de vinagre estará siempre restringida a aquellas cepas que son 

cultivables, y por lo tanto que puedan ser crecidas en un fermentador para obtener la biomasa 

suficiente para ser utilizadas como cultivos iniciadores de la fermentación acética y la 

elaboración del vinagre. 

Para la industria del vinagre es muy importante conocer el microorganismo que está 

llevando a cabo sus fermentaciones, tanto a nivel de especie como de cepa, ya que de las BA que 

lideran el proceso dependerá que éste se realice de forma óptima y que se obtenga un vinagre 

de unas determinadas características. Igualmente, para la elaboración de vino, la identificación 

de las BL que lideran el proceso de la FML y el control microbiológico de todo el proceso son 

factores muy importantes para la obtención de vinos de calidad. 

El uso de cultivos iniciadores seleccionados para la fermentación, tanto para la 

elaboración de vinos como para la elaboración de vinagres permite el control del proceso y 

poder predecir y asegurar la calidad y reproducibilidad del producto, mejorando con ello la 

calidad del producto final.  

 

 39 
 



 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 



   Objetivos 

 

OBJETIVOS
 

Los objetivos que se plantearon para la realización de esta tesis fueron los siguientes: 

1. Poner a punto un método eficaz y rápido para la cuantificación de bacterias 

acéticas responsables de la fermentación acética del vinagre. 

2. Realizar la identificación taxonómica de bacterias acéticas de muestras en 

plena fermentación acética de vinos, sidras y alcohol etílico por el método sumergido.  

3. Poner a punto métodos basados en el análisis del DNA para la identificación 

a nivel clonal de las cepas de bacterias acéticas, y realizar la identificación de las 

bacterias responsables de la producción de vinagre a nivel industrial por el método 

de elaboración sumergido. 

4. Ampliar la colección de bacterias de origen enológico del Departamento de 

Agricultura y Alimentación de la Universidad de La Rioja con bacterias acéticas 

responsables de fermentaciones acéticas. 

5. Estudiar la capacidad de formar biofilms de bacterias de origen enológico, 

previamente aisladas de uvas, mostos, vinos y vinagres.  

6. Obtener nisina a partir de una bacteria láctica productora con estatus QPS 

(qualified presumption of safety) por la EFSA y estudiar la posibilidad de utilizar la 

nisina en el ámbito enológico como agente antimicrobiano y contra la formación de 

biofilms no deseados de bacterias. 

7. Realizar el estudio del metabolismo aminoacídico de la bacteria láctica 

productora de nisina y su respuesta a la presencia de etanol, con especial interés en 

el metabolismo de la arginina y la posible generación de aminas biógenas. 
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OBJECTIVES
 

The objectives proposed for this thesis were the following: 

1. To establish an efficient and rapid method for the quantification of acetic 

acid bacteria (AAB) responsible for the acetic fermentation of vinegars. 

2. To carry out the taxonomic identification of AAB from samples in submerged 

full acetic fermentation of wines, ciders and ethanol. 

3. To establish DNA-based methods for AAB clonal identification, and to 

analyse the bacterial strains responsible for vinegar industrial production by the 

submerged method. 

4. To enlarge the wine bacteria collection of the Department of Food and 

Agriculture of the University of La Rioja, with additional AAB strains responsible for 

acetic acid fermentations. 

5. To study the biofilm-forming potential of bacterial isolates of oenological 

origin previously recovered from grapes, musts, wines and vinegars. 

6. To obtain nisin from a lactic acid bacteria (LAB) with the QPS (qualified 

presumption of safety) by the EFSA, and to study the potential use of nisin in the 

oenological context as an antimicrobial agent and against the formation of undesired 

bacterial biofilms. 

7. To study the amino acid metabolism of the nisin producer LAB strain and its 

response to ethanol, with special attention to arginine metabolism and the potential 

production of biogenic amines. 
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                                                                                                  Materiales y Métodos / Materials & Methods 

1. MEDIOS Y METODOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS LÁCTICAS 

Y ACÉTICAS 

 

1.1. Medios y condiciones de cultivo de bacterias acéticas 

• GY-líquido: Glucosa Yeast-Extract  medio con los siguientes componentes: 5 % glucosa 

(Panreac Química S.A., Barcelona) y 1 % extracto de levadura (Scharlau Chemie S.A., 

Barcelona). Este medio fue utilizado para el aislamiento de BA provenientes de vinagre de 

alcohol. 

• GY-agar: medio GY con 1,5 % agar (Becton-Dickinson, Francia)  medio utilizado para el 

aislamiento de BA de vinagres industriales.  

• GY-agar con CaCO3: medio GY-agar con 3 % de CaCO3  medio utilizado para la siembra de BA 

y comprobación de la producción de ácido acético mediante la formación de un halo. 

• Manitol-agar: componentes: 25 g/l n-mannitol (Sigma-Aldrich Chemie, Alemania), 5 g/l 

extracto de levadura (Scharlau Chemie), 3 g/l peptona (Becton-Dickson), 15 g/l agar (Becton-

Dickson)  utilizado para el aislamiento de BA. 

 Estos 4 medios fueron utilizados para el cultivo de BA y las condiciones de incubación para 

estas bacterias fueron en aerobiosis a 30ºC durante 3-5 días.  

 

1.2. Medios y condiciones de cultivo de bacterias lácticas 

• MRS-agar: Man, Rogosa and Sharpe agar (Scharlau, Scharlab, S.L., Barcelona, España) 

utilizado para el crecimiento en placa de BL (Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 

Pediococcus, Oenococcus). Sus condiciones de incubación fueron a 30ºC en estufa de CO2 (5 % 

CO2) durante 48 horas. En el caso de O. oeni, la incubación fue en jarra de anaerobiosis con 

sistema de generación de atmósfera anaerobia (9-13 % CO2, Anaerogen, Oxoid, Hampshire, 

England) durante 72 horas para favorecer su crecimiento, ya que es más lento que el de las 

otras BL. 

• MRS-líquido: Man, Rogosa and Sharpe broth (Oxoid, Hampshire, England) medio utilizado 

para el crecimiento de BL. Se utilizó para el estudio de la producción de bacteriocinas. Las 

condiciones de cultivo se detallarán en el correspondiente apartado. 
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• BHI-agar: Brain Heart Infusion agar (Becton-Dickinson, Sparks, USA) para el crecimiento de 

la cepa C2803 Pseudomona aeruginosa, la cual se utilizó como control positivo en la formación 

de biofilm. La incubación de dicha cepa se realizó durante 24 horas a 37ºC y aerobiosis. 

• BHI-líquido: Brain Heart Infusion broth (Becton-Dikinson, Sparks, USA) medio de cultivo 

utilizado para el estudio de la capacidad formadora de biofilm. Las condiciones de crecimiento 

se detallarán en el correspondiente apartado. 

• MRS modificado: 52 g/l de MRS-líquido, fructosa (Sigma), 6 g/l, D,L-málico (Sigma) 5 g/l, L-

cisteína (Sigma) 0,5 g/l y ajustar pH = 4,2 ± 0.2. En el caso de preparación de medio sólido se 

añadió además 30 g/l de agar (Becton-Dickson) Se adicionó nistatina (200 µg/ml) para inhibir 

el crecimiento de levaduras y se colocaron en la tapa de la placa cristales de bifenilo para inhibir 

el desarrollo de hongos  Este medio se utilizó para el recuento de Oenococcus oeni en 

muestras de vino en plena fermentación maloláctica ya que favorece el crecimiento de O. oeni. 

• CDM (Chemical Defined Medium): medio químicamente definido utilizado para el cultivo de 

Lactococcus lactis MG1363 y sus mutantes, basado en el previamente descrito por Larsen y col. 

(2004) como medio mínimo para el crecimiento de esta especie. En la Tabla II-1 se detalla su 

composición. 

 

Tabla II-1. Composición del medio CDM utilizada en este estudio. 

Componente (volumen) Compuesto Concentración 
Solución basal (870 ml)  

disolver en 870 ml de agua la cantidad 
indicada de los compuestos 

Na2-β-glicerolfosfato 21 g 
KH2PO4 1 g 
(NH4)3citrato 0,6 g 
Acetato de sodio 1 g 

AMINOÁCIDOS 

80 ml de la disolución stock mezcla de  
todos los aminoácidos (indicada a la 
derecha la concentración de 
aminoácidos en la disolución stock) 

Alanina 3 g/l 
Arginina 1,55 g/l 
Asparagina 4,4 g/l 
Glicina 2,2 g/l 
Isoleucina 2,65 g/l 
Leucina 5,7 g/l 
Lisina 5,5 g/l 
Metionina 1,55 g/l 
Fenilalanina 3,45 g/l 
Serina 4,25 g/l 
Treonina 2,8 g/l 
Valina 4,05 g/l 

FUENTE DE CARBONO (20 ml disolución 
de glucosa stock) 

Glucosa 500 g/l 

MICRONUTRIENTES (10 ml del stock) MgCl2 20 g/l 
CaCl2 3,8 g/l 
ZnSO4 0,5 g/l 
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Componente (volumen) Compuesto Concentración 
BASES NITROGENADAS (10 ml del stock) Adenina 1 g/l 

Uracilo 1 g/l 
Timina 1 g/l 
Guanina 1 g/l 

VITAMINAS (10 ml disolución stock) Na-p-benzoato 500 mg/l 
D-biotina 250 mg/l 
Ácido fólico 100 mg/l 
Ácido nicotínico 100 mg/l 
Ca(D+)-pantotenato 100 mg/l 
Piridoxamina-HCl 250 mg/l 
Pyridoxina-HCl 200 mg/l 
Riboflavina 100 mg/l 
Tiamina-HCl 100 mg/l 
DL-6,8-ácido tioico 150 mg/l 
Vitamina B12 100 mg/l 

 
 

1.3. Monitorización del crecimiento de bacterias lácticas 

Las curvas de crecimiento de BL en diferentes medios de cultivo se realizaron mediante la 

determinación de la absorbancia a 660 nm en los cultivos líquidos, y mediante el recuento de 

colonias en placa y determinación de las correspondientes UFC/ml. Ambos métodos se describen 

a continuación: 

o Medida de absorbancia a 660 nm en un espectrofotómetro Ultrospec 2000 (Pharmacia 

Biotech) utilizando una cubeta de cuarzo de 1 mm de anchura (Perkin Elmer, Madrid, España). 

Se utilizaba el medio de cultivo sin inocular para realizar el blanco, ajustando a cero el 

espectrofotómetro con este blanco. 

o Recuento en placa y determinación de las Unidades Formadoras de Colonia por mililitro 

(UFC/ml). Se realizaban diluciones seriadas de la muestra en el rango de 102-108 UFC/ml y se 

sembraban 50 µl de la muestra para extenderlos utilizando el asa Drigalski en placas de MRS-

agar. Se sembraban tres placas con la dilución de la muestra más adecuada para poder contar 

en placa aproximadamente de 30 a 300 colonias. Las placas se incubaban a 30ºC en estufa 

con un 5 % de CO2. 
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2. CUANTIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA Y CLONAL 

DE BACTERIAS ACÉTICAS DEL VINAGRE 

 

2.1. Toma de muestras de vinagre 

Las muestras de vinagre se tomaban asépticamente de 7 bioreactores de 30.000 litros 

(Frings Xuzhou Bio- and Chemical Technology Co., Ltd) optimizados para la producción de vinagre 

mediante el método sumergido por la empresa Vinagrerías Riojanas S.A. Los muestreos se 

realizaron durante un periodo de trece meses consecutivos. Los bioreactores muestreados 

contenían vinagres de vino (blanco y tinto), sidra o etanol proveniente de la fermentación de 

melazas de remolacha (para obtener lo que se conocen en la industria como "vinagres de 

alcohol"), en pleno proceso de acetificación. Las fermentaciones acéticas realizadas en la empresa 

tardaban de 1 a 2 días en completarse dependiendo del volumen a fermentar y del tipo de vinagre 

a elaborar. Las velocidades de reacción eran de 0,17-0,34 grados acéticos/hora; alcanzando 

finalmente los siguientes grados acéticos: 13-14 grados para vinagres de vino, 6 grados acéticos 

en vinagres de sidra, y 12-14 para vinagres de alcohol. En el caso de los vinagres de alcohol, el 

etanol comprado por la empresa, se diluía y posteriormente se realizaba la fermentación acética, 

de modo que el contenido de ácido acético alcanzaba valores máximos en el rango de 12 a 14 

grados de ácido acético. La rápida acetificación que se realizaba presentaba rendimientos muy 

altos (hasta el 94 %) en la transformación de alcohol en ácido acético.  

En las dependencias de la empresa se ubicaban dos tipos de fermentadores: el 

denominado “arrancador” en el cual el alcohol no se agotaba del todo y servía para comenzar la 

fermentación en otro acetador “sacador” donde se finalizaba el proceso de acetificación hasta 

agotar el nivel de alcohol y de donde se extraía el vinagre ya terminado. Las fermentaciones en el 

acetador denominado “arrancador” se realizaban de forma discontinua con ciclos de carga y 

descarga, para impedir que las BA pudieran metabolizar el ácido acético, transformándolo en CO2 

y H2O. Se descargaba el 40-45 % del vinagre generado y se reponía con nueva materia prima. Todo 

el proceso se encontraba totalmente automatizado con dispositivos de control de los ciclos de 

carga/descarga, la temperatura y la aireación. 

Todas las muestras se tomaron cuando las fermentaciones estaban en fase estacionaria, 

durante la cual la velocidad de fermentación se mantenía constante, y en diferentes ciclos de la 

fermentación, es decir, después de vaciar los tanques, volver a llenarlos con nueva materia prima 

en un nuevo ciclo de fermentación, y al alcanzar de nuevo la fase estacionaria en los acetadores 

de donde se extraía el vinagre ya terminado (sin etanol).  
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En total se estudiaron 59 muestras: 34 de vinagres de vino blanco y de vino tinto, 20 de 

vinagre de sidra y 5 de vinagres de alcohol, durante el periodo de noviembre de 2007 a diciembre 

de 2008. Se tomaban muestras de 25 ml del acetador desde el grifo toma-muestras (desechando 

los primeros 200 ml aproximadamente) en tubos estériles de 50 ml y eran transportados al 

laboratorio de Biología Molecular de la Universidad de La Rioja con agitación continua para 

favorecer las condiciones aeróbicas. Las muestras se procesaban rápidamente (10 minutos 

después de su recogida) para su análisis microbiológico en el laboratorio. En la toma de muestras 

se tomaban los datos de los siguientes parámetros: velocidad de fermentación (grados 

acéticos/hora), grados acéticos, grados alcohólicos, número de fermentador, hora de toma de 

muestra, tipo de vinagre, temperatura y volumen total del vinagre en fermentación dentro del 

acetador. 

Cada muestra de vinagre fue sometida al conteo de células siguiendo el método de 

microscopía de fluorescencia, sin cultivo previo, descrito a continuación. También se sembraron 

las muestras en placas de medio de cultivo GY, se tomaban 3 aislados de cada muestra y se 

reaislaba hasta obtener un cultivo puro. Se obtuvieron 157 aislados purificados y se identificaron 

90 a nivel de especie mediante amplificación por PCR de la región intergénica espaciadora del 

operón codificante de los rRNA 16S-23S según se describe a continuación. 90 de los aislados 

obtenidos fueros estudiados mediante ERIC-PCR y 77 aislados se estudiaron mediante digestión 

con SpeI y PFGE para la identificación a nivel de cepa. 

 

 

2.2. Cepas modelo de bacterias acéticas utilizadas en el estudio 

En este estudio se utilizaron 3 cepas de BA pertenecientes a la CECT (Colección Española 

de Cultivos Tipo) y 18 pertenecientes a la colección de la Universidad de La Rioja, todas ellas se 

indican en la Tabla II-2.  
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Tabla II-2. Cepas control de bacterias acéticas utilizadas en este estudio.  

(C): Cepas de la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT); (UR): Cepas de bacterias acéticas aisladas de 
vino pertenecientes a la colección de la Universidad de La Rioja. 

 

2.3. Cultivo de las muestras de vinagre 

 Las muestras de 25 ml de vinagres de vino y sidra se centrifugaban durante 10 minutos a 

2.100 x g (Megafuge Heraeus, Thermo Scientific, Wilmington, USA). Se recogía aproximadamente 

1 ml del precipitado de células, 100 µl de cada muestra eran extendidos en placas de medio GY 

agar con ayuda de un asa Drigalski y se incubaban a 30ºC durante 5 días en aerobiosis. Para el 

aislamiento de las BA de las muestras de vinagre recogidas se ensayaron los siguientes medios de 

cultivo descritos en la bibliografía para el crecimiento de BA: GY-agar, GY-líquido, GY-agar con 

CaCO3, manitol-agar y MRS-agar. Se probaron diferentes modificaciones del medio GY agar con el 

fin de asemejar el medio en la medida de lo posible a las condiciones de crecimiento de las 

bacterias en el vinagre, así se probó el medio con la adición del 10 % de etanol y 10 % de ácido 

acético y se variaron las concentraciones de glucosa: 1, 2,5 y 5 %. 

Las muestras de vinagres de alcohol requerían un paso previo de cultivo en medio líquido 

antes de ser cultivadas en placas de GY-agar. Las muestras de 25 ml de vinagre de alcohol se 

centrifugaban, 100 µl de los precipitados de células se resuspendían en 100 ml del medio GY-

líquido y se incubaban durante 48 horas a 30ºC con agitación continua y vigorosa (incubador 

Innova 4000, New Brunswick Scientific). Estas muestras cultivadas en el medio líquido eran 

seguidamente centrifugadas a 2.100 x g durante 10 minutos, el precipitado de células se 

resuspendía en 1 ml de medio de cultivo y se sembraba en placas de medio GY agar; de este modo 

se consiguió que las BA de los vinagres de alcohol se adaptaran al cultivo en el laboratorio y 

crecieran en colonias sobre una placa de medio sólido GY-agar. 

NOMBRE IDENTIFICACIÓN NOMBRE IDENTIFICACIÓN 
C-656 Acetobacter aceti (C) I-34 Gluconobacter oxydans (UR) 
C-657 Gluconobacter oxydans (C) I-38 Gluconobacter oxydans (UR) 
C-658 Acetobacter pasteurianus (C) I-39 Gluconobacter oxydans (UR) 
IS-286 Aceobacter pasteurianus (UR) IS-227 Acetobacter pasteurianus (UR) 
IS-289 Acetobacter pasteurianus (UR) IS-245 Acetobacter pasteurianus (UR) 
IS-291 Acetobacter orleanensis (UR) V3 Gluconobacter oxydans (UR) 
IS-293 Acetobacter orleanensis (UR) I7 Gluconobacter oxydans (UR) 
IS-294 Acetobacter orleanensis (UR) IS-223 Acetobacter pasteurianus (UR) 
IS-242 Acetobacter orleanensis (UR) IS-240 Acetobacter pasteurianus (UR) 
IS-259 Acetobacter orleanensis (UR) IS-269 Acetobacter pasteurianus (UR) 
IS-282 Acetobacter orleanensis (UR)   
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Para todas las muestras de vinagres que presentaban crecimiento en placa formando un 

manto en la superficie, se realizaba un pase utilizando la técnica de agotamiento por estría; de 

esta forma se pudieron obtener colonias aisladas. Después de este proceso de aislamiento, se 

realizaba el análisis morfológico de las células mediante tinción Gram y observación al microscopio 

óptico. Se tomaban tres colonias con morfología típica de BA de cada muestra de vinagre, siendo 

seleccionadas al azar y representativas del total de colonias crecidas en las placas de GY agar. Los 

aislados seleccionados se reaislaban con al menos otros dos pases sucesivos hasta obtener un 

cultivo puro y posteriormente se guardaban en leche descremada estéril al 20 % (Difco, Becton–

Dickinson) a -20ºC.  

 

2.4. Recuento de bacterias viables y totales mediante el método rápido de 

microscopía de fluorescencia  

 El conteo de células viables y no viables se realizó mediante recuentos en cámara 

Neubauer usando el kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA) y examinadas al microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 Plus Zeiss, Madrid, España) 

utilizando el software Photometrics Cool Snap (Photometrics, UK). El kit BacLight se utilizó según 

las instrucciones del fabricante para la tinción de las bacterias. Este kit consiste en la tinción 

utilizando las sondas fluorescentes para ácidos nucleicos: Syto 9 con fluorescencia verde y el de 

fluorescencia roja yoduro de propidio. Dichas sondas difieren en sus características espectrales y 

en su habilidad para penetrar en las células bacterianas. Syto 9 tiñe toda la población bacteriana 

uniéndose a su DNA, tanto de bacterias que tienen intacta la membrana citoplasmática como las 

que la tienen dañada. Sin embargo, el yoduro de propidio penetra sólo en las bacterias que tienen 

la membrana dañada, desplaza la sonda Syto 9 y la emisión de la fluorescencia es en la longitud 

de onda del rojo, de modo que en presencia de ambas sondas, las bacterias con la membrana 

citoplasmática intacta se teñirán con fluorescencia verde, mientras que las bacterias con 

membranas dañadas estarán teñidas con fluorescencia roja. 

 Se centrifugaba 1 ml de muestra de vinagre a 2.100 x g (Megafuge Heraeus, Thermo 

Scientific, Wilmington, USA) durante 10 minutos y el precipitado de células se lavaba con solución 

salina dos veces, realizando finalmente una suspensión de las células en 1 ml de solución salina. 

Las muestras así obtenidas se diluían 1:10 para su análisis por microscopía de fluorescencia. Se 

preparaban las sondas yoduro de propidio y Syto 9 mezclando ambas en cantidades iguales, se 

añadían 3 µl de la mezcla de sondas a 1 ml de cada muestra y se incubaban durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y en oscuridad. Se tomaban 5 µl de dicha suspensión bacteriana y se 
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colocaban en una cámara Neubauer para ser examinadas en el microscopio de fluorescencia 

(Axioskop 2 plus, Zeiss). La toma de fotografías se realizó con el captador de imágenes 

Photometrics Cool SNAP usando el objetivo de 40 aumentos y detección de la fluorescencia 

mediante los filtros que seleccionan las longitudes de onda de emisión de 525 nm (emisión color 

verde de las células teñidas con Syto 9) y de 620 nm (emisión color rojo de células teñidas con 

yoduro de propidio) para el conteo de células viables y no-viables respectivamente. 

 

2.5. Validación del método de microscopía de fluorescencia con bacterias lácticas 

en condiciones enológicas 

 El objetivo de estos ensayos fue validar el método de recuento mediante fluorescencia 

descrito en el apartado anterior y que había presentado una buena correlación con las velocidades 

de fermentación de biorreactores industriales en la elaboración de vinagre. Para ello se testó su 

eficacia comparando los resultados con los obtenidos con el método clásico de recuentos en placa 

en la monitorización del crecimiento de BL en condiciones de laboratorio y también en 

condiciones enológicas con el seguimiento de la fermentación maloláctica de vinos de una 

bodega. 

 Para el conteo de células viables marcadas con fluorescencia se utilizó el método descrito 

en el apartado 2.4. anterior en diferentes experimentos donde se realizaron las curvas de 

crecimiento para diferentes BL (Lactobacillus plantarum J51, Leuconostoc mesenteroides J32 y 

Lactococcus lactis LM29) bajo diversas condiciones de cultivo con diferentes concentraciones de 

mosto y/o etanol. Paralelamente se analizaron las UFC/ml utilizando el método clásico de 

recuento en placas de medio MRS-agar (apartado 1.3.). 

 Posteriormente se estudió la fermentación maloláctica de la vendimia 2013 en bodegas 

RODA (Haro, La Rioja) realizando el seguimiento de diferentes barricas que contenían vinos 

monovarietales en plena fermentación maloláctica, elaborados a partir de uva tempranillo o 

graciano con diferentes estados de madurez fenólica (media madurez y madurez alta). En este 

caso el procedimiento para el recuento de bacterias consistía en tomar 1 ml de muestra, se 

realizaban de tres a cuatro lavados con 1 ml de solución salina para eliminar la materia colorante 

del vino antes de añadir los fluoróforos para evitar interferencias. No se realizó ninguna dilución 

de la muestra previa al recuento por fluorescencia. Para los recuentos en placa se utilizó el medio 

MRS-modificado-agar que favorece el crecimiento de la especie Oenococcus oeni. 

 Finalmente se recopilaron todos los datos y se realizaron representaciones para obtener 

el ajuste de relación entre los dos métodos más apropiado. 
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2.6. Identificación taxonómica a nivel de especie 

2.6.1. Extracción de DNA, amplificación por PCR e identificación taxonómica 

Las BA se cultivaron en placas de agar GY a 30°C durante 5 días en condiciones de 

aerobiosis. La extracción de DNA se llevó a cabo por el método de lisis rápida como describe López 

y col. (2007). La concentración de DNA extraído fue medida en el espectrofotómetro NanoDrop 

(Thermo Scientific). 

 Para la identificación taxonómica a nivel de especie de los aislados de BA se escogió el 

análisis por PCR de la región intergénica (ITS) entre los genes de los rRNAs 16S y 23S, la cual es 

una región que en BA presenta mayor variabilidad que la del gen ribosomal 16S y por tanto 

permite diferenciar entre especies próximas taxonómicamente que el gen 16S no permite 

diferenciar. Se utilizó el análisis descrito por Ruiz y col. (2000) que consiste en la amplificación de 

un fragmento de 675-800 pb de dicha región intergénica, empleando los cebadores ITS1 

(ACCTGCGGCTGGATCACCTCC) e ITS 2 (CGGAATGCCCTTATCGCGCTC). Las amplificaciones se 

realizaron en un termociclador Biometra T3000 Thermocycler (Whatman, Goettingen, Alemania) 

con los cebadores ITS 1 e ITS 2 sintetizados por Sigma-Aldrich (Madrid, España). La amplificación 

por PCR se realizó en un volumen final de 50 µl, el cual incluía 20 µl de DNA (de concentración 

comprendida desde 80 a 150 ng/µl), 3 µl de buffer para PCR 10X (Bioline, Londres, Reino Unido), 

0,5 µl de cada cebador, 0,2 µl de cada uno de los cuatro dNTPs (dNTP mix Promega), 3 mM MgCl2 

(Bioline) y 1,5 U de Taq polimerasa Biotaq (Bioline). Los ciclos de amplificación incluían: un 

calentamiento de las muestras durante 5 minutos a 94ºC y 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC 

durante 30 segundos, hibridación de los cebadores a 65ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC 

durante 1 minuto. Finalmente, las muestras se incubaban a 72ºC durante 5 minutos y se 

mantenían a 8ºC hasta su análisis por electroforesis.  

Los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 1 

% (w/v) y las bandas fueron separadas durante 45 minutos a 80 V, 400 mA y 100 W; después se 

tiñeron con bromuro de etidio (BioRad) y fueron fotografiadas con luz ultravioleta (340 nm) en el 

transiluminador TS40 (UltraViolet Products) con el captador de imágenes (Image Store 500, Sony-

UVP) y el programa informático ChemiGenius (GenSnap de SynGene). Los productos de PCR se 

secuenciaron en ambas sentidos por la empresa Cogenics (Meylan, Francia). 
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2.6.2. Análisis informático de secuencias de DNA 

 Las secuencias de los productos de PCR obtenidas con los primers ITS 1 e ITS 2 en ambos 

sentidos fueron analizadas mediante las herramientas informáticas Nucleic Acid Sequence 

Massager (http://www.attrtron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm) y la herramienta 

Multiple Sequence Alignment del portal EBI (http://www.ebi.ac.uk/services). Se comprobó que 

coincidieran las secuencias de cadenas complementarias y se subsanaron errores con ayuda de 

los cromatogramas correspondientes. La secuencia consenso obtenida para cada aislado se 

comparó con las incluidas en la base de datos GenBank usando el programa BLAST proporcionado 

por el National Centre for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), 

obteniéndose de este modo la identificación a nivel de género y especie de los aislados. Una 

identidad de entre 92-99 % de la secuencia obtenida del aislado con la secuencia del genoma de 

la BA incluida en el banco GenBank fue considerada como resultado positivo para la identificación 

de la especie. 

 

2.7. Identificación clonal mediante ERIC-PCR  

Se utilizó la técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) para 

identificar a nivel de cepa 90 aislados de BA de nuestro estudio obtenidos de vinagres de vino 

tinto, vino blanco, sidra y alcohol. Las secuencias intergénicas repetitivas de enterobacterias son 

elementos altamente conservados y ampliamente distribuidos en el genoma bacteriano. La 

amplificación de los fragmentos comprendidos entre estas secuencias genera perfiles de bandas 

que nos permiten identificar diferencias entre genomas bacterianos y así poder diferenciar entre 

cepas. 

 La extracción del DNA se realizó mediante el método de lisis rápida descrito por López y 

col. (2007), y las muestras se sometieron a un paso adicional de eliminación de proteínas celulares 

mediante precipitación (Sambrook et al., 1989). Para ello se tomaban 100 µl de muestra sobre los 

que se añadían 200 µl de solución II (0,2N NaOH, 1 % SDS), se mezclaba bien la muestra y se 

guardaba en hielo durante 3 minutos. Después se añadían 150 µl de solución III (3M potasio, 5M 

acetato), se agitaba durante 10 segundos en vortex y se mantenía en hielo durante 3-5 minutos. 

La muestra se centrifugaba a 14.800 x g en una microfuga (Biofuge Heraeus, Thermo Scientific) 

durante 5 minutos a 4ºC. Se recuperaba el sobrenadante en un tubo estéril, se precipitaba el DNA 

con 2 volúmenes de etanol (96 %) a 4ºC y se dejaba reposar en hielo durante 2 minutos. 

Finalmente se centrifugaba la muestra a 12.000 x g a 4ºC durante 5 minutos y se eliminaba el 

sobrenadante. El DNA precipitado se disolvía en 50 µl de buffer TE (10 mM Tris/HCl pH 8; 1 mM 
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EDTA pH 8) inactivando posteriormente las DNAsas calentando en un baño de agua a 85ºC durante 

15 minutos. La cuantificación del DNA se realizó con el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo 

Scientific) y se ajustaba su concentración entre 80 y 150 ng/ml. 

Los primers utilizados para la amplificación mediante ERIC-PCR fueron los descritos por 

Versalovic y col. (1991): ERIC1 (5´ATCGAAGCTCCTGGGGATTCAC3´) y ERIC2 

(5´AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3´) (sintetizados por Sigma Aldrich, Madrid, España) que 

amplifican fragmentos de 300-3000 pb. La amplificación por PCR se realizó en un volumen final de 

50 µl según las condiciones descritas por González y col. (2004).  

Los productos de amplificación se resolvieron en gel de agarosa al 1,5 % (w/v) y se 

separaron a 80 V durante 1 hora y 45 minutos, tiñéndose con bromuro de etidio (BioRad) y se 

tomó la imagen mediante la iluminación con luz ultravioleta (340 nm) en el transiluminador TS40 

(UltraViolet Products) con el captador de imágenes (Image Store 500, Sony-UVP) y el programa 

informático ChemiGenius (GenSnap de SynGene).  

Los patrones obtenidos en el análisis ERIC-PCR se clasificaron como indistinguibles, 

relacionados o no relacionados (indistinguishable, closely related o unrelated) cuando los 

patrones de bandas eran idénticos, se diferenciaban en 1-3 bandas o diferían en más de tres 

bandas respectivamente, siguiendo los criterios de Tenover y col. (1995). 

 

2.8. Identificación clonal mediante análisis de restricción con la enzima SpeI y 

electroforesis de campos pulsados 

 La técnica de electroforesis de campos pulsados PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

también se empleó para identificar los aislados de BA a nivel de cepa. La técnica de PFGE consiste 

en separar fragmentos grandes de DNA mediante una electroforesis con un campo eléctrico que 

cambia periódicamente de dirección. Esta técnica presenta una buena reproducibilidad entre 

ensayos y entre diferentes laboratorios. En este caso se separaron los fragmentos de DNA 

generados tras la digestión del DNA total de la cepa bacteriana con la enzima SpeI. Los perfiles de 

bandas generados para cada aislado se comparaban con el programa GelCompar de Bionumerics, 

estableciendo de este modo las relaciones genéticas entre los aislados y determinando si se 

trataba o no de la misma cepa. 

El procedimiento utilizado fue puesto a punto en este trabajo, partiendo de un protocolo 

descrito previamente para BL del vino por López y col. (2008). Se empleó un sistema CHEF 

(Contour-Clamped Homogeneus Electric Field) DR II de BioRad (CA, USA).  
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 Este método requiere en primer lugar la inmovilización previa de las células bacterianas 

en agarosa mediante la preparación de los denominados insertos de agarosa. En segundo lugar se 

realiza la lisis de las células inmovilizadas en los insertos de agarosa, y tras diferentes lavados, se 

lleva a cabo la digestión enzimática del DNA con la enzima de restricción adecuada. Se tuvieron 

que realizar ensayos previos para poner a punto la técnica y determinar: la concentración celular 

más adecuada y el tiempo de crecimiento bacteriano óptimo, el método eficaz de lisis celular, la 

elección de la enzima de restricción más adecuada y el estudio de reproducibilidad de la técnica 

mediante la repetición del proceso con el mismo aislado en diferentes ensayos. 

a) Preparación de los insertos: Partiendo de un cultivo fresco en placa de los aislados puros 

(2-3 días), se tomaban 2 asas del cultivo y se resuspendían en 10 ml de medio GY líquido 

para incubarlo durante 24 horas con agitación vigorosa y continua (200 rpm) a 30ºC y en 

condiciones de aerobiosis hasta alcanzar una densidad óptica de 0,8-1,2 a 660 nm. Se 

tomaban 3 ml del cultivo fresco y se centrifugaban (1.800 x g, 10 minutos), las células se 

lavaban una vez con 3 ml de solución salina estéril. Después el precipitado de células se 

resuspendía cuidadosamente en 100 µl de buffer de conservación (10 mM Tris/HCl pH 8, 

10 mM EDTA pH 8) y la suspensión se atemperaba a 50ºC (el mínimo tiempo posible) para 

añadir a continuación a la misma temperatura 100 µl de 1 % agarosa certificada para 

campos pulsados (D-5 Pronadisa Hispanlab S.A., Madrid, España) en buffer TBE (45 mM 

Tris, 45 mM ácido bórico, 1 mM EDTA pH 8). La suspensión de células y agarosa 

homogénea se dejaba solidificar en moldes (de dimensiones 10 x 5 x 1,5 mm, BioRad) a 

4ºC durante 15-20 minutos. 

 

b) Lísis celular: Se realizó el método de López y col. (2007) para la lisis celular y el aislamiento 

del DNA inmovilizado en los bloques de agarosa. Para ello los insertos eran introducidos 

en un tubo estéril donde se les añadía 3 ml de la solución de lisis cuya composición para 

100 ml era: 0,6 ml Tris 1M (pH=8), 20 ml NaCl 5M,  20 ml EDTA 0,5M (pH=8), 5 ml Brij 58 

(Sigma) 10 %, 2,5 ml sarcosyl [N-lauroylsarcosin de sodio (Sigma)] 20 %, 2 ml ácido 

deoxicólico (Sigma) 10 % y 49,9 ml agua MiliQ. Por cada mililitro de solución de lisis se 

añadían 2 mg de lisozima (añadida justo antes de adicionar la mezcla a los insertos). Se 

incubaban a 37ºC durante 2 horas, y después se decantaba el medio. A continuación se 

añadían 3 ml de solución ESP preparada en el momento de usarla, cuya composición era: 

30 ml EDTA 0.5M (pH=8), 1,5 ml sarcosyl 20% y 0,03 g proteinasa K. Los insertos se 

incubaban a 56ºC durante 12 horas,  decantando después el medio. A continuación se 

lavaban los insertos con 10 ml de cada una de las disoluciones siguientes: primero con la 
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disolución A (Tris 10 mM pH=8 y EDTA 50 mM pH=8) a 56ºC durante 15 minutos (1 vez), 

después con la disolución B (Tris 10mM pH=8 y EDTA 50mM pH=8) a temperatura 

ambiente durante 30 minutos y con agitación (2 veces), y finalmente con la disolución C 

(Tris 10 mM a pH=8) durante 30 minutos y con agitación a temperatura ambiente. 

 

c) Digestión con la enzima de restricción: Antes de la digestión con la enzima de restricción, 

se cortaban los bloques de agarosa (porciones de 1-2 mm) y se equilibraban durante 30 

minutos a temperatura ambiente en 100 µl del buffer enzimático apropiado. Se ensayaron 

diferentes endonucleasas de restricción: SfiI, XbaI, NotI, AluI, SmaI y SpeI (New England 

Biolabs, Beverly, Massachusetts). Se realizaron las digestiones con SpeI añadiendo sobre 

la muestra 100 µl de buffer enzimático específico (proporción BSA/buffer 10X = 1/10) 

conteniendo 5 U de la enzima de restricción e incubando durante la noche a 37ºC. Antes 

de cargar los bloques en el gel, se lavaban con 1 ml de TBE 0,5X (TBE 5X: 54 g/l 

tris(hidroximetil)aminometano; 27,5 g/l ácido bórico; 20 ml EDTA 0,5M pH 8) durante 8 

minutos a 52ºC para eliminar los restos de enzima.  

 

d) Electroforesis de campos pulsados: Se analizaron mediante la técnica de PFGE 77 aislados. 

Los fragmentos de DNA se separaron en un gel de agarosa (D-5 Pronadisa) al 1 % (w/v) en 

TBE 0,5X buffer con un sistema CHEF DR II (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) conteniendo 

tampón TBE 0,5X. La electroforesis se realizó en buffer TBE 0,5X con bombeo constante, 

a 14ºC, con un voltaje constante de 4,5 V/cm y una rampa de 5 a 45 segundos durante 24 

h. El marcador de pesos moleculares utilizado fue el Lambda ladder PFG marker (New 

England Biolabs). Para la visualización, los geles se tiñeron por inmersión con bromuro de 

etidio (0,5 mg/ml)  durante 10 minutos y fueron fotografiados bajo luz UV. Se continuó 

destiñendo en agua hasta la obtención de la foto de mejor calidad. 

 

Los patrones de bandas obtenidos se clasificaron, como en el caso de los perfiles de ERIC-PCR, 

como indistinguibles, relacionados o no relacionados cuando los perfiles eran idénticos, diferían 

en 1-3 bandas, o diferían en más de tres bandas respectivamente, según los criterios publicados 

para la clasificación clonal (Tenover et al., 1995). 
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2.9. Estudio de reproducibilidad y análisis numérico de las imágenes obtenidas 

en las técnicas ERIC-PCR y PFGE 

 Para poder discriminar entre cepas y determinar el porcentaje de similitud entre cepas 

distintas, se realizaron estudios de reproducibilidad según describe López y col. (2008). Las 

imágenes de bandas obtenidas en repeticiones realizadas para un mismo aislado se incluyen 

dentro del dendrograma con las imágenes obtenidas para todas las cepas. El porcentaje de 

similitud obtenido para las repeticiones del análisis de ese aislado se establece como el valor de 

corte por debajo del cual se consideran patrones de bandas distintos y pertenecientes a cepas 

diferentes.  

 Se utilizó el software GelCompar 2.5 (Applied Maths, Kortrijd, Belgica) para la conversión, 

normalización, y posterior procesamiento de las imágenes. Se realizó la comparación de los 

perfiles de bandas obtenidos por PFGE y por ERIC-PCR empleando el coeficiente de Dice. El 

software GelCompar se basa en el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic 

average) para generar los dendrogramas.  

Se utilizaron dos parámetros para la comparación de las técnicas utilizadas (ERIC-PCR y PFGE): 

• El coeficiente de correlación cofenética, calculado por el programa GelCompar a 

partir de las distancias representadas en el dendrograma. Este parámetro es una 

medida de la fiabilidad de las distancias filogenéticas mostradas en los 

dendrogramas (Sokal & Rohlf 1962).  

• El índice de diversidad genética se calculó del siguiente modo: 100 x (número de 

patrones diferentes/número total de aislados). 
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3. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA FORMAR 

BIOFILM 

 

3.1. Cepas para el estudio de la capacidad de formación de biofilm 

Se analizaron 69 cepas de BL y 11 BA pertenecientes a 13 especies diferentes, y como 

control positivo para la formación de biofilm se utilizó la cepa Pseudomona aeruginosa C2803. Las 

cepas estudiadas fueron de origen enológico (uva, mosto y vino) provenientes de vinos de la 

D.O.Ca. Rioja y de vinagres, y todas ellas pertenecientes a la colección de la Universidad de La 

Rioja. Además se incluyó la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis LM29 de origen lácteo en este 

estudio. Todas las cepas utilizadas se muestran en la siguiente Tabla II-3. 

Tabla II-3. Bacterias utilizadas en el estudio de la capacidad formadora de biofilm. 

BACTERIAS LÁCTICAS     

Especie Nº 
cepas Nombre de las cepas Origen (Año/Localidad) 

Lactococcus lactis 1 LM29 Lácteo, leche materna* 
Leuconostoc 
mesenteroides 

11 J37, J43 
J32, J41 
J47 
J48, J49 
J57 
V5 
J46 
J38 

Mosto (1994 Villalba)* 
Uva (1994 Cenicero)* 
Mosto (1995 Oyón)* 
Vino (1995 Oyón)* 
FML Tumultuosa (Murillo)* 
Encubado* 
Mosto (1995 El Redal)* 
Vino (1994 Agoncillo)* 

Pediococcus acidilactici 2 IS111 
J83 

FML Tumultuosa (1999)* 
Vino (1995 Tirgo)* 

Pediococcus pentosaceus 1 J48 Vino (1994 Villalba)* 
Lactobacillus brevis 1 J54A UR 
Lactobacillus paracasei 2 J52, J60 UR 
Lactobacillus hilgardii 2 J80, J81 Vino (1995 Tirgo)* 
Pediococcus parvulus 2 J103, J82 Vino (1995 Tirgo)* 
Lactobacillus plantarum 35 E3, E14 

E8 
I3 

24h encubado (1998)* 
Descubado (1998)* 
Mosto 1998* 

 

 J21, J23 
J34, J39 
J36 
J51, J61 
J53, J55, J56, J58, J59, 
J63, J75, V6 
J62, J67, J69, J70, J71, 
J73 
J77, J78 
T19, T20, T53, T6 

Mosto (1994 Agoncillo)* 
Vino (1994 Agoncillo)* 
Mosto (1994 Villalba)* 
Vino (1995 Oyón)* 
Vino* 
 
Vino (1995 Tirgo)* 
 
Vino (1995 El Redal)* 
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Especie Nº 
cepas Nombre de las cepas Origen (Año/Localidad) 

Lactobacillus plantarum  Y8, Y17, Y21, Y22 Fin FML (1998)* 
Mosto (1999 CIDA)* 

    
Oenococcus oeni 12 IS1, IS11, IS14, IS16, 

IS44, IS45 
IS144, IS145, IS151, 
IS166, IS177, IS196 

FML Tumultuosa (1999)* 
 
Fin FML (1999)* 

BACTERIAS ACÉTICAS    

Especie Nº 
cepas Nombre de las cepas Origen 

Gluconacetobacter 
europaeus 

4 R1, R3 
R39, R48 
 

Vinagre de vino blanco (UR) 
Vinagre de sidra (UR) 

Acetobacter pasteurianus 2 R30, R90 Vinagre de sidra (UR) 
Gluconacetobacter xylinus 5 R35, R36, R41, R46, 

R49 
Vinagre de sidra (UR) 

OTRAS BACTERIAS    

Especie Nº 
cepas Nombre de las cepas Origen 

Pseudomonas aeruginosa 1 C2803 UR 
*UR: Colección de la Universidad de La Rioja 

 

3.2. Método para la determinación de la capacidad formadora de biofilm de 

bacterias lácticas 

El objetivo de este estudio fue el medir la capacidad de formación de biofilm de las cepas 

de BL mostradas en la Tabla II-3. Para ello se utilizó el método descrito por O´Toole y col. (1998a) 

con las siguientes modificaciones: 

• Se partía de un cultivo fresco (24 h) en placa (medio MRS-agar para BL y BHI-agar para 

Pseudomona). Siempre se preparaba un control negativo de medio sin células y como 

control positivo se utilizó la cepa C2803 Pseudomona aeruginosa. 

• Se realizaba una suspensión de la bacteria en solución salina estéril hasta ajustar la 

absorbancia a 660 nm entre 0,4-0,5 (utilizando una cubeta de 1 mm de ancho). 

• Se inoculaban tubos de cristal con 3 ml de BHI líquido (Becton-Dickinson, Sparks, USA), o 

el medio correspondiente con etanol y/o nisina, con 200 µl de la suspensión bacteriana 

anterior. Se realizaban todos los ensayos por triplicado. 

• Se incubaban las muestras a 23-25ºC y sin agitación durante 48 horas. 
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• Se eliminaba el sobrenadante por decantación con sumo cuidado para no romper el 

biofilm formado, y dejando secar el tubo al aire bocabajo durante 30 minutos. 

• Se lavaba cuidadosamente el biofilm formado dos veces con aproximadamente 6 ml de 

solución salina. Se dejaba secar entre lavados durante 20 minutos. 

• Se dejaba secar completamente durante 1 hora aproximadamente antes de la tinción. 

• Se añadían 3 ml de solución cristal violeta al 0,1 % (v/v) y se dejaba 15 minutos. 

• Se decantaba el exceso de cristal violeta (con cuidado de no dejar secar el cristal violeta) 

y se lavaba con agua destilada añadiéndola con cuidado por las paredes del tubo. 

• Se repetía el lavado dos veces, de manera cuidadosa para no eliminar el biofilm. 

• Se dejaba secar completamente.  

• Se añadían 3 ml de etanol para decolorar el tinte retenido en el biofilm y se deja durante 

10 minutos a temperatura ambiente. 

• Se tomaban 200 µl del sobrenadante (cristal violeta disuelto en etanol) y se medía la 

absorbancia a 600 nm en cubeta de cuarzo (que es la longitud de onda a la que absorbe 

el cristal violeta). 

• Se consideró que con un valor de D.O.600nm ≥ 1 la producción de biofilm es positiva y para 

una D.O.600nm < 1 la producción de biofilm es negativa (O´Toole et al. 1998a; Peeters et al. 

2008). 

Este método se basa en la unión del cristal violeta a los polisacáridos del biofilm, después 

de la tinción el tinte adsorbido se eluye con un disolvente como el etanol y se cuantifica la cantidad 

de tinte midiendo su D.O. a 600 nm la cual es directamente proporcional al tamaño del biofilm. 

 

3.3. Método para la determinación de la capacidad formadora de biofilm de 

bacterias acéticas 

 Para evaluar la capacidad formadora de biofilm de las BA indicadas en la Tabla II-3 se 

utilizó un método diferente al indicado en el apartado anterior para BL. La razón fue el pobre 

crecimiento de las BA en los medios de cultivo líquidos y la labilidad de los biofilms que en algunas 

ocasiones se observaba en la superficie de los cultivos.  

Se realizó la observación macroscópica de la producción de biofilm evaluando lo que se 

denomina “carácter ropy”. Se conoce como carácter o fenotipo “ropy” la capacidad de las cepas 
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para formar hilos al levantar con un asa de siembra la masa celular crecida sobre un medio de 

cultivo sólido. 

Las cepas de BA fueron crecidas en medio MRS-agar y en medio MRS-agar con 100 µg/ml y 

200 µg/ml de nisina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y se evaluó su carácter “ropy” según se 

acaba de describir. 

 

3.4. Visualización del biofilm al microscopio 

Se realizaron pruebas para visualizar fragmentos del biofilm formado mediante tinción 

con cristal violeta y con las sondas de fluorescencia LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen, USA) ya 

utilizadas en esta tesis y el microscopio de fluorescencia Axioscop 2 Plus (Zeiss, Madrid, España). 

Para ello se partió de un biofilm de la cepa L. mesenteroides J32 ya que resulto ser la que más 

cantidad de biofilm formaba.   

En el caso de la tinción con cristal violeta el biofilm formado en el tubo, se eliminó el medio 

de cultivo, se dejó secar y se tiñó con 3 ml de cristal violeta. Tras eliminar el tinte, añadimos 1 ml 

de solución salina y despegamos con cuidado agitando levemente el biofilm que quedó flotando 

para después cogerlo con una pipeta Pasteur y colocarlo en un portaobjetos para su visualización 

en el microscopio. 

Para la tinción con sondas de fluorescencia, cuando se elimina el medio de cultivo por 

decantación, se deja secar el biofilm y se añade 1 ml de solución salina, despegando con cuidado 

el biofilm agitando suavemente. Se añaden las sondas según el método descrito (apartado 2.4.), 

se recoge con pipeta Pasteur y se coloca en cámara Neubauer para su visualización. Las células 

con la membrana dañada presentaron fluorescencia roja (teñidas con yoduro de propidio) y las 

células con la membrana citoplasmática intacta presentan fluorescencia verde (teñidas con el 

fluoróforo SYTO 9). Ambas sondas se detectan con el filtro simple de emisión a 530 nm (emisión 

verde) y el filtro de 605 nm (emisión roja) así como conjuntamente mediante el filtro triple 

(emisión a 460, 520 y 600 nm) el cual permitió observar simultáneamente fluorescencia verde y 

roja. 

 

 

 60 
 



                                                                                                  Materiales y Métodos / Materials & Methods 

3.5. Estudio de la tolerancia de las bacterias lácticas al etanol y a la nisina 

Dado el interés que presenta la formación de biofilms como mecanismo de resistencia 

bacteriana a los antimicrobianos, se realizó el estudio de la tolerancia a los dos agentes 

antimicrobianos: etanol y nisina, de las BL en forma planctónica (células libres) y formando biofilm. 

Se eligieron para este estudio: 2 cepas Leuconostoc mesenteroides (J32, J57), 1 cepa Lactobacillus 

plantarum (J39) y 1 Oenococcus oeni (IS151) ya que fueron las que mostraron una mayor 

capacidad de formar biofilm según las pruebas realizadas anteriormente.  

a) En primer lugar se calculó la concentración mínima inhibitoria de los agentes 

antimicrobianos: metabisulfito, etanol y nisina utilizando el método de microtiter utilizando placas 

de 96 pocillos siguiendo el método descrito por Rojo-Bezares y col. (2007) y que se indica en el 

apartado 4.2.1. para BA y BL. Se define como CMI (Concentración Mínima Inhibitoria) la mínima 

concentración de agente antimicrobiano que se necesita para inhibir el crecimiento de la cepa 

bacteriana a la mitad después de una incubación de 72 horas tanto para O. oeni como para BA y 

48 horas para el resto de BL. Para ello se utilizó el medio MRS-líquido (pH=3,5) y se realizaron 

diluciones dobles seriadas de los agentes antimicrobianos metabisulfito, etanol y nisina. Partiendo 

de dos disoluciones stock de nisina diferentes de 800 µg/ml y de 2,3 g/l  (Nisin from Streptococcus 

lactis, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) en HCl 0,02N. Las concentraciones de nisina estudiadas 

se encontraban en el rango de 0,097 a 575 mg/l (diluciones dobles seriadas). Las concentraciones 

de metabisulfito potásico (Winy, Sepsa-Enartis, San Martino, Trecate, Italia) ensayadas fueron 

desde 0,073 a 150 µg/ml. Las concentraciones de etanol (etanol absoluto, Panreac Química, S.A.) 

testadas fueron desde 0,007 a 15 % (v/v) en agua destilada estéril. Se partió de una suspensión 

celular con D.O.660nm de 0,4 para O. oeni, 0,2 para el resto de BL y para las BA estudiadas. El 

crecimiento se midió mediante absorbancia a 655 nm (Bio-Rad microtiter reader, modelo 680, 

Bio-Rad, Hercules, California) y se emplearon dos controles: uno para el control de crecimiento de 

la cepa correspondiente y otro sin inocular con la cepa como control de contaminaciones. 

b) Para el estudio de la tolerancia al etanol de las BL en forma planctónica se realizó una 

suspensión celular de D.O.660nm = 0,4-0,5 (medido en cubeta de 1 mm de ancho) a partir de un 

cultivo fresco de la cepa correspondiente, y se tomaron 20 µl para inocular 60 ml de medio de 

cultivo líquido cuya composición era MRS y 0, 2, 4, 6, 8 y 12% (v/v) etanol. Las cepas se incubaron 

a 23ºC durante 48 horas bajo agitación continua a 100 rpm (incubador Innova 4330, New 

Brunswick Scientific, Paris, Francia). La población bacteriana se determinó mediante recuentos de 

UFC/ml según el método descrito en el apartado 1.3.  
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3.6. Formación de biofilms de bacterias lácticas en presencia de etanol y de nisina 

Se estudió la capacidad de formar biofilm de las bacterias cuando en el medio existe una 

concentración de etanol. Las cepas se incubaron en medio BHI-líquido con diferentes 

concentraciones de etanol: 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 % (v/v) y se realizó el análisis del biofilm según se 

describe en el apartado 3.2. De forma paralela también se analizaron las poblaciones de bacterias 

viables tanto de las células que forman el biofilm y quedan adheridas a la pared del tubo, como 

de las células que quedan en el sobrenadante (en estado planctónico) mediante el análisis de 

UFC/ml según se describe en el apartado 1.3. 

También se ensayó la combinación del etanol y la nisina en el medio de cultivo y se estudió 

su efecto sobre la formación de biofilm. Se utilizó el medio BHI-líquido con etanol 0, 2, 4, 6 y 8 % 

(v/v) en combinación con nisina comercial en las concentraciones de 6 y 200 µg/ml  con incubación 

de 48 horas a 25ºC y sin agitación. La elección de estas concentraciones de nisina se realizó en 

base a los valores de CMI de la nisina calculados previamente, siendo la concentración de 6 µg/ml 

una concentración subinhibitoria, y la de 200 µg/ml cercana a la CMI. Se realizó por triplicado 

tanto la cuantificación del biofilm formado según se describe en el apartado 3.2. como la 

cuantificación de la población en forma planctónica (UFC/ml) mediante el método descrito en el 

apartado 1.3.  

 

3.7. Tolerancia al etanol y a la nisina de biofilms de bacterias lácticas 

previamente formados 

Se estudió la tolerancia de un biofilm formado en ausencia de etanol a la adición de etanol 

en el medio. Para ello se incubó la correspondiente cepa formadora de biofilm en medio BHI-

líquido durante 48 horas y posteriormente el medio de cultivo con las células planctónicas fueron 

eliminadas por decantación, y se añadió sobre el biofilm formado medio BHI fresco con diferentes 

porcentajes de etanol (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 %). Después de 24 horas de incubación a 25ºC y sin 

agitación, se cuantificó el biofilm según el método descrito en el apartado 3.2. De forma paralela 

también se midió la población (UFC/ml) presente en el biofilm y en forma planctónica según el 

método descrito en el apartado 1.3. Ambos ensayos se realizaron por triplicado. 

De forma análoga, también se estudió la tolerancia del biofilm formado durante 48 horas 

en ausencia de los agentes antimicrobianos, a la adición de medio con etanol y nisina. Se empleó 

el medio líquido BHI con las concentraciones de etanol de 0, 2, 4, 6 y 8 % (v/v) en combinación 

con 0, 6 y 200 µg/ml de nisina. Se incubó cada cepa formadora de biofilm a 25ºC en el medio BHI-
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líquido durante 48 horas, al cabo de las cuales se eliminó por decantación el sobrenadante con las 

células planctónicas, y se añadió sobre el biofilm formado medio BHI fresco con las distintas 

combinaciones de etanol y nisina. Tras 24 horas de incubación a 25ºC  sin agitación del biofilm en 

el medio líquido con las distintas combinaciones de los dos antimicrobianos, se cuantificó el 

biofilm por triplicado según el método descrito en el apartado 3.2. 
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4. PRODUCCIÓN DE NISINA EN CONDICIONES ENOLÓGICAS Y 

EFECTO SOBRE LAS BACTERIAS 

 

4.1. Cepas utilizadas para el estudio de la producción de nisina y sensibilidad a la 

nisina  

Las 77 BL y 28 BA bacterias utilizadas en el estudio de la producción de nisina y de la 

sensibilidad a la nisina se muestran en la Tabla II-4. Las BL utilizadas en este estudio fueron 76 

aisladas de muestras de vino y mosto de la D.O.Ca. Rioja y 1 de origen lácteo, y 25 de las 28 BA 

fueron aisladas de vino y vinagre. La cepa productora de nisina denominada Lactococcus lactis 

subsp. lactis LM29 y fue amablemente cedida por el grupo del Dr. Juan Miguel Rodríguez del 

Departamento de Nutrición y Bromatología, de la Facultad de Veterinaria de la Universidad 

Complutense de Madrid, y había sido aislada de leche materna. 

 

Tabla II-4. Cepas de bacterias lácticas y acéticas utilizadas para el estudio de sensibilidad frente al extracto 
activo de nisina obtenido en este estudio. 

BACTERIAS LÁCTICAS     
Especie Nº cepas Nombre de las cepas Origen 
Lactococcus lactis 1 LM29 Lácteo 
Pediococcus  pentosaceus 4 C531, J27, J29, J40 Enológico (UR) 
Lactobacillus fermentum 1 C533 Enológico (UR) 
Lactobacillus plantarum 27 E14, E3, J23, J31, J36, J39, J51, J52, 

J53, J55, J56, J58, J59, J61, J62, J63, 
J65, J67, J69, J71, J73, J75, J77, J78, 
T20, T53, Y17 

Enológico (UR) 

Pediococcus acidilactici 2 IS111, J83 Enológico (UR) 
Leuconostoc 
mesenteroides 

3 
J47, J48, J57 

Enológico (UR) 

Lactobacillus brevis 1 J54 Enológico (UR) 
Lactobacillus  hilgardii 2 J80, J81 Enológico (UR) 
Pediococcus parvulus 1 J82 Enológico (UR) 
Oenococcus oeni 35 IS1, IS109, IS11, IS127, IS13, IS135, 

IS14, IS143, IS151, IS154, IS158, 
IS159, IS167, IS177, IS18, IS186, 
IS189, IS196, IS209, IS21, IS24, IS27, 
IS40, IS41, IS43, IS45, IS46, IS48, 
IS51, IS53, IS59, IS83, IS92, IS95, 
IS97 

Enológico (UR) 
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BACTERIAS ACÉTICAS    
Especie Nº cepas Nombre de las cepas Origen 
Acetobacter aceti 1 C656 CECT298 
Gluconobacter oxydans 9 C657 

I34, I38, I40, I7, IS219, IS262, IS283, 
V3 

CECT360 
Enológico (UR) 

Acetobacter pasteurianus 7 C658 
IS227, IS245, IS286 
R28, R30, R90 

CECT474 
Enológico (UR) 
Vinagre (UR) 

Acetobacter orleanensis 6 IS242, IS259, IS282, IS291, IS293, 
IS294 

Enológico (UR) 

Gluconacetobacter 
europaeus 

2 
R1, R48 

Vinagre (UR) 

Gluconacetobacter xylinus 3 R35, R36, R41, R46 Vinagre (UR) 
CECT: Colección Española de Cultivos Tipo 
UR: Colección de la Universidad de La Rioja 

 

4.2. Métodos para la determinación de la actividad antimicrobiana 

Se determinó la actividad antimicrobiana de distintas muestras y extractos de nisina 

mediante las técnicas de microtiter y difusión en agar (Rojo-Bezares et al., 2007). Se utilizó la cepa 

Pediococcus pentosaceus C531 sensible a la nisina como cepa control e indicadora de la actividad.  

 

4.2.1. Técnica de microtiter 

El ensayo se realizaba en placas microtiter de 96 pocillos (Costar, Corning, NY, USA) con 

50 µl del medio MRS 2X (concentrado al doble), 25 µl del extracto activo de nisina y 25 µl de la 

cepa bacteriana cuya sensibilidad se iba a determinar. Se realizaban diluciones dobles seriadas del 

extracto activo o muestra de nisina, y en cada ensayo se llevaban controles de crecimiento de la 

bacteria en el medio únicamente con MRS-líquido, así como una muestra control "blanco" sin cepa 

bacteriana. Las células de la bacteria se suspendían en solución salina estéril y su absorbancia a 

660 nm se ajustaba entre 0,2-0,5. Las placas microtiter se incubaban a 30ºC en anaerobiosis en 

estufa con un 5 % de CO2 para BL y en aerobiosis cuando se ensayan BA. Se realizaron medidas de 

absorbancia a 655 nm a las 48-72 horas para O. oeni, a las 24-48 horas para el resto de BL y 48-72 

horas para BA en un lector de placas microtiter (Bio-Rad microtiter reader, modelo 680). Al cabo 

de las horas establecidas en cada caso (24-72 h) se realizaba la medición de la D.O.655nm 

comprobando que el pocillo control de crecimiento alcanzaba una absorbancia alrededor de 1, 

para así poder asegurar el correcto crecimiento de la bacteria estudiada. La actividad 
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antimicrobiana expresó en unidades de actividad (U.A.), definiendo U.A. como el máximo factor 

de dilución de la muestra que inhibe al menos al 50 % el crecimiento de la cepa bacteriana. Todos 

los ensayos se realizaron por duplicado. 

  

4.2.2. Técnica de difusión en agar 

La técnica de difusión en agar se realizó en placas del medio TSA (40 g/l) (Trypticasa Soja 

Agar, Becton-Dickson) suplementado con 5 g/l de extracto de levadura (Scharlau Chemie) 

denominado TSAYE sobre las que se colocaba un molde formador de pocillos. Seguidamente se 

preparaba una suspensión bacteriana de escala 1 McFarland en 3 ml de solución salina estéril de 

la cepa indicadora P. pentosaceus C531, utilizando 80 µl de esta suspensión bacteriana para 

inocular tubos con 10 ml de BHI semisólido [preparado con BHI líquido (Becton-Dickson) 

suplementado con 0,75 % de agar] previamente atemperados a 55ºC. Tras adicionar la suspensión 

de la bacteria indicadora sobre las placas de TSAYE y con el molde colocado, se dejaba enfriar la 

capa de BHI semisólido y se desmontaba el molde. Por último se rellenaban los pocillos con 50 µl 

de extracto activo a testar y se incubaron a 30ºC durante 24 horas en anaerobiosis. La aparición 

de un halo de inhibición del crecimiento de la bacteria alrededor del pocillo era indicativo de la 

actividad antimicrobiana de la nisina. 

 

4.3. Estudio de la producción de nisina por la cepa L. lactis LM29 

La cepa productora de nisina, L. lactis LM29 se cultivó en el medio MRS-líquido, y se partió 

de un cultivo fresco de 24 horas en placa de MRS-agar en condiciones de anaerobiosis (9-13 % 

CO2) a 30ºC. Se recogieron las células del cultivo fresco y se realizó una suspensión celular en MRS-

líquido hasta alcanzar una D.O.660nm de 0,5. Se tomaron 1,5 ml de dicha suspensión y se inoculó un 

matraz con 30 ml de MRS-líquido (pH=3,5), alcanzándose una población inicial cercana a 107 

UFC/ml. También se llevó un control negativo con MRS sin inocular. Se incubaron a 22ºC, con 

agitación constante de 100 rpm (incubador Innova 4330) durante 48 horas. 

Se monitorizó el crecimiento de la cepa L. lactis LM29 mediante la medida de la 

absorbancia a 660 nm y recuentos en placas de MRS-agar para determinar la población de 

bacterias viables (UFC/ml). También se tomaron alícuotas de 1 ml del medio de cultivo a los 

tiempos de 3, 6, 8, 9, 25, 29, 33 y 48 horas de incubación para determinar la actividad 

antimicrobiana; estos ensayos se realizaron por triplicado. Con el fin de eliminar la presencia de 

posibles células de la bacteria productora en las alícuotas de 1 ml, éstas se sometieron a 100ºC 
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durante 15 minutos en baño de agua y se centrifugaron a 14.800 x g durante 5 minutos (Biofuge 

Heraeus, Thermo Scientific, Willmington, USA) desechando el precipitado de células y recogiendo 

el sobrenadante en un tubo limpio. Este era el extracto libre de células que se utilizó 

posteriormente para determinar su actividad antimicrobiana. 

A continuación se estudió la producción de nisina por la cepa L. lactis LM29 en las 

siguientes condiciones: diferentes concentraciones de mosto de uva blanca (marca Casón 

Histórico, Mercadona, España) esterilizado por filtración a través de 0,22 µm), de etanol, y la 

combinación de ambos simulando condiciones enológicas. 

 

4.3.1. Estudio del crecimiento de L. lactis LM29 y su producción de nisina en MRS con 

mosto de uva blanca 

El objetivo de este ensayo fue estudiar el efecto que produce la presencia de mosto de 

uva blanca en el medio de cultivo sobre el crecimiento de la cepa LM29 y su producción de nisina. 

Para realizar este experimento se utilizó el mosto de uva blanca indicado, y se ensayaron los 

medios de cultivo con la siguiente composición: MRS (pH=3,5) con 0, 20, 40, 60 y 80 % de mosto, 

y 100 % mosto. A partir de un cultivo fresco en placa de la cepa L. lactis LM29 en MRS-agar durante 

24 horas a 30ºC en anaerobiosis, se realizó una suspensión celular de D.O.660nm = 1 en solución 

salina. Se tomaron alícuotas de 100 µl de esta suspensión y se inocularon 3 ml de cada uno de los 

seis medios preparados, obteniéndose una población inicial de la cepa productora L. lactis LM29 

de aproximadamente 105-107 UFC/ml. Paralelamente se prepararon las muestras controles 

negativos con las mismas composiciones de los medios, pero sin inoculación de la cepa LM29. 

Todas las muestras se incubaron a 30ºC durante 24 horas sin agitación. Se tomaron alícuotas para 

la monitorización del crecimiento por absorbancia y UFC/ml a tiempo inicial y a las 12 y 24 horas 

de incubación de la cepa LM29, y para actividad bacteriocina se tomaron alícuotas a las 12 y 24 h. 

Los ensayos se realizaron por triplicado. Las muestras para la determinación de la actividad 

bacteriocina por microtiter y difusión en agar fueron hervidas y después centrifugadas como se 

describe anteriormente para obtener el extracto libre de células. 
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4.3.2. Estudio del crecimiento de L. lactis LM29 y su producción de nisina en MRS con 

etanol 

Para estudiar el efecto del etanol tanto sobre el crecimiento como sobre la producción de 

nisina de L. lactis LM29 se realizaron dos tipos de experimentos.  

a) En primer lugar se utilizó el medio MRS (pH=3,5) con diferentes concentraciones de 

etanol (0, 2, 6, 8, 10 y 12 % v/v) utilizando etanol absoluto (Panreac Química S. A.) e incubándose 

a 20ºC. Se realizó este ensayo de igual manera que el descrito en el apartado 4.3.1. 

b) Posteriormente se estudió la tolerancia al etanol y la producción de nisina de L. lactis 

LM29, pero en este caso partiendo de una población inicial de la bacteria LM29 productora menor. 

Se partió de un cultivo fresco de la cepa L. lactis LM29 de 24 horas en MRS-agar y anaerobiosis y 

a partir de este cultivo se preparó una suspensión celular homogénea de D.O.660nm = 0,4-0,5 

(medido en una cubeta de 1 mm de ancho) en MRS-líquido. Se tomaron alícuotas de 20 µl de esta 

suspensión para inocular 60 ml de los distintos medios. Los medios contenían MRS-líquido 

(pH=3,5) con diferentes concentraciones de etanol absoluto (Panreac Química, S.A.): 0, 2, 4, 6, 8 

y 12 %. Se incubaron las muestras con agitación continua a 100 rpm a 20ºC durante 48 h. También 

se llevaron controles negativos sin inocular. Se tomaron muestras en diferentes tiempos de 

incubación (0, 6,5, 23, 31 y 47 horas) para la monitorización del crecimiento (medición de D.O.660nm 

y UFC/ml) y también se tomaron alícuotas para ensayar la actividad bacteriocina por las técnicas 

de microtiter y difusión en agar. Todos estos ensayos se realizaron por triplicado. 

 

4.3.3. Estudio del crecimiento de L. lactis LM29 y su producción de nisina en MRS con 

mosto y etanol 

El siguiente paso fue estudiar el efecto de la combinación de mosto y etanol sobre el 

crecimiento y producción de nisina de la cepa LM29. Para ello se utilizaron los medios: A) MRS, B) 

MRS + 60 % mosto, C) MRS + 60 % mosto + 8% etanol y D) MRS + 60 % mosto + 12 % etanol. La 

concentración de MRS-líquido (pH=3,5) fue en todos los casos la cantidad sólida (52 g/l) 

recomendada por el fabricante y disuelta en la mezcla de mosto, etanol y agua en la cantidad 

adecuada. 

Se partió de un cultivo fresco de la cepa L. lactis LM29 en MRS-agar 24h en anaerobiosis. 

Se preparó una suspensión de D.O.660nm = 0,5 y se tomaron alícuotas de 1 ml de esta suspensión 

para inocular 20 ml de cada uno de los medios descritos (A, B, C y D). Los cultivos fueron incubados 

durante 48 horas a 22ºC con agitación constante de 100 rpm. También se llevaron controles 

 68 
 



                                                                                                  Materiales y Métodos / Materials & Methods 

negativos sin inóculo de bacteria. Se realizaron por triplicado mediciones del crecimiento y se 

obtuvieron extractos para la medición de la actividad bacteriocina a tiempo inicial y a las 24, 48 y 

120 horas  de incubación.  

 

4.3.4. Obtención de un extracto activo de nisina de grado enológico 

El objetivo de los cultivos que a continuación se describen fue el obtener un extracto 

activo con nisina y con unas características en su composición que pudieran ser utilizadas en el 

ámbito enológico. Para ello se utilizó el medio MRS-líquido con un 60 % del mosto de uva blanca 

comercial y 12 % de etanol. Además se pretendía obtener una cantidad considerable de extracto 

(45 ml) y poder utilizarlo posteriormente para testar su actividad frente a bacterias de origen 

enológico (bacterias lácticas y acéticas) y estudiar la inhibición del crecimiento bacteriano debida 

a la presencia de nisina en el extracto. 

Se preparó un medio que contenía 52 g/l de MRS a pH=3,5, 60% (v/v) del mosto estéril, 

12 % de etanol y agua. Se preparó una suspensión celular a partir de un cultivo de 24 h a 30ºC y 

anaerobiosis de LM29 en solución salina de D.O.660nm = 1 y  se utilizaron alícuotas de 300 µl de esta 

suspensión para inocular 15 muestras de 3 ml cada una con el medio MRS + 60 % mosto + 12 % 

etanol preparado. Paralelamente se prepararon 5 muestras como controles negativos del medio 

sin inocular. Todas las muestras se incubaron a 23ºC durante 24 horas en jarra de anaerobiosis (9-

13 % CO2). Se controló el crecimiento y actividad bacteriocina de 6 muestras. A las 24 horas de 

incubación se recogieron los 3 ml de medio de cultivo de cada uno de las 15 muestras en dos tubos 

de ensayo estériles de 50 ml y en otro diferente los controles negativos. Las muestras fueron 

hervidas y centrifugadas como se describe anteriormente para eliminar células y restos sólidos 

que pudieran quedar. Estos extractos libres de células se guardaron congelados a -20ºC para 

posteriormente analizar su actividad bacteriocina mediante las técnicas de microtiter y difusión 

en agar frente a la cepa indicadora P. pentosaceus C531. 

Posteriormente se utilizó este extracto y los controles negativos del medio sin inocular, 

para testar su efecto inhibidor del crecimiento de las bacterias de origen enológico de la Tabla II-

4 utilizando la técnica de microtiter. Los resultados se expresaron en U.A. de 50 µl de extracto, es 

decir,  el máximo factor de dilución de la muestra capaz de inhibir al menos a la mitad el 

crecimiento de una determinada cepa bacteriana. Para estos ensayos se utilizó como control 

positivo una disolución de 2,5 mg/l de nisina comercial (Nisin of Streptococcus lactis, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemania). Esta disolución patrón se utilizó para poder determinar la 

concentración aproximada en nisina en el extracto.  
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5. METABOLISMO DE AMINOÁCIDOS DE Lactococcus lactis EN 

PRESENCIA DE ETANOL EN EL MEDIO DE CULTIVO 

 

 El objetivo de estos ensayos fue estudiar el metabolismo de aminoácidos de la cepa 

productora de nisina L. lactis subsp. cremoris MG1363 y tres de sus mutantes cuando crecen en 

un medio que contiene etanol, prestando una especial atención a la ruta ADI y a la posible 

generación de aminas biógenas. Para ello se partió del cultivo de dichas cepas en diferentes 

medios que con/sin arginina y con/sin etanol y se analizó el perfil aminoacídico, las aminas 

biógenas y el ión amonio presentes a tiempo inicial y en la fase estacionaria de crecimiento de 

estas BL.  

 

5.1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo  

 Las cepas utilizadas en este estudio fueron: L. lactis subsp. cremoris MG1363 y tres de sus 

mutantes denominados: MGΔargR (defectivo en el gen argR) con ruta ADI y síntesis de Arg activas; 

MGΔahrC (defectivo en el gen ahrC), y el doble mutante MGΔargRΔahrC ambos con la ruta ADI 

inactiva y con la síntesis de arginina activa (Larsen et al., 2004). Estas cepas fueron amablemente 

cedidas por el grupo de investigación del Dr. Oscar Kuipers de la Universidad de Groeningen 

(Holanda). Las características de estas cepas se detallan en la Tabla II-5. 

Tabla II-5. Cepas utilizadas en el estudio metabólico de L. lactis MG1363. 

Nombre de la cepa Descripción Características 

MG1363 Lactococcus lactis  Wild type 

MGΔargR L. lactis mutante defectivo en 
el gen argR 

Ruta ADI activa 
Biosíntesis  Arg no reprimida 

MGΔahrC L. lactis mutante defectivo en 
el gen ahrC 

Ruta ADI no activa 
Biosíntesis  Arg no reprimida 

MGΔargRΔahrC L. lactis doble mutante Ruta ADI no activa 
Biosíntesis  Arg no reprimida 

 

El cultivo de las cepas se realizó en el medio mínimo químicamente definido (CDM) 

indicado en el apartado 1.2. basado en el descrito previamente por Larsen y col. (2004).  Se 

ensayaron diferentes condiciones de cultivo con las siguientes variaciones en la composición del 

medio CDM: presencia de 2,5 mg/ml o ausencia (0 mg/l) de arginina (Merck, Darmsladt, Alemania) 
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y presencia de 2 % (v/v) o ausencia (0 %) de etanol (Panreac, Barcelona, España) en el medio de 

cultivo. Fueron en total 4 condiciones de cultivo para cada cepa bacteriana: a) CDM con 2,5 mg/ml 

de arginina y sin etanol; b) CDM sin arginina y sin etanol; c) CDM con 2,5 mg/ml de arginina y 2 % 

de etanol; d) CDM sin arginina y con 2 % de etanol. 

La cepa L. lactis MG1363 denominada “wild type” y sus tres mutantes fueron incubados a 

30ºC y sin agitación. Se midió la densidad óptica a 660 nm usando un espectrofotómetro 

(Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) para determinar sus respectivas curvas de 

crecimiento. Las muestras se tomaron en el momento inicial de la inoculación (tiempo 0) y 

después de 10 horas de incubación, correspondiente a la fase estacionaria de crecimiento con 

cada uno de los 4 tratamientos ensayados. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 

Estas muestras fueron guardadas congeladas a -80ºC hasta su análisis por HPLC. 

 

También se realizó la incubación de la cepa MG1363 (wild type) en el medio CDM descrito 

en el apartado 1.2. anterior adicionando en este caso 290 mg/l de histidina (Merck, Darmstadt, 

Alemania) y con 2,5 mg/ml de arginina y 0 y 2 % etanol hasta alcanzar la fase estacionaria de 

crecimiento (10 horas) a 30ºC. Las muestras fueron guardadas congeladas a -80ºC hasta su análisis 

por HPLC. 

 

5.2. Análisis por HPLC de aminoácidos, aminas biógenas y del ión amonio 

 Se analizaron los aminoácidos, el ion amonio y las aminas biógenas presentes en las 

muestras libres de células tomadas a tiempo inicial y en fase estacionaria para las 4 cepas en los 

4 medios de cultivo descritos. Se realizó el análisis por cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 

de fase reversa, previa derivatización de los compuestos aminados con el agente dietil etoxi-

metilen-malonato (DEEMM) siguiendo el método previamente descrito por Gómez-Alonso y col. 

2007. 

 Los analitos se identificaron en base al tiempo de retención de la aminoenona derivada 

de la reacción de derivatización de los correspondientes patrones y se cuantificaron usando el 

método de patrón interno con L-2-ácido aminoadípico.  
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Figura II-1: Estructura de las aminoenonas derivadas de aminoácidos en: (a) reacción de derivatización; (b) 
derivado primario del aminoácido; y (c) derivado secundario del aminoácido. 

  

La reacción de derivatización se realizó en tubos de 15 ml con: 1,75 ml de buffer borato 

1M (pH 9), 750 µl de metanol (Panreac, Barcelona, España), 1 ml de muestra, 20 µl de patrón 

interno L-2-ácido aminoadípico 1 g/l (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y 30 µl DEEMM (Sigma-

Aldrich Chemie, Steinhein, Alemania). Los tubos de reacción se mantuvieron en un baño de 

ultrasonidos (Sonorex Digital 10P, Sigma-Aldrich) durante 30 minutos para homogeneizar la 

mezcla de reacción. Después los tubos se calentaron en un baño a 70ºC durante dos horas para 

finalizar la reacción de derivatización y conseguir la completa degradación del exceso de DEEMM. 

Las muestras se filtraron (Syringe Filters polipropileno, 0,2 µm, 25 mm, OlimPeak, Teknokroma) 

antes de ser inyectadas en el sistema de HPLC. 

Los análisis se realizaron en un módulo de cromatografía líquida Agilent 1100 Series 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) equipado con una bomba cuaternaria G1311A, un 

desgasificador en línea G1379A, un horno de columna G1316A, un inyector automático G1313A y 

un detector de fotodiodo (DAD) G1315B controlado por el software Chemstation Agilent. La 

separación cromatográfica se realizó en una columna ACE HPLC (5 C18-HL) con un tamaño de 

partícula de 5 mm (250 mm de longitud y 4,6 mm de diámetro interno) con una precolumna del 

mismo material (ACE Integral Guard Cartridge).  

En la separación mediante HPLC se empleó una mezcla binaria compuesta por la fase A 

acuosa (tampón acetato 25 mM, pH=5,85 con 0,02 % de azida de sodio) y la fase B orgánica (80:20 

acetonitrilo:metanol). El caudal de la fase móvil fue de 0,9 ml/min y el gradiente se describe en la 

siguiente Tabla II-6. 
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Tabla II-6. Gradiente de los eluyentes para la determinación por HPLC de las aminoenonas derivadas de 
aminoácidos, aminas biógenas e ión amonio. 

Tiempo (min) 0,0 20,0 30,5 33,5 65,0 73,0 78,0 82,0 85,0 

Fase A (%) 90 90 83 83 60 28 18 0 0 

Fase B (%) 10 10 17 17 40 72 82 100 100 

 

Se analizaron los cromatogramas a 280 nm para la identificación e integración de los picos 

correspondientes a cada aminoácido, amina biógena o ión amonio, realizando previamente las 

correspondientes rectas de calibrado a partir de patrones comerciales. 

 Este método descrito por Gomez-Alonso y col. (2007) permite la detección de 24 

aminoácidos y 9 aminas biógenas, por ello además de los patrones de los aminoácidos presentes 

en el medio CDM se emplearon los patrones adicionales para la identificación de los picos en los 

cromatogramas: L-aspártico, 5-OH-triptófano, L-histidina (Merck, Darmstadt, Alemania), ácido 

glutámico, L-glutamina (Panreac, Barcelona España), OH-prolina (Calbiochem, Merck, Darmstadt, 

Alemania), L-citrulina (Merck), sulfato de agmatina y GABA (Sigma-Aldrich). Y para las aminas 

biógenas: putrescina e histamina (Sigma-Aldrich).   

Los patrones utilizados para cuantificar los aminoácidos fueron: L-arginina,  L-asparagina, L-

alanina, L-isoleucina, L-lisina monohidrato, L-ornitina y L-treonina (Merck, Darmstadt, Alemania), 

glicina, L-leucina, L-metionina, L-fenilalanina y L-serina (Calbiochem, Merck, Darmstadt, 

Alemania), L-valina (Sigma-Aldrich), cloruro de amonio (Panreac, Barcelona España). El patrón 

utilizado para las aminas biógenas fue: espermidina (Sigma-Aldrich).  

Se identificaron los picos según su tiempo de retención con el correspondiente 

aminoácido/amonio/amina biógena.  

 

Tras la elaboración de las rectas de calibrado con los patrones, se interpolaron los 

resultados obtenidos para las muestras analizadas provenientes del cultivo de Lactococcus lactis 

MG1363 y sus mutantes para así determinar las concentraciones de aminoácidos, amonio y 

aminas biógenas en las muestras.  
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5.3. Análisis estadístico de los resultados 

 Con el fin de poder comparar los valores de concentración obtenidos con los 4 

tratamientos probados para las 4 cepas analizadas, se realizó el tratamiento estadístico de los 

datos. Los datos obtenidos por triplicado para las muestras tomadas a tiempo inicial y en fase 

estacionaria se analizaron utilizando el programa IBM SPSS Statistics 19 para Windows mediante 

análisis de la varianza (ANOVA). Se realizó el análisis ANOVA y se utilizó el índice de Tukey en el 

análisis post-hoc y p < 0,05 empleando el programa IBM SPSS Statistics 19 para Windows. 

Mediante este análisis se pudo determinar si existían diferencias significativas o no entre los 

resultados para un mismo aminoácido (comparando la concentración inicial y los valores en la fase 

estacionaria para los 4 tratamientos).  
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1. CUANTIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA Y CLONAL 

DE BACTERIAS ACÉTICAS DEL VINAGRE 

 

1.1. Cultivo de las muestras de vinagres elaborados por el método sumergido 

De todos los medios sólidos de cultivo ensayados (GY- agar, GY-agar con CaCO3, manitol-

agar y MRS agar) para el aislamiento de las BA de las muestras tomadas de los tanques en plena 

fermentación acética sumergida, el más adecuado resultó ser el medio GY agar que contiene 5 % 

de glucosa, 1 % de extracto de levadura y 1,5 % de agar. Este medio ya había sido descrito por 

otros autores como óptimo para el crecimiento de BA y como el que permite recuperar la mayoría 

de las especies de vinagres elaborados por el método tradicional (Gullo et al., 2006). Los ensayos 

realizados adicionando etanol y ácido acético al medio GY agar no mejoraron la tasa de 

crecimiento de los aislados (datos no mostrados). Además las BA crecieron mejor sin los 

inhibidores nistatina (inhibidor de levaduras) ni penicilina (inhibidor de bacterias lácticas) en el 

medio, ya que la presencia de estos compuestos provocó una disminución notable en el 

crecimiento de las BA (datos no mostrados). Tampoco observamos el halo esperado en el medio 

GY agar con CaCO3 (carbonato cálcico insoluble que con el ácido acético producido por las BA se 

solubiliza) para ninguno de los aislados, como ya se había encontrado anteriormente ya que 

muchas BA pierden su capacidad de producir ácido acético al pasarlas a medio sólido (Sievers & 

Teuber 1995). 

Estos resultados corroboraron la dificultad del cultivo en el laboratorio de BA, ya descrito 

por otros autores (Sokollek et al., 1998, Torija et al., 2010; Vegas et al., 2010, 2013). En el caso de 

los vinagres de alcohol de nuestro estudio, la adaptación previa que realizamos en el medio líquido 

GY con agitación para favorecer el crecimiento de las BA en el posterior cultivo en placa Petri con 

GY agar, tuvo éxito y permitió el aislamiento y posterior identificación de los aislados de BA. Esta 

necesaria adaptación al medio de cultivo había sido descrita anteriormente para el crecimiento 

de BA (Millet & Lonvaud Funel 2000). 

Cabe señalar en este punto referente al cultivo de BA, que un trabajo publicado por Vegas 

y col. (2013) sobre BA de vinagre de vino elaborado mediante el método tradicional, las especies 

de BA identificadas utilizando métodos basados en la PCR tras el cultivo en placa fueron las mismas 

que las identificadas por métodos cultivo-independientes. Por lo tanto los aislados de BA 

obtenidos en nuestro estudio podemos considerarlos representativos de la microbiota 
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mayoritaria presente en los vinagres en plena fermentación acética en los tanques de 

fermentación sumergida muestreados. 

 

1.2. Observación de bacterias del vinagre al microscopio 

 De las 59 muestras de vinagres en plena fermentación recogidas en este estudio, se de BA 

que fueron identificados a nivel de especie y de cepa 90 aislados. Todos los aislados fueron Gram 

negativos y de forma elipsoidal a redondeada. 

A continuación se muestran algunas fotografías (Figuras III-1 y 2) de las BA encontradas 

en los vinagres estudiados en las que se puede observar que los microorganismos mayoritarios en 

el vinagre son las BA aunque en algunos casos se observaron otros tipos de microorganismos como 

levaduras o bacterias lácticas en poblaciones minoritarias provenientes de la materia prima que 

era el vino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Recuento de células por microscopía de fluorescencia 

 La cuantificación de la población bacteriana mediante el método de recuento de las 

colonias que aparecen al cultivar la muestra con las diluciones adecuadas, en placa Petri con el 

medio GY agar resultó no ser adecuado, debido a que la mayoría de las BA crecían formando un 

biofilm de forma continua sobre la superficie de la placa Petri que impedía la formación de 

colonias y el posterior recuento, tal y como se ha indicado en el apartado 2.3. de Materiales y 

Métodos. Se ha descrito en la bibliografía la producción de exopolisacáridos por BA (Gullo & 

Giudici 2008), siendo los dextranos, levanos y celulosa los principales exopolisacáridos producidos 

 
 

Figura III-2. Bacilos cortos Gram negativos 
(BA) observados en el vinagre tras tinción 
Gram (630 aumentos) 

Figura III-1. Bacilos cortos Gram negativos (BA) 
y levaduras observados en el vinagre tras 
tinción Gram (630 aumentos) 
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por el metabolismo de la glucosa de las BA. Esta característica de las BA favorece la formación de 

biofilms que dificultan la formación de colonias en la superficie del medio de cultivo sólido.  

A la vista de lo cual se procedió a poner a punto el método de recuento de células 

mediante microscopía de fluorescencia, un método rápido de tinción con las sondas fluorescentes 

SYTO 9 y yoduro de propidio (LIVE/DEAD BacLight kit) que distinguen entre células viables y células 

dañadas en la muestra analizada, según se ha descrito en el apartado 2.4. de Materiales y 

Métodos. Este método resultó ser fiable y eficaz para el recuento de células totales, no-viables y 

viables, tal y como otros autores ya habían descrito (Mesa et al., 2003;  Baena-Ruano et al., 2006). 

La Figura III-3 muestra la relación (r2=0,90) entre el conteo de células viables realizado por 

microscopía de fluorescencia en 21 muestras de vinagre y las correspondientes velocidades de 

fermentación en los bioreactores. En estas 21 muestras estudiadas se incluyeron muestras de los 

cuatro tipos de vinagre (vino blanco, vino tinto, sidra y etanol). La Tabla III-1 muestra que las 

velocidades de fermentación más altas (0,33-0,34 grados acéticos/h) correspondían a las mayores 

poblaciones celulares (7,5-9,5 x 107 células/ml), y las velocidades de fermentación más bajas (0,15 

a 0,19 grados acéticos/h) correspondían a los rangos más bajos de recuentos de población (2,8-

3,8 x 107 células/ml). 

 

Figura III-3. Población de células viables y velocidades de fermentación de los vinagres estudiados. 

  Vinagre de vino blanco;           Vinagre de sidra;   Vinagre de vino tinto;             Vinagre de etanol 
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Según muestra la Figura III-3, en los vinagres de sidra aparecieron las mayores poblaciones 

(9,5 x 107 bacterias viables/ml) que corresponde a una velocidad de fermentación de 0,34 grados 

acéticos/h. Y por otro lado, la menor población se encontró en vinagres de etanol (2,8 x 107 

bacterias viables/ml) que corresponde a una velocidad de 0,15 grados acéticos/h. Para los vinagres 

tanto de vino blanco como de vino tinto se encontraron valores de poblaciones y velocidades 

intermedios entre los encontrados para sidra y etanol. Los vinagres de vino tinto presentaron 

mayores velocidades al compararlos con los vinagres de vino blanco. 

Tabla III-1. Recuentos de células viables mediante el método de microscopía de fluorescencia, y 
velocidad de fermentación en los vinagres estudiados 

Tipo de vinagre 
Velocidad de fermentación 

(grados acéticos/h) 
Células viables/ml 

Vinagre de etanol 0,15 2,8 x 107 
Vinagre de etanol 0,17 3,1 x 107 
Vinagre de etanol 0,21 3,5 x 107 
Vinagre de etanol 0,18 3,1 x 107 
Vinagre de etanol 0,19 3,8 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,20 4,7 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,22 6,1 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,20 6,2 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,15 4,4 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,18 4,8 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,22 5,5 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,19 6,0 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,26 6,1 x 107 
Vinagre de vino blanco 0,20 5,9 x 107 
Vinagre de vino tinto 0,30 8,3 x 107 
Vinagre de vino tinto 0,30 7,5 x 107 
Vinagre de vino tinto 0,20 7,5 x 107 
Vinagre de sidra 0,33 8,9 x 107 
Vinagre de sidra 0,26 8,5 x 107 
Vinagre de sidra 0,27 7,5 x 107 
Vinagre de sidra 0,34 9,5 x 107 

 

Baena-Ruano y col. (2006) también describieron una correlación entre los recuentos 

directos de BA y la formación de ácido acético en vinagres de vino elaborados por el método 

sumergido utilizando un biorreactor piloto semi-continuo (8 litros de volumen de trabajo) y en 

condiciones de laboratorio. En nuestro estudio, el resultado de que las poblaciones de células 

viables más altas se encuentren en los vinagres elaborados a partir de sidra, se podría explicar por 

el hecho de que ésta es rica en azúcares (4 %), tal como describen Del Campo y col. (2008), y posee 
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un bajo contenido en etanol (6 %). Las poblaciones más bajas se midieron en vinagres de etanol, 

que presentó las condiciones de crecimiento más estresantes para las bacterias (14 % etanol y 

nutricionalmente muy pobres) a pesar de que en la elaboración de este tipo de vinagre se realiza 

la adición de un suplemento de extracto de levadura (Acetozym DS plus, Frings, Alemania) al 

líquido a acetificar para facilitar su fermentación. 

 

Este estudio es el primero en el que se describe la correlación entre células viables y 

velocidades de fermentación en biorreactores industriales que producen diferentes vinagres por 

el método sumergido. Cada punto en la Figura III-3 representa un proceso de fermentación 

diferente a partir de un material de partida diferente (vino, sidra o etanol) y en las 

correspondientes condiciones de su biorreactor. En todos los casos el momento de la toma de 

muestra correspondió a la misma etapa de fermentación: plena fermentación acética bajo 

velocidad constante de fermentación (0,17-0,34 grados acéticos/h).  

 Las Figuras III-4 y 5 muestran las imágenes obtenidas por microscopía de fluorescencia 

para BA viables (Figura III-4) y BA no viables (Figura III-5). Los recuentos de células totales 

realizados con el microscopio en campo visible coincidían con la suma de células viables y no 

viables determinadas por fluorescencia (datos no mostrados). Los recuentos de BA mediante el 

método de tinción de fluorescencia se había descrito por Mesa y col. (2003), que aplicaban este 

método a cepas de referencia y a muestras de vinagres obtenidas directamente de biorreactores. 

Su método incluía un paso de filtrado a través de una membrana de policarbonato y observación 

al microscopio de fluorescencia, la etapa de filtración fue omitida en nuestro estudio debido a que 

no mejoraba la resolución de nuestro análisis y aumentaba la manipulación de la muestra.  

 El método de fluorescencia puesto a punto en este estudio permite cuantificar 

poblaciones que por el método de recuento en placa no se pueden analizar. Por otro lado cabe 

señalar que según Vegas y col. (2013) los recuentos de colonias en placa de BA aisladas de vinagres 

de vino elaborados por el método tradicional  suelen proporcionar resultados más bajos que los 

recuentos al microscopio. 

 Si comparamos el método puesto a punto en este trabajo con la técnica de PCR 

cuantitativa aplicada al análisis de BA presentes en vinificaciones de vino tinto  (Andorrá et al., 

2008) el límite de detección por PCR cuantitativa es de 103-104 células/ml, mientras que nuestro 

método rápido de microscopía de fluorescencia es capaz de detectar hasta 102 células/ml en la 

muestra inicial.  
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Por lo tanto, el método descrito en este estudio podría ser considerado como el método 

óptimo de elección para el recuento de BA en muestras de vinagres obtenidas de biorreactores 

industriales para la elaboración de vinagres por el método sumergido provenientes de vino, sidra 

y etanol, y como alternativa al método de recuento en placa que no resulta adecuado para este 

tipo de muestras. Es un método rápido y preciso como para poder utilizarlo en un análisis de rutina 

en un laboratorio. Además mediante este método se determina tanto la población de bacterias 

viables como de las no viables, proporcionando unos resultados rápidos que permiten una 

inmediata actuación ante cualquier problema en las fermentaciones, y por tanto su solución. 

 

1.4. Validación método de microscopía de fluorescencia con bacterias lácticas y 

en condiciones enológicas 

 Para poder validar el método rápido de recuento mediante fluorescencia en diferentes 

condiciones, se siguió la metodología descrita en el apartado 2.5. de Materiales y Métodos. Se 

aplicó dicho método de fluorescencia y el método clásico de recuento en placa para diferentes 

bacterias lácticas (Lactobacillus plantarum J51, Leuconostoc mesenteroides J32 y Lactococcus 

lactis LM29) en condiciones de laboratorio y para Oenococcus oeni en condiciones enológicas 

durante la FML en bodega. Se realizaron los recuentos mediante este método de fluorescencia 

(células viables/ml) en las condiciones descritas y se comparó con el recuento realizado mediante 

el método clásico de recuento en placa (UFC/ml) realizado de forma simultánea.  

Figura III-4. Fotografía de la imagen con 
fluorescencia de las células viables (teñidas 
con la sonda SYTO 9) de la muestra de 
vinagre A (aumentos X 400). 

 

Figura III-5. Fotografía de la imagen con 
fluorescencia de las células no viables (teñidas 
con la sonda yoduro de propidio) de la 
muestra de vinagre A (aumentos X 400). 

 

Célula no viable Célula viable 

 80 
 



                                                                                                Resultados y Discusión / Results & Discussion 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura III-6, en la que se puede apreciar que 

la nube de puntos obtenida al realizar la representación del logaritmo decimal de los valores de 

recuentos obtenidos se ajusta a una ecuación de un polinomio de segundo grado. 

 

Figura III-6. Ajuste polinómico de segundo grado para la distribución de todos los puntos analizados en el 
análisis poblacional. 

 

A la vista de la distribución de la nube de puntos, pudimos observar una relación lineal en 

la zona a partir de log UFC/ml ≥ 1000. Se realizó el ajuste lineal de dicha zona (Figura III-7), 

comprobándose un buen ajuste lineal (R2 = 0,89) dentro de la diversidad de condiciones en los 

análisis realizados.  

 

Figura III-7. Ajuste lineal para los análisis realizados con recuentos mayores o iguales a 1000 UFC/ml. 

y = 0,1134x2 - 0,7216x + 5,8219
R² = 0,9122

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

lo
g 

 c
él

ul
as

 v
ia

bl
es

/m
l

log UFC/ml

y = 0,7063x + 1,7777
R² = 0,8897

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

lo
g 

vi
ab

le
s/

m
l

log UFC/ml

 81 
 



 Resultados y Discusión / Results & Discussion
   

 A continuación se muestran algunas de las fotos de microscopía de fluorescencia 

obtenidas en los ensayos con BL considerados para la validación del método (Figura III-8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III-8. Imágenes de microscopía de fluorescencia (400 aumentos) para las muestras de la cepa L. 
mesenteroides J32 con una incubación de 48 horas en MRS (A), MRS con 8 % etanol (B) y MRS con 12 % 
etanol (C). 

 

Según los resultados mostrados, ambos métodos (el método rápido de recuento mediante 

fluorescencia y el método clásico de recuento en placa) se correlacionan linealmente (y = 0,7063x 

+ 1,7777) cuando las poblaciones bacterianas son mayores de 103 UFC/ml, y por tanto, la 

cuantificación de células viables por el método de fluorescencia será el método recomendado de 

elección para la cuantificación de poblaciones de bacterias acéticas en plena fermentación acética, 

para la cuantificación rápida de células viables, y para la población de la población microbiana 

cuando el crecimiento en placa no permita el conteo de colonias por la formación de biofilms o 

por cualquier otra razón que impida el cultivo.  

 

1.5. Identificación a nivel de especie de las bacterias acéticas aisladas 

En primer lugar se determinó la concentración de DNA adecuada para obtener una banda 

de amplificación en el análisis por PCR descrito en la sección 2.6.1. de Materiales y Métodos. Los 

resultados indicaron que la concentración adecuada estaba entre 80-150 ng/µl, obteniéndose 

resultados negativos para concentraciones menores y mayores de DNA. 

A B C 
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Se estudiaron 90 aislados provenientes de las muestras de vinagres mediante 

amplificación por PCR de la región intergénica 16S-23S del operón rRNA, secuenciación del 

amplicón obtenido y comparación con los datos de GenBank como se ha descrito en la sección 

2.6.2. de Materiales y Métodos. Los resultados de esta identificación a nivel de especie se 

muestran en la Tabla III-2, resultando que todos los aislados obtenidos pertenecen a tres especies: 

Gluconacetobacter europaeus, Ga. xylinus y Acetobacter pasteurianus.  

Tabla III-2. Nombre e identificación de especie de 90 aislados obtenidos de las muestras de vinagre 
estudiadas.  

 Ga. europaeus A. pasteurianus Ga. xylinus 

Vinagre de 
vino 
blanco 

R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, 
R10, R11, R12, R13, R14; R17, 
R18, R19, R20, R21, R22, R23, 
R24, R25, R26, R27; R29, R31, 
R32, R33; R42, R43, R44, R45; 
R51, R52, R53, R54, R55, R56, 
R57, R58, R59, R60, R61, R62, 
R63, R64, R65, R66, R67, R68, 

R69, R70; R73, R75; R80, R81, R83 
(58) 

R91 (1) 

 

R50 (1) 

Vinagre de 
vino tinto 

R15, R68, R77, R82 (4)  R136, R138, R145, 
R151, R156 (5) 

Vinagre de 
sidra 

R39, R40, R48, R95, R96, R97 (6) R28, R30, R90 
(3) 

R35, R36, R37, 
R38, R41, R46, 

R47, R49 (8) 

Vinagre de 
etanol 

R71, R72, R78, R79 (4)   

Entre paréntesis se indica el número total de cepas de la especie correspondiente. 

 

Este método de amplificación de la región intergénica 16S-23S del operón rRNA y 

posterior secuenciación ha sido utilizado para la identificación de BA de vinagres de vino y alcohol 

(Trcek 2005), para identificar BA aisladas de vino (Ruiz et al., 2000) o de BA de colección (González 

et al., 2006a). 

 

 En la Tabla III-3 se muestran los resultados de la identificación taxonómica de los aislados 

secuenciados en este estudio y los resultados de sus correspondientes alineamientos con las 

secuencias disponibles en GenBank utilizadas para su identificación.  
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Tabla III-3. Identificación de especie por PCR ITS 16S-23S, secuenciación y comparación con datos de GenBank 
(Blast-N) de aislados de BA de los vinagres estudiados. 

Aislado Secuencia de GenBank alineada 
(Blast-N) 

Nº acceso 
GenBank 

E 
value 

Max. 
Identi
dad 

Identificación 

R1 Ga. europaeus strain L13 AM049396.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R3 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R5 Ga. europaeus strain L13 AM049396.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R6 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R14 Ga. europaeus LMG 18494  KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R21 Ga. europaeus  strain L13 AM049396.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R24 Ga. europaeus DNA for 16S-23S 

spacer region 
X85406.1 0.0 99% Ga. europaeus 

R26 Ga. europaeus LMG 18494 clone 1 KC478457.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R27 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2  KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R31 Ga. europaeus strain 1P1 FJ715627.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R32 Ga. europaeus strain 1P1 FJ715627.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R33 Ga. europaeus strain 1P1 FJ715627.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R36 Ga. xylinus genes for 16S rRNA, 

16S-23S rRNA ITS, 23S rRNA, partial 
and complete sequence 

AB161453.1 
0.0 98% Ga. xylinus 

R37 Ga. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 97% Ga. xylinus 
R38 Ga. xylinus genes for 16S rRNA, 

16S-23S rRNA ITS, 23S rRNA, partial 
and complete sequence 

AB161453.1 
0.0 98% Ga. xylinus 

R39 A. europaeus DNA for 16S-23S 
spacer region 

X85406.1 0.0 92% Ga. europaeus 

R41 Ga. xylinus genes for 16S rRNA, 
16S-23S rRNA ITS, 23S rRNA, partial 
and complete sequence 

AB161453.1 
0.0 98% Ga. xylinus 

R47 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 96% Ga. xylinus 
R48 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R49 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 94% Ga. xylinus 
R51 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R55 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R57 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R59 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R62 Ga. europaeus strain 1P1  FJ715627.1 0.0 97% Ga. europaeus 
R67 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R68 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R69 Ga. europaeus strain 1P1 FJ715627.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R70 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R80 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R83 Ga. europaeus LMG 18494 clone 2 KC478464.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R90 A. pasteurianus strain L15 AM049398.1 0.0 97% A. pasteurianus 
R95 Ga. europaeus strain DSM 13109 HE802685.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R96 Ga. europaeus strain DSM 13109 HE802685.1 0.0 99% Ga. europaeus 
R97 Ga. europaeus strain DSM 13109 HE802685.1 0.0 99% Ga. europaeus 

 84 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/70909950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MBU4K95014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MBJXA6M014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/70909950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63WT9MXW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63ZVM6TB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63WY0REN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/70909950?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63X1UMKY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1054626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63X6P5BB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364288?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63X9B9UR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63XBS3RN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258676236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63XF6G0M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258676236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=63XJ065H01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258676236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MBRCMEG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283132690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D94PWN4M01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1177240?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D94WJDTM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283132690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63Y87GA001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1054626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63XRDG7201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283132690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D951W5WV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1177240?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D957UP5Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MBGHR2Z015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1177240?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D95RFNDJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63ZGAT6301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MCRFYAG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63ZKWXEJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63ZRXRU301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258676236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=D95YNNRW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63XXEWZF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64016S3001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258676236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63Y0WV6D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6409YFUK01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=640FKSG501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460364295?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=640N5BV901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/70909952?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4MB06TFM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392583147?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63Z2TMNV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392583147?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63Z87UE201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/392583147?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63ZBVBPG01R
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Aislado Secuencia de GenBank alineada 
(Blast-N) 

Nº acceso 
GenBank 

E 
value 

Max. 
Identi
dad 

Identificación 

R137 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 98% Ga. xylinus 
R138 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 98% Ga. xylinus 
R145 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 98% Ga. xylinus 
R151 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 98% Ga. xylinus 
R156 A. xylinum EAG3 strain X85726.1 0.0 98% Ga. xylinus 

*E value: probabilidad de que el alineamiento de la secuencia introducida con la secuencia de la base de 
datos se haya realizado por casualidad. Cuanto más bajo sea este valor, más significativo es el resultado. 
*Max. Ident.: porcentaje de identidad que posee la secuencia introducida con la secuencia de la base de 
datos. 

 

 

A continuación (Figuras III-9 a 11) se muestran a modo de ejemplo los alineamientos de 

las secuencias de los asilados R1, R3, R48, R55, R36 y R90, pertenecientes a las diferentes especies 

encontradas en este estudio, con las secuencias del banco de datos GenBank que presentan la 

máxima similitud en el análisis mediante el programa Blast-N. 
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Figura III-9. Alineamiento de las secuencias de los aislados R1, R3, R48 y R55 con la cepa Ga. europaeus 
L18494 con número de acceso de secuencia KC478464.1 en el GenBank. Los asteriscos representan 
coincidencia de nucleótidos. 
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Figura III-10. Alineamiento de las secuencias del aislado R36 con Ga. xylinus con número de acceso de 
secuencia AB161453.1 en el GenBank. Los asteriscos representan coincidencia de nucleótidos. 
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Figura III-11. Alineamiento de las secuencias del aislado R90 con la cepa A. pasteurianus L15 con número de 
acceso de secuencia AM049398.1 en el GenBank. Los asteriscos representan coincidencia de nucleótidos. 
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Los resultados de la identificación taxonómica de los 90 aislados de este estudio se 

muestran en la Figura III-12. Como puede observarse, Ga. europaeus fue la especie cultivable 

predominante, apareciendo en el 87 % de los aislados y siendo predominante en vinagres de vino 

blanco y de etanol, es decir Ga. europaeus fue la especie que dirigía la fermentación de estos 

vinagres de vino blanco y de etanol. Esta especie fue descrita por primera vez en vinagres 

elaborados por el método sumergido en 1992 (Sievers et al., 1992) y se ha caracterizado por su 

alta tolerancia al etanol (Trcek et al., 2007). Cabe señalar aquí que actualmente cepas de la especie 

Ga. europaeus poseen gran interés biotecnológico por su capacidad de producir aminoácidos de 

cadena larga (valina, leucina e isoleucina) los cuales parece que pueden proporcionar 

características funcionales a los alimentos (reducción de la obesidad y la hiperglucemia) (Akasaka 

et al., 2014).  

Schüller y col. (2000) estudiaron también fermentaciones en cultivo sumergido de vinagre 

de etanol, sin embargo, ellos describieron la especie Ga. entanii en sus vinagres de alcohol. Hasta 

donde sabemos, este es el primer estudio sobre Ga. europaeus como la especie de BA responsable 

de la fermentación sumergida en vinagres de etanol.  

 

 
 

Figura III-12. Porcentaje de aparición de especies en los cuatro tipos de vinagre estudiados. 
Ga. europaeus,        Ga. xylinus, y          A. pasteurianus    
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 Los vinagres de sidra de nuestro estudio presentaron la mayor variabilidad de especies, 

encontrándose las especies Ga. europaeus, Ga. xylinus y A. pasteurianus entre sus aislados y 

apareciendo en un 35,3 %, 47,1 % y 17,6 % de los aislados respectivamente. Hasta donde 

conocemos éste es el primer estudio sobre las especies Ga. xylinus y A. pasteurianus como 

responsables de las fermentaciones de vinagres de sidra. Anteriormente se describieron en 

vinagres de sidra especies como A. aceti, A. obodiens y A. pomorum (Trcek 2005; Sokollek et al., 

1998) y Ga. intermedius (Boesch et al., 1998). La especie Ga. europaeus se ha descrito para 

vinagres elaborados por el método sumergido (Sievers et al., 1992) y a partir de sidra (Boesch et 

al., 1998; Trcek et al., 2000). Ga. xylinus, A. pasteurianus y Ga. europaeus aparecían en vinagres 

balsámicos elaborados por el método tradicional (Gullo et al., 2006; Gullo, & Giudici 2008). A. 

pasteurianus también había sido descrito en vinagres de arroz (Haruta et al., 2006; Nanda et al., 

2001); es la principal especie responsable de la elaboración de vinagres de vino, y la que se aísla 

de forma mayoritaria en vinos estropeados (Bartowsky et al., 2003, Bartowsky & Hensche 2008). 

En los vinagres elaborados mediante el método tradicional con una acetificación lenta aparece la 

especie A. pasteurianus al principio conduciendo la acetificación (Ilabaca et al., 2008; Vegas et al., 

2010) y después aparecen las especies del género Gluconacetobacter (Ga. europaeus y Ga. 

intermedius) cuando las concentraciones de ácido acético son elevadas (Gullo et al., 2009; Hidalgo 

et al., 2010; Vegas et al., 2010). Nuestros resultados muestran que Ga. xylinus (47,1 % de los 

aislados) era la principal especie y la que dirigió las fermentaciones sumergidas de los vinagres de 

sidra.  

 

 Para los vinagres de vino tinto de nuestro estudio, los aislados de BA pertenecieron sólo a 

dos especies: Ga. xylinus (55,6 % de los aislados) y Ga. europaeus (44,4 %). Este resultado está de 

acuerdo con estudios sobre vino tinto que también demostraban la presencia de estas dos 

especies durante la fermentación alcohólica (González et al., 2004) y su aparición en vinagres de 

vino tinto elaborados tanto por el método superficial como por el sumergido (Callejón et al., 

2008). Otros estudios sobre fermentaciones alcohólicas de vino tinto describen la presencia de 

Ga. hansenii (González et al., 2004, 2005; Andorrá et al., 2008), G. oxydans, Ga. liquefaciens 

(González et al., 2005) y A. pasteurianus (Bartowsky & Hensche 2008), sin embargo, estas especies 

no aparecieron en nuestras muestras de vinagre de vinos tintos. En nuestro estudio, la especie A. 

pasteurianus sólo apareció en apenas un 1,6 % de los aislados de vinagres de vino blanco y en 

vinagres de sidra en un 17,6 %, siendo en todos los casos la especie minoritaria frente a Ga. 

europaeus y Ga. xylinus. 
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En los vinagres de vino tinto y de sidra de nuestro estudio Ga. xylinus fue la especie 

predominante, esta especie había sido anteriormente descrita también como predominante en 

vinagres balsámicos (Gullo et al., 2006; Gullo y Giudici 2008), en vinagres de arroz (Fu et al., 2013) 

y también en vinagres de vino elaborados por el método superficial, aunque no como especie 

mayoritaria (Vegas et al., 2010, 2013). Ga. xylinus se ha aislado en la "madre del vinagre" con la 

que se inicia la fermentación de vinagres de vino elaborados por el método tradicional (Vegas et 

al., 2010, 2013) y la capacidad de esta especie para formar biofilms es una característica que le 

favorece para realizar e imponerse en la fermentación acética por el método tradicional. 

 

Cabe señalar por otro lado, que la especie Ga. xylinus ha sido descrita como una especie 

productora de celulosa, con el consecuente interés industrial que ello encierra. Sin embargo, no 

todas las cepas de esta especie son capaces de producir celulosa y en GenBank se puede encontrar 

el genoma secuenciado completo de la cepa G. xylinus NBRC 3288 no productora de celulosa y 

aislada de un vinagre en Japón (Ogino et al., 2011). Un paso importante en la elaboración del 

vinagre es la etapa de clarificación y filtración que permite la estabilización microbiológica y 

coloidal del producto final antes del embotellado. En esta etapa de filtración la presencia de 

partículas de celulosa en suspensión sería perjudicial para la filtrabilidad del producto. Hay que 

señalar, sin embargo, que en la vinagrería colaboradora de este estudio y que proporcionó todas 

las muestras, nunca se encontró ningún tipo de problema respecto a la filtrabilidad de sus 

vinagres, indicando con ello que sus bacterias Ga. xylinus no encerraban ninguna característica 

perjudicial en este sentido. Por lo tanto estas cepas de la especie Ga. xylinus también se podrían 

considerar como candidatos para cultivos seleccionados iniciadores de la acetificación en vinagres 

de vino tinto y sidra por el método sumergido. 

 

 Se han descrito en la bibliografía especies en vinagres elaborados por el método 

sumergido diferentes de las encontradas en nuestro estudio. A. obodiens y A. pomorum se 

describieron en vinagres de vino tinto y de sidra respectivamente (Sokollek et al., 1998), A. 

intermedius en vinagres de sidra y etanol (Boesch et al., 1998) y A. malorum, A. cerevisiae y A. 

aceti en vinagres de frutas (Hidalgo et al., 2012; Hidalgo et al., 2013). De forma similar A. aceti 

(Gullo et al., 2006), Ga. hansenii y A. malorum (De Vero et al., 2006) son especies descritas en 

vinagres balsámicos que no aparecieron en nuestras muestras de vinagres.  
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Nuestros resultados muestran que Ga. europaeus es la especie cultivable predominante 

que dirige la fermentación de vinagres de vino blanco, etanol (apareciendo en un 97 % y 100 % de 

los aislados respectivamente), y que también se encuentra en alta proporción en los vinagres de 

sidra (35,3 % de los aislados) y de vino tinto (44,4 % de los aislados). Por lo tanto, los resultados 

representados en la Figura III-12 sugieren que cepas de Ga. europaeus pueden ser excelentes 

cultivos iniciadores para la elaboración de vinagres por el método sumergido. Otros estudios 

también describieron esta especie como una buena candidata para ser cultivo iniciador en 

vinagres balsámicos (Gullo et al., 2006), tanto sola como en combinación con A. pasteurianus 

(Gullo et al., 2009; Hidalgo et al., 2010). Los cultivos mixtos se han utilizado para vinagres 

elaborados por el método tradicional, cuya fermentación es más lenta y permite la sucesión de 

especies (Mas et al., 2014), sin embargo el método sumergido es muy rápido y es más difícil la 

imposición de diferentes especies por etapas. Por esta razón y a la vista de la alta predominancia 

de la especie Ga. europaeus en los vinagres de este estudio, y sobre todo en los vinagres de etanol 

que presentan las condiciones más extremas para el crecimiento de las BA, cepas de la especie 

Ga. europaeus constituirían excelentes cultivos seleccionados iniciadores de la fermentación 

acética de vinagres producidos por el método sumergido. 

 

 Cabe señalar aquí que Yamada y col. en 2012 propusieron que las especies Ga. europaeus 

y Ga. xylinus fueran renombradas como Komagataeibacter europaeus y K. xylinus 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=433) y que en la literatura 

actualmente aparecen nombradas con ambas sinonimias. 
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1.6. Identificación de bacterias acéticas a nivel clonal mediante ERIC-PCR 

 Para la obtención del DNA total de las BA aisladas se ensayaron los protocolos indicados 

en la sección 2.7. de Materiales y Métodos, y el que permitió la amplificación del DNA y generar 

patrones de bandas consistentes en el posterior análisis de ERIC-PCR fue el método de extracción 

de DNA que incluía dos pasos: lisis rápida y eliminación de proteínas. 

  Mediante ERIC-PCR se analizaron 90 de los 157 aislados de BA, en la Tabla III-4 y la Figura 

III-13 se muestran los 31 patrones de bandas obtenidos para los 90 aislados de los diferentes tipos 

de vinagres, así como sus correspondientes especies. La Tabla III-4 también muestra los patrones 

relacionados (Closely Related) (E3b relacionado con E3a y E5b relacionado con E5a) obtenidos 

para diferentes aislados de vinagre de vino blanco y tinto. El estudio de reproducibilidad se realizó 

analizando por duplicado 10 aislados, y el porcentaje de similitud en el análisis por duplicado de 

un mismo aislado fue del 81 % (porcentaje de similitud calculado mediante el método UPGMA 

empleando el coeficiente de Dice). Por lo tanto una similitud > 81 % entre patrones de bandas de 

dos aislados indicaba que los aislados correspondían a la misma cepa bacteriana, y con una 

similitud < 81 % los aislados se consideraron de cepas diferentes.  

El análisis de clúster utilizando el 81 % de similitud como valor de corte por debajo del 

cual se consideraban patrones distintos e inspección visual de las imágenes de ERIC-PCR 

generaron el dendrograma mostrado en la Figura III-13, que incluye un total de 31 patrones no 

relacionados para los 90 aislados de BA estudiados. Según se deduce del dendrograma, el 

porcentaje de similitud entre perfiles diferentes varía desde un 30 % a un 81 %. Los patrones se 

clasificaron en dos grupos con porcentajes de similitud mayores del 30 % (representado en la 

Figura III-13 con una línea discontinua) dentro de cada grupo. Según este dendrograma mostrado 

en la Figura III-13 con las imágenes del análisis de ERIC-PCR, los clúster generados no agrupan 

todos los aislados de vinagres del mismo origen ni los aislados de la misma especie.   

Como se describió en el apartado 2.9. de Materiales y Métodos, se calculó el índice de 

diversidad a partir del número de patrones obtenidos en este análisis por ERIC-PCR, resultando un 

valor del 37 %. El coeficiente de correlación cofenética resultante en el análisis UPGMA fue mayor 

o igual al 68 %. 
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Tabla III-4. Patrones obtenidos por ERIC-PCR para 90 aislados de BA de vinagre. 

Nombre  
del 
patrón 

Patrones 
relacionados 

Nº de 
aislados 

Especie Origen del vinagre 

E1  7 Ga. europaeus Vino blanco 
E3a  13 Ga. europaeus Vino blanco 
  E3b 2 Ga. europaeus Vino blanco 
E5a  2 Ga. europaeus Vino blanco 
  E5b 3 Ga. europaeus Vino blanco 
E15  4 Ga. europaeus Vino tinto 
E18  3 Ga. europaeus Vino blanco 
E19  1 Ga. europaeus Vino blanco 
E27  1 Ga. europaeus Vino blanco 
E28  1 A. pasteurianus Sidra 
E30  1 A. pasteurianus Sidra 
E32  5 Ga. europaeus Vino blanco 
E36  2 Ga. xylinus Sidra 
E38  1 Ga. xylinus Sidra 
E39  2 Ga. europaeus Sidra 
E45  1 Ga. europaeus Vino blanco 
E46  2 Ga. xylinus Sidra 
E48  1 Ga. europaeus Sidra 
E49  2 Ga. xylinus Sidra y vino blanco 
E51  1 Ga. europaeus Vino blanco 
E52  2 Ga. europaeus Vino blanco 
E60  2 Ga. europaeus Vino blanco 
E61  5 Ga. europaeus Vino blanco y etanol 
E62  4 Ga. europaeus Vino blanco 
E65  1 Ga. europaeus Vino blanco 
E81  2 Ga. europaeus Vino blanco 
E90  2 A. pasteurianus Sidra  
E109  9 Ga. xylinus Sidra 
E110  1 Ga. xylinus Sidra 
E111  2 Ga. xylinus Sidra 
E119  3 Ga. xylinus Sidra 
E125  1 Ga. xylinus Sidra 
E156   1 Ga. xylinus Vino tinto 
31 
patrones  

2 patrones 
relacionados 

90 
aislados 
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Figura III-13. Patrones de bandas obtenidos en el análisis por ERIC-PCR y dendrograma UPGMA generado 
para los 90 aislados de BA de vinagre.  

 

 En la Tabla III-5  se muestran las cepas identificadas por el método de ERIC-PCR que 

aparecen en cada muestra de vinagre.  
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Tabla III-5. Cepas identificadas por el método de ERIC-PCR en las 37 muestras de vinagre estudiadas. 

Muestra de 
vinagre 

Materia prima del 
vinagre elaborado 

Identificación 
especie 

Nombre la cepa/s 
identificadas por ERIC-PCR 

1 Vino blanco Ga. europaeus E1, E3 
2 Vino blanco Ga. europaeus E5 
3 Vino blanco Ga. europaeus E1, E5, E9 
4 Vino tinto Ga. europaeus E15 
5 Vino blanco Ga. europaeus E1, E18 
6 Vino blanco Ga. europaeus E3, E19 
7 Vino blanco Ga. europaeus E3 
8 Vino blanco Ga. europaeus E27 
9 Sidra A. pasteurianus E28 

10 Vino blanco Ga. europaeus E1 
11 Sidra A. pasteurianus E30 
12 Vino blanco Ga. europaeus E3, E32 
13 Sidra Ga. xylinus E36 
14 Sidra Ga. xylinus E38 

Ga. europaeus E39 
15 Vino blanco Ga. europaeus E32, E45 

16 Sidra Ga. xylinus E46, E49 
Ga. europaeus E48 

17 Vino blanco Ga. xylinus E49 
Ga. europaeus E51, E52 

18 Vino blanco Ga. europaeus E18 
19 Vino blanco Ga. europaeus E60, E61 
20 Vino blanco Ga. europaeus E62 
21 Vino blanco Ga. europaeus E61, E62, E65 
22 Vino blanco Ga. europaeus E65 
23 Vino tinto Ga. europaeus E15 
24 Vino blanco Ga. europaeus E62 
25 Alcohol Ga. europaeus E61 
26 Vino tinto Ga. europaeus E15 
27 Vino blanco Ga. europaeus E81 
28 Vino tinto Ga. europaeus E15 
29 Sidra A. pasteurianus E90 
30 Vino blanco A. pasteurianus E90 
31 Sidra Ga. xylinus E109 
32 Sidra Ga. xylinus E110, E111 
33 Sidra Ga. xylinus E109 
34 Sidra Ga. xylinus E119 
35 Sidra Ga. xylinus E109, E125 
36 Sidra Ga. xylinus E109 
37 Vino tinto Ga. xylinus E156 
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Como se mencionó anteriormente, otros autores habían descrito el análisis por ERIC-PCR 

como un método adecuado para identificar a nivel de cepa aislados de BA (Nanda et al., 2001; 

González et al., 2005; Gullo et al., 2009; Vegas et al., 2010) y que sólo o en combinación con otro 

análisis (como pudiera ser (GTC)5-rep-PCR) permitía descubrir una gran variabilidad genética en 

las BA (Valera et al., 2011). 

 

1.7. Plásmidos de Ga. europaeus 

 En la Figura III-14 se muestra la imagen del gel de PFGE de los DNAs totales de 3 aislados 

pertenecientes a la especie Ga. europaeus (R59, R19 y R17) sin tratamientos de restricción. Se 

observa que aparecían además de la banda de DNA genómico, fragmentos de DNA entre 145-300 

kb de posibles plásmidos bacterianos presentes en las BA, como ya describió Trcek y col. (2000).  

En la base de datos GenBank están disponibles las secuencias de 8 plásmidos de la especie 

Ga. xylinus, sin embargo para Ga. europaeus no hay ningún plásmido secuenciado a pesar de que 

en GenBank están disponibles las secuencias completas del DNA total de las cepas Ga. europaeus 

LMG 18890 y de la cepa 5P3 descritas en vinagres elaborados por el método sumergido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III-14. PFGE del DNA total de tres aislados Ga. europaeus 1:R59, 2:R19, 3:R17. 
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1.8. Identificación a nivel clonal de bacterias acéticas mediante análisis de 

restricción y PFGE 

Para poner a punto el método de PFGE fue necesario encontrar una enzima de restricción 

que generara un perfil de bandas adecuado, es decir, que presentara un número de bandas entre 

10 y 30, y de un tamaño comprendido entre 40 y 600 kb para poder diferenciar entre cepas. De 

las 6 endonucleasas ensayadas (SfiI, XbaI, NotI, AluI, SmaI y SpeI), la enzima SpeI fue la que generó 

perfiles de restricción más discriminantes. Se emplearon para la puesta a punto del método 10 

aislados de BA diferentes. Además se empleó como herramienta adicional el software INSILICO 

(http://insilico.ehu.es/digest/) que simula la digestión y posterior separación de los fragmentos 

de DNAs, y los resultados mostraron que las simulaciones de INSILICO coincidían con los datos 

obtenidos experimentalmente con las seis enzimas de restricción. El DNA total digerido con la 

enzima SpeI generó 10-18 bandas de tamaño 100-600 kb, adecuadas para poder discriminar 

correctamente las cepas, mientras que las otras endonucleasas generaron o pocas bandas (NotI, 

SmaI, AluI) o bien demasiados fragmentos (XbaI) como para ser discriminantes (datos no 

mostrados).  

La Figura III-15 muestra las imágenes obtenidas en el análisis por electroforesis de campos 

pulsados de los fragmentos de restricción con la enzima SpeI de los DNA de 77 aislados de BA 

estudiados. La reproducibilidad del método de análisis de restricción y PFGE se determinó 

analizando por duplicado los perfiles de 15 aislados de BA. Estos perfiles se incluyeron dentro del 

dendrograma con todas las cepas, se analizó empleando el coeficiente de Dice (método UPGMA) 

y se obtuvo el valor de similitud del 85 % para los perfiles de los duplicados del mismo aislado, 

coeficiente de similitud que resultó mayor que el obtenido en el análisis por ERIC-PCR. Este valor 

de 85 % fue considerado como el valor límite por encima del cual los perfiles de restricción se 

consideraron iguales y por debajo del cual se consideran diferentes y pertenecientes a cepas 

distintas. Utilizando estos criterios además del análisis visual de los perfiles de bandas se 

obtuvieron los grupos que se observan en el  dendrograma de la Figura III-15, en la cual aparecen 

los 22 perfiles de restricción diferentes encontrados para los 77 aislados de BA estudiados. Como 

se deduce del dendrograma, el porcentaje de similitud entre patrones no relacionados y 

relacionados (closely related) varía de un 45 % a un 85 % el cual es un valor mayor que el obtenido 

en el análisis por ERIC-PCR, y el coeficiente de correlación cofenética calculado por el 

dendrograma fue mayor o igual al 63 %. El índice de diversidad genética calculado según la sección 

2.9. de Materiales y Métodos es del 28 %.  
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La Tabla III-6 muestra los patrones no relacionados (n = 17) y relacionados (n = 5) junto al 

número de aislados que presentaron cada patrón, así como la identificación de especie y el tipo 

de vinagre del que se aislaron estas 77 BA. Los patrones de BA se clasificaron en dos grupos que 

se muestran en la Figura III-15, con coeficientes de similitud mayores del 45 % dentro de cada 

grupo (este valor está indicado en la Figura III-15 con una línea discontinua), el Grupo 1 con un 

coeficiente de similitud mayor del 45 % y el Grupo 2 con más de un 49 % de similitud entre sus 

correspondientes aislados. Todos los aislados del Grupo 1 pertenecieron a la especie Ga. 

europaeus e incluye todos los aislados de vinagres de etanol así como aislados de vinagres de vino. 

Todos los aislados de vinagres de sidra están agrupados juntos en el Grupo 2; este grupo presenta 

la mayor variabilidad de especies: A. pasteurianus, Ga. europaeus, y Ga. xylinus.  

Tabla III-6. Patrones obtenidos en el análisis de restricción con SpeI y PFGE de 77 aislados de BA del 
vinagre. 

Nombre 
del 
patrón  

Patrones 
relacionados 

Nº de 
aislados 

Especie Origen del vinagre 

R1  25 Ga. europaeus Vino blanco/tinto y etanol 
R3  12 Ga. europaeus Vino blanco 
R6  1 Ga. europaeus Vino blanco 
R28  1 A. pasteurianus Sidra 
R30  1 A. pasteurianus Sidra 
R33a  1 Ga. europaeus Vino blanco 
 R33b 3 Ga. europaeus Vino blanco 
 R33c 1 Ga. europaeus Vino blanco 
 R33d 5 Ga. europaeus Vino blanco y etanol 
R35  1 Ga. xylinus Sidra 
R36  2 Ga. xylinus Sidra 
R39  2 Ga. europaeus Sidra 
R41  1 Ga. xylinus Sidra 
R46  2 Ga. xylinus Sidra 
R48  4 Ga. europaeus Vino blanco y sidra 
R49  2 Ga. xylinus Vino blanco y sidra 
R54a  2 Ga. europaeus Vino blanco 
 R54b 6 Ga. europaeus Vino blanco 
R55  2 Ga. europaeus Vino blanco 
R70  1 Ga. europaeus Vino blanco 
R90a  1 A. pasteurianus Sidra 
  R90b 1 A. pasteurianus Vino blanco 
17 
patrones 

5 patrones 
relacionados 

77 aislados   
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Figura III-15. Patrones de bandas obtenidos mediante digestión con SpeI y PFGE de los DNAs bacterianos y 
dendrograma UPGMA para 77 aislados de BA obtenidos de vinagre. 

 

 Como se muestra en la Tabla III-6, la cepa más abundante fue Ga. europaeus con el perfil 

de PFGE denominado R1, el cual fue identificado en 25 aislados de diferentes tipos de vinagres de 

vino (vinagres de vino tinto y blanco) y vinagres de etanol (apareció en 25 de los 77 aislados 

estudiados). Esta cepa se encontró en muestras de vinagres durante un periodo de 7 meses. La 

segunda cepa más frecuentemente encontrada fue Ga. europaeus con perfil PFGE denominado 

R3, el cual apareció en 12 aislados obtenidos de vinagres de vino blanco durante un periodo de 5 

meses. 

En la Tabla III-7 se muestran las cepas encontradas en cada muestra de vinagre estudiada 

según el análisis de restricción con SpeI y PFGE.  
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Tabla III-7. Cepas identificadas según el análisis de restricción con SpeI y PFGE en cada una 
de las 32 muestras de vinagre estudiadas. 

Muestra 
de 

vinagre 

Materia prima del 
vinagre elaborado Identificación especie Nombre la 

cepa/s 

1 Vino blanco Ga. europaeus R1, R3 
2 Vino blanco Ga. europaeus R1, R6 
3 Vino blanco Ga. europaeus R1, R3 
4 Vino tinto ecológico Ga. europaeus R1 
5 Vino blanco Ga. europaeus R1, R3 
6 Vino blanco Ga. europaeus R1, R3 
7 Vino blanco Ga. europaeus R1, R3 
8 Vino blanco Ga. europaeus R3 
9 Sidra A. pasteurianus R28 

10 Vino blanco Ga. europaeus R1 
11 Sidra A. pasteurianus R30 
12 Vino blanco Ga. europaeus R1, R33a 
13 Sidra Ga. xylinus R35, R36 
14 Sidra Ga. europaeus R39 

Ga. xylinus R41 
15 Vino blanco Ga. europaeus R33b, R33c 
16 Sidra Ga. xylinus R46, R49 

Ga. europaeus R48 
17 Vino blanco Ga. xylinus R49 

Ga. europaeus R48 
18 Vino blanco Ga. europaeus R54, R55 
19 Vino blanco Ga. europaeus R1, R55 
20 Vino blanco Ga. europaeus R1, R54b 
21 Vino blanco ecológico Ga. europaeus R54b 
22 Vino blanco Ga. europaeus R54b, R1 
23 Vino blanco Ga. europaeus R1 
24 Vino tinto Ga. europaeus R1  
25 Vino blanco Ga. europaeus R1, R70 
26 Alcohol Ga. europaeus R1 
27 Vino blanco Ga. europaeus R1, R54b, R33d 
28 Vino tinto Ga. europaeus R1 
29 Alcohol Ga. europaeus R33d 
30 Vino blanco Ga. europaeus R33d 
31 Sidra A. pasteurianus R90 
32 Vino blanco A. pasteurianus R90b 

 
A la vista de las Tablas III-5 y 7, en las que se muestran las cepas identificadas por los 

métodos de ERIC-PCR y PFGE respectivamente, en las muestras con dos o más aislados estudiados 

se ha encontrado que en un 26 % de las muestras aparecen cultivos puros de una sola cepa. Entre 

las muestras que presentan cultivos puros se encuentran las muestras de vinagre de alcohol. En 

el resto de las muestras aparecían al menos dos cepas diferentes en la misma muestra. 
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 Considerando las cepas identificadas por PFGE, en la Tabla III-7 se puede observar que en 

los vinagres de alcohol aparecían cultivos puros, encontrándose las cepas R1 o R33d, ambas 

pertenecientes a la especie Ga. europaeus. Estas cepas R1 y R33d también se encontraron en 

muestras de vinagres de vinos (blanco y tinto), lo cual indica que estas cepas son capaces de 

adaptarse a condiciones altamente estresantes como las del vinagre de etanol (14 % de alcohol y 

pocos nutrientes). Estas cepas podrían constituir unos excelentes cultivos iniciadores para estos 

vinagres. 

Según los resultados mostrados en la Tabla III-7, las muestras de vinagre de vino blanco 

presentaron cultivos mixtos de al menos dos cepas diferentes en el 67 % de las muestras y una 

única cepa en el 33 % de las muestras. Sólo en una muestra de las 21 analizadas de vinagre de vino 

blanco se encontró un cultivo mixto de diferentes especies: Ga. xylinus y Ga. europaeus. Sólo en 

una muestra de vinagre de vino blanco se encontró la especie A. pasteurianus, y esta especie no 

aparecía en las muestras de vino tinto. La cepa R1 apareció en el 56 % de las 32 muestras 

analizadas por PFGE, en el 75 % de las muestras de vinagre de vino blanco y como única cepa en 

un vinagre de etanol. La siguiente cepa más abundante fue la  cepa R3 que apareció como 

predominante en seis vinagres de vino blanco. 

El índice de diversidad calculado según el apartado 2.9. de Materiales y Métodos para los 

77 aislados estudiados por análisis de restricción y PFGE resultó ser del 28 %. Sin embargo para el 

método de ERIC-PCR el índice de diversidad fue del 37 %, lo cual indica que la variabilidad de cepas 

detectada es mayor con el método de ERIC-PCR que con PFGE. A diferencia de ERIC-PCR, el 

método de PFGE permitió agrupar los aislados por origen del vinagre. 

Para los vinagres de sidra, el índice de diversidad de cepas fue del 77 %, mientras que el 

índice de diversidad en vinagres de vino blanco fue del 22 %. De forma similar los vinagres de sidra 

también mostraron una variabilidad de especies más alta (A. pasteurianus, Ga. xylinus y Ga. 

europaeus) entre sus aislados que los vinagres de vino tinto y alcohol (Tabla III-2). Estos resultados 

se podrían explicar, como ya se ha mencionado anteriormente, por el alto contenido en azúcares 

(4 %) (Del Campo et al., 2008) y el bajo contenido en etanol (6 %) de las sidras que favorecería el 

crecimiento de diferentes especies y cepas, mientras que vinagres de vinos (12 % etanol) y 

vinagres de etanol (14 % etanol) presentan condiciones más estresantes y selectivas para el 

crecimiento bacteriano.  
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Como ya se describió en el apartado 2.1. de la sección de Materiales y Métodos, la 

elaboración de los vinagres estudiados se realizaba mediante diferentes ciclos de carga y descarga 

donde se dejaba aproximadamente un 50 % del vinagre en el fermentador “arrancador” y se 

añadía otro 50 % de la materia prima (sustrato de la bacteria), sirviendo este acetador para 

arrancar la fermentación de otros. Por ello la diversidad de cepas se amplía (además de las 

presentes en la fermentación en curso) por la distinta naturaleza y procedencia de los vinos y 

sidras utilizados en la elaboración del vinagre.  

  

Los estudios de identificación a nivel de cepa comenzaron a proliferar con la aparición de 

las técnicas basadas en el DNA y la diferenciación de cepas de la misma especie ha sido siempre 

un reto (Bartowsky & Henschke 2008). Algunos autores utilizan ERIC-PCR como el método de 

tipificación para BA, y este método ha sido utilizado para la identificación a nivel de cepa de 

aislados de A. pasteurianus de vinagres balsámicos tradicionales (Gullo et al., 2009), de vinagres 

de arroz (Nanda et al., 2001) y de vinagres de vino (Vegas et al., 2010). También la técnica de 

RAPD-PCR se ha utilizado para la identificación a nivel de cepa de aislados de BA, y así se 

identificaron por este método cepas de A. pasteurianus en vino tinto estropeado (Bartowsky et 

al., 2003), en vinagres de arroz elaborados por el método tradicional (Nanda et al., 2001) y para 

tipar aislados de BA de viñedos de Chile (Prieto et al., 2007). La técnica de ERIC-PCR ha sido 

utilizada en combinación con otras técnicas como REP-PCR para estudiar las especies y evolución 

de cepas en la población de BA presentes en la elaboración de vino (González et al., 2005), en la 

elaboración de vinagre de vino por el método tradicional (Vegas et al., 2010) o en el estudio de las 

BA presentes en uvas sanas de las Islas Canarias (Valera et al., 2011). También mediante REP-PCR 

se han tipado aislados de BA de granos de cacao fermentados de Ghana (De Vuyst et al., 2008).  

 

En este estudio elegimos una técnica basada en el análisis por amplificación del DNA y 

otra basada en el análisis de restricción del DNA. Al comparar los resultados obtenidos en el 

análisis por ERIC-PCR (Figura III-13) con los obtenidos en el análisis de restricción y PFGE (Figura 

III-15) se identificaron un total de 43 clones de BA distintos, y se observa que los grupos generados 

por los patrones de ERIC-PCR no correlacionan con el origen del aislado ni la especie, mientras que 

los grupos generados por los patrones de restricción por PFGE correlacionan con el origen de los 

aislados (Grupo 1 incluye aislados de vinagres de vino y etanol, perteneciendo exclusivamente a 

la especie Ga. europaeus, y el Grupo 2 incluye aislados de sidra y vino y son de varias especies). 

Estos resultados sugieren que el método de análisis de restricción y PFGE es el método a elegir 
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para estudiar y clasificar cepas de BA. Los estudios de López y col. (2008) y de Cleenwerck & De 

Vos (2008) también coinciden en señalar que el método de tipificación con PFGE utilizando la 

enzima de restricción adecuada ofrece la mayor capacidad de discriminación para diferenciar 

cepas de la misma especie. Cabe señalar, sin embargo que el método de PFGE es más laborioso y 

por tanto más largo (4 días) que el método de ERIC-PCR (duración de 6 horas), el cual sería un 

método apropiado para seguir el proceso de fermentación de un biorreactor que ha sido 

inoculado con una cepa específica de BA bien caracterizada por este método y que se desee seguir 

su evolución. 
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2. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LAS BACTERIAS PARA FORMAR 

BIOFILM 

 

2.1. Optimización del método para la determinación de la capacidad formadora 

de biofilm de las bacterias lácticas 

En primer lugar fue necesario poner a punto el método descrito en el apartado 3.2. de la 

sección de Materiales y Métodos, basado en el ya descrito por O´Toole et al., (1998). Inicialmente, 

tal y como estaba descrito, se utilizaron placas de poliestireno estériles de 96 pocillos de fondo 

redondo y de fondo plano tratadas para favorecer la adhesión celular. Los resultados obtenidos 

mediante la tinción con cristal violeta en estas placas no fueron válidos, ya que la absorbancia 

obtenida para los controles negativos era muy elevada debido a que el plástico retenía gran parte 

del cristal violeta (datos no mostrados). Es por ello que se pasó a utilizar tubos de cristal que no 

retenían el colorante, y otros estudios también indicaban el uso de placas de cristal (Fujii et al., 

2008). Se utilizó para estos ensayos la cepa Pseudomonas aeruginosa C2803 como control positivo 

de formación de biofilm y se estudiaron 7 cepas enológicas de BL de las especies Leuconostoc 

mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus hilgardii y Lactobacillus plantarum. Los 

resultados mostraron que el tiempo de incubación óptimo era 48 horas, la temperatura de 

incubación óptima 25ºC, y utilizando 200 µl (añadidos a 3 ml de medio) de un inóculo con una 

D.O.660nm de 0,4-0,5 (medida en cubeta de 1 mm de ancho) en solución salina estéril. Asimismo, se 

consideró la formación de biofilm positiva para valores de D.O.600nm ≥ 1, tal y como se describe en 

la bibliografía (Kubota et al., 2008; Peters et al., 2008).  

 

2.2. Análisis de la capacidad formadora de biofilm de bacterias lácticas 

Una vez puesto a punto el método, se realizó el screening de la capacidad de formar 

biofilm de las 69 cepas de bacterias lácticas de origen enológico mostradas en la Tabla II-3 del 

apartado 3.1. de Material y Métodos. Los resultados obtenidos para todas las cepas analizadas se 

muestran a continuación en las Figuras III-16, 17, 18 y 19 donde se representan los resultados 

para la formación de biofilm clasificadas por especies (L. plantarum, L. mesenteroides, O. oeni y 

para el resto de especies de bacterias lácticas analizadas). 

En las gráficas se puede apreciar que entre las 69 cepas analizadas (10 especies diferentes 

de BL), sólo 4 de ellas (el 5,8 % del total) presentaron una D.O.600nm mayor de 1 en el ensayo y por 

tanto resultaron ser positivas para la formación de biofilm: 1 cepa de Lactobacillus plantarum 
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(J39), 2 cepas de la especie Leuconostoc mesenteroides (J32 y J57) y 1 cepa de Oenococcus oeni 

(IS151). 

 

Figura III-16. Cuantificación de biofilm de las cepas de la especie Lactobacillus plantarum estudiadas. El valor 
de D.O.600nm ≥1 fue considerado para la formación de biofilm positiva. 

 

 

Figura III-17. Cuantificación de biofilm de las cepas de la especie Leuconostoc mesenteroides estudiadas. El 
valor de D.O.600nm ≥ 1 fue considerado para la formación de biofilm positiva. 
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Figura III-18. Cuantificación de biofilm de las cepas Oenococcus oeni estudiadas. El valor de D.O.600nm ≥ 1 
fue considerado para la formación de biofilm positiva. 

 

Figura III-19. Cuantificación de biofilm para el resto de especies de bacterias lácticas estudiadas 
(Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus brevis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus 
paracasei, Lactobacillus hilgardii y Pediococcus parvulus). El valor de D.O.600nm ≥ 1 fue considerado para la 
formación de biofilm positiva. 
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La cepa L. mesenteroides J32 fue la que presentó la mayor cantidad de biofilm formado 

en el medio BHI. Las dos cepas de L. mesenteroides formadoras de biofilm fueron aisladas de uva 

(J32) y de vino en fermentación maloláctica (J57). La cepa O. oeni IS151 se aisló de un vino al final 

de la fermentación maloláctica, y L. plantarum J39 de un vino terminado.  

Según la bibliografía, BL de los géneros Pediococcus, Oenococcus y Lactobacillus aisladas 

de sidra y de vino han sido descritas como productoras de exopolisacáridos (EPS), más 

concretamente de β-D-glucanos, los cuales están asociados con un aumento de viscosidad en el 

medio y con el carácter "ropy" u oleoso que pueden adquirir vinos y sidras cuando sufren la 

alteración del "ahilado" o "de la grasa" (Ibarburu et al., 2010; Dols-Lafargue et al., 2008). También 

la especie L. mesenteroides ha sido descrita como una importante productora de EPS y formadora 

de biofilm, y con respecto a la elaboración de bebidas alcohólicas (Montersino et al., 2008) ya en 

el año 1954 se publicó que en sidras y en vinos de frutas podían aparecer dextranos de alto peso 

molecular producidos por L. mesenteroides, especialmente cuando se había adicionado sacarosa 

para favorecer la fermentación alcohólica. El trabajo de Montersino y col. (2008) mostró que el 94 

% de los aislados L. mesenteroides de uvas y vinos que estudiaron eran productores de EPS. Se ha 

descrito para BL de esta especie en cultivos en forma planctónica la producción de EPS solubles, 

homopolisacáridos de α-D-glucosa, mientras que el biofilm de L. mesenteroides presenta una 

matiz insoluble constituida por una mezcla compleja de distintos α-D-glucanos (Leathers et al., 

2011).  

En nuestro estudio la cepa L. mesenteroides J32 aislada de uva fue la mayor productora 

de biofilm frente a las otras tres cepas aisladas de vinos. Este resultado se puede explicar por ese 

distinto origen de las cepas. El crecimiento sobre la superficie sólida de la uva exige una mayor 

capacidad de adhesión de las bacterias y obliga a un crecimiento en biofilm sobre la superficie 

colonizada. Por el contrario, el crecimiento en un medio líquido que sufre turbulencias debidas a 

burbujas de CO2 y manipulaciones de la elaboración, no favorece la formación del biofilm. 

L. plantarum también se describe como una especie formadora de biofilm (Badel et al., 

2011) y se ha determinado para una cepa L. plantarum productora de EPS la composición del 

heteropolisacárido producido, en el cual se encuentran los monosacáridos: manosa, fructosa, 

galactosa y glucosa (Wang et al., 2015). Uno de los genes implicados en la formación del biofilm 

en L. plantarum se ha identificado como el gen ftsH, codificante de una metaloproteasa 

dependiente del ATP y que es activada en diversas condiciones de estrés para la bacteria, como 

son el calor, frío, acidez, presencia de sales biliares o estrés oxidativo (Bove et al., 2012). Por otro 

lado, el sistema de control de la adherencia a superficies, y por tanto de la formación del biofilm, 

en L. plantarum se encuentra regulado por un sistema "quorum sensing" compuesto por una 
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proteína-quinasa de membrana, un regulador de la respuesta y un péptido autoinductor, todos 

ellos codificados por genes que constituyen el operón denominado lam BDCA (Fujii et al., 2008). 

Otros trabajos posteriores de Muscariello y col. (2013) sobre los mecanismos de control génico de 

la formación del biofilm en L. plantarum identificaron los genes denominados flmA, flmB y flmC 

como responsables de la formación del biofilm, siendo los tres genes codificantes de proteínas 

con una hipotética función como reguladores transcripcionales potencialmente implicados en el 

mantenimiento de la pared celular.  

Para O. oeni también se ha descrito la capacidad de formar biofilms, y respecto a la 

composición de EPS de O. oeni, se ha descrito la producción de un beta-glucano y dos 

heteropolisacáridos, uno de ellos formado por unidades de galactosa y glucosa, y el otro 

compuesto por unidades de galactosa, glucosa y ramnosa (Ibarburu et al., 2007). Según un 

reciente estudio de Dimopoulou y col. (2014) en esta especie los genes relacionados con la 

biosíntesis de EPS responsables de la formación de biofilms son muy numerosos (clusters eps1 y 

eps2, glicosil-transferasas y glicosil-hidrolasas), ocupan buena parte de su reducido genoma y se 

encuentran en la totalidad de los genomas estudiados de O. oeni. Sin embargo, si bien es 

necesario, no es suficiente la presencia de estos genes para que la bacteria forme biofilm, puesto 

que la síntesis de EPS parece estar altamente regulada y tiene un alto coste energético 

(Dimopoulou et al., 2014). Este hecho está de acuerdo con nuestros resultados ya que en el 

screening que realizamos, únicamente el 8,3 % de las cepas enológicas de la especie O. oeni 

mostraron la capacidad de formar biofilm.  

 

2.3. Visualización del biofilm al microscopio 

En la Figura III-20 se muestran algunas de las fotografías obtenidas en la visualización bajo 

microscopio óptico de fragmentos de biofilms formados por la cepa L. mesenteroides J32 en las 

condiciones indicadas en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos, y teñidos con cristal violeta. 

Se puede apreciar la estructura laminar del biofilm así como las células teñidas.  

En la Figura III-21 se pueden observar diferentes imágenes tomadas con el microscopio 

de fluorescencia de fragmentos de biofilms de la misma cepa J32, teñidos en este caso con las 

sondas: Syto 9 de coloración verde (tiñe células viables, con la membrana plasmática intacta), y 

yoduro de propidio de coloración roja (tiñe células no viables).  
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Figura III-20. Fragmentos del biofilm de la cepa J32 teñidos con cristal violeta y visualizado en el microscopio 
con 400 aumentos. 
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Figura III-21. Fragmentos del biofilm de la cepa J32 teñidos con las sondas SYTO 9 (células vivas de color 
verde) y yoduro de propidio (células muertas de color rojo) visualizados con 400 aumentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III-22. Fragmentos del biofilm de la cepa J32 teñidos con las sondas SYTO 9 (células vivas de color 
verde) y yoduro de propidio (células muertas de color rojo) y con ambas sondas visualizadas a la vez 
mediante el uso de un filtro triple (emisión a 460, 520 y 600 nm) y con 400 aumentos. 
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El método de tinción con el kit LIVE/DEAD utilizado anteriormente para recuento de BA y 

BL, resulta adecuado para teñir células del biofilm (Figuras III-21 y 22). En las fotos se puede 

apreciar la diferencia entre células viables (verdes) y no viables (rojas). El método de cuantificación 

de células viables y no viables en forma planctónica mediante esta tinción con las sondas 

fluorescentes es un método rápido y eficaz para BA (células Gram-negativas) y BL (células Gram-

positivas), tal y como se muestra en los apartados 1.3 y 1.4 de Resultados y Discusión, sin embargo, 

como se observa en las Figuras III-21 y 22, no es un método apropiado para la cuantificación de 

células viables/no viables en el biofilm puesto que no es posible contar las células, las cuales 

aparecen superpuestas en las diferentes capas del biofilm. Otros estudios sobre la cuantificación 

del biofilm de Candida albicans (Jin et al., 2005) o del biofilm oral (Tawakoli et al., 2013) con estas 

mismas sondas están de acuerdo en que este método proporciona resultados semi-cuantitativos 

(Pantanella et al., 2013).  

 

2.4. Crecimiento de bacterias lácticas en presencia de etanol 

Puesto que la formación de biofilms bacterianos supone un importante factor de riesgo 

en la industria alimentaria (Winkelstroter et al., 2014), y se encuentra asociada a un mecanismo 

de resistencia al ataque de los agentes antimicrobianos y desinfectantes (Bridier et al., 2011), se 

realizó este estudio de la tolerancia al etanol de las BL en forma planctónica (células libres) y 

formando biofilms de las cuatro cepas de BL que habían dado positivo en el screening realizado 

con el método anteriormente puesto a punto: Leuconostoc mesenteroides (J32, J57), Lactobacillus 

plantarum J39 y Oenococcus oeni IS151. 

 

En este ensayo se estudió la tolerancia de estas cuatro cepas de BL a la presencia de etanol 

en el medio de cultivo cuando crecen en forma planctónica, empleando para ello el procedimiento 

descrito en el apartado 3.5.b) de Materiales y Métodos, y en las siguientes figuras (Figuras III-23, 

24, 25 y 26) se muestran los resultados obtenidos en el cultivo de las cepas en el medio MRS con 

diferentes concentraciones de etanol y con agitación para evitar la formación de biofilm. 
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Figura III-23. Curvas de crecimiento de la cepa L. mesenteroides J32 en forma planctónica en el medio MRS 
con las concentraciones de etanol: 0, 2, 4, 8 y 12 % (v/v). 

 
Figura III-24. Curvas de crecimiento de la cepa L. mesenteroides J57 en forma planctónica en el medio MRS 
con las concentraciones de etanol: 0, 2, 4, 8 y 12 % (v/v). 
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Figura III-25. Curvas de crecimiento de la cepa L. plantarum J39 en forma planctónica en el medio MRS con 
las concentraciones de etanol: 0, 2, 4, 8 y 12 % (v/v). 

 

Figura III-26. Curvas de crecimiento de la cepa O. oeni IS151 en forma planctónica en el medio MRS con las 
concentraciones de etanol: 0, 2, 4, 8 y 12 % (v/v). 
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J32 no vio afectado su crecimiento con un 2 % de etanol, sin embargo con un 4 % su crecimiento 

se ralentizó, alcanzando poblaciones menores, no siendo capaz de crecer con un 8 y 12 % (Figura 

III-23). Las cepas L. mesenteroides J57 y L. plantarum J39 fueron capaces de crecer con hasta un 6 

% de etanol en el medio y alcanzaron poblaciones similares a las alcanzadas en ausencia de etanol, 

sin embargo un 12 % de etanol hizo que estas cepas no crecieran (Figuras III-24 y 25). Sin embargo 

O. oeni IS151 fue capaz de crecer con hasta un 8 % de etanol en el medio de manera similar a 

como lo hacía en ausencia de etanol, e incluso con un 12 % de etanol pudo aumentar su población, 

a diferencia de las otras cepas (Figura III-26). Estos resultados están de acuerdo con la bibliografía 

(Flanzy 2000; Suárez e Iñigo 2004) donde se describe que la tasa de crecimiento de las BL del vino 

disminuye progresivamente y linealmente hasta una concentración de etanol del 14 %. Aunque 

también existen algunas cepas capaces de crecer en vinos donde el contenido de etanol alcanza 

valores más elevados, incluso 20 % (v/v) (Flanzy 2000).  

Nuestros ensayos muestran que la especie O. oeni es la más tolerante el etanol, lo cual 

está también de acuerdo con los conocimientos previos sobre BL enológicas y trabajos donde se 

describe que la especie O. oeni activa su crecimiento cuando en el medio existen pequeñas 

concentraciones de etanol, hasta un 7 %, siendo capaz de crecer con un 12-13 % de etanol (G.-

Alegría et al., 2004). Otro estudio más reciente de Bordas y col. (2013) también muestra que las 

cepas de O. oeni aisladas de vinos de Cataluña toleran una concentración de etanol del 14 % o 

incluso mayor. Esta tolerancia al etanol de la especie O. oeni se encuentra relacionada, entre otras 

razones, con una elevada expresión del gen ggpps (codificante de una geranil-geranil pirofosfato 

sintasa) (Cafaro et al., 2014) que permitiría estabilizar las membranas, produciéndose menos 

perturbaciones por efecto del etanol. La expresión de la proteína pequeña de estrés Lo18 

codificada por el gen hsp18 también contribuye a esa estabilidad de la membrana de O. oeni frente 

al etanol (Maitre et al., 2014), protegiendo la integridad de la membrana y realizando una función 

de proteína chaperón. Por otro lado, trabajos anteriores del grupo de la Dra. Aline Lonvaud-Funel 

(Bourdineaud et al., 2003 y 2004) habían puesto de manifiesto la activación de los genes 

relacionados con actividades dependientes del ATP ftsH (codificante de una metalo-proteasa) y 

omrA (homólogo del gen lmrA codificante de una bomba ATP-dependiente transportadora de 

fármacos) como factores de adaptación y protección de O. oeni frente al etanol y el estrés 

medioambiental. También se ha descrito que O. oeni en presencia de etanol y a bajo pH 

incrementa la expresión de los genes que participan en el metabolismo del citrato (Olguín et al., 

2009) con la consecuente producción de compuestos volátiles como el diacetilo (aroma a 

mantequilla) y el ácido acético (aumento de acidez volátil) derivados del consumo del citrato, que 

contribuyen a los ya conocidos cambios en el perfil aromático de los vinos cuando éstos realizan 
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la fermentación maloláctica. Respecto a la tolerancia a la combinación de varias condiciones de 

estrés, cabe destacar la combinación del estrés de temperatura (14ºC) con etanol (14 %) sobre O. 

oeni, que según un estudio de Chu-ky y col. (2005) provoca que la membrana adquiera rigidez y la 

posterior supervivencia de O. oeni, es mayor que cuando esta bacteria ha sido sometida 

únicamente al estrés de etanol.  

Como muestran nuestros resultados y estos trabajos mencionados de otros autores, la 

especie O. oeni es capaz de sobrevivir en las condiciones estresantes del vino y se encuentra 

adaptada a la presencia de etanol en el medio. 

Respecto a la cepa L. mesenteroides J32 de nuestro estudio, es la que aparentemente 

tolera menos el etanol, probablemente debido a que se aisló de uva y no de vino, como las otras 

cepas, por lo que no había estado previamente en contacto con el medio alcohólico. Tanto la cepa 

L. mesenteroides J57 como L. plantarum J39 presentan comportamientos similares a pesar de 

pertenecer a especies distintas, pero ambas se aislaron de vinos con un nivel considerable de 

etanol (en plena fermentación maloláctica y vino terminado respectivamente). La tolerancia al 

etanol de la especie L. mesenteroides no se encuentra referenciada en la bibliografía ya que es 

una BL que normalmente se encuentra en uvas o en mosto en bajas poblaciones, y que tiende a 

desaparecer progresivamente antes de la fermentación maloláctica (Lonvaud-Funel et al., 1991). 

Sin embargo la cepa L. mesenteroides J57 utilizada en nuestro estudio fue aislada en fermentación 

maloláctica y su tolerancia al etanol es comparable a la de L. plantarum J39, en ambos casos cepas 

aisladas de vinos donde el contenido en etanol era considerable, en el rango de 12-13 % (v/v). 

La cepa L. plantarum J39 de nuestro estudio presentó una tolerancia al etanol intermedia 

entre L. mesenteroides J32 y O. oeni IS151, y de forma similar G.-Alegría y col. (2004) describieron 

que cepas de L. plantarum aisladas de vino tinto eran capaces de crecer a pH = 3,2 y con 13 % 

etanol a 18ºC (condiciones normalmente no-viables para BL) de forma parecida a O. oeni, más 

adaptado a crecer en vino. Por otro lado, estudios transcriptómicos han puesto de manifiesto que 

L. plantarum responde al estrés por etanol y como mecanismo de defensa provoca la sobre-

expresión de los genes del metabolismo del citrato (igual que en el caso de O. oeni indicado 

anteriormente) y genes responsables de la estructura externa de la bacteria (membrana y pared 

celular), produciéndose una protección cruzada frente al calor (Van Bokhorst-van de Veen et al., 

2011). Estas respuestas frente al etanol justifican la tolerancia al etanol de L. plantarum que 

también se manifiesta en nuestros resultados. 
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2.5. Formación de biofilms de bacterias lácticas en presencia de etanol 

Una vez estudiado el crecimiento de las BL formadoras de biofilm en presencia de etanol 

cuando crecen en forma planctónica, se pasó a estudiar la formación del biofilm de las cuatro 

cepas en presencia de etanol. Se estudió la capacidad de las BL inicialmente en estado planctónico 

para formar biofilm en el medio BHI con diferentes concentraciones de etanol (0, 2, 4, 6, 8, 10 y 

12% v/v) (Figuras III-27, 28, 29 y 30) y la tolerancia de un biofilm de células previamente formado 

en un medio sin etanol a la adición de medio fresco que contenía etanol (BHI con etanol 0, 2, 4, 6, 

8, 10 y 12 %) e incubación durante 24 horas (Figuras III-31, 32, 33 y 34). En estas figuras se 

representan los resultados obtenidos para la cantidad de biofilm (D.O.600nm) y la población 

bacteriana (UFC/ml) al final de las correspondientes incubaciones para cada una de las cuatro BL 

estudiadas.  

 

a) Bacterias inicialmente en estado planctónico 
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Figura III-28. A) Cuantificación del biofilm formado a las 48 h de incubación de 
la cepa L. mesenteroides J57 en BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12% etanol (v/v). La 
línea verde punteada  (D.O.600nm = 1) indica el límite por encima del cual se 
considera la formación de biofilm positiva; B) Población de bacterias viables 
totales a las 48 h de incubación (la línea rayada roja indica la población inicial 
de células 2x108 UFC/ml). 

Figura III-27. A) Cuantificación del biofilm formado a las 48 h de incubación de 
la cepa L. mesenteroides J32 en BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 % etanol (v/v). La 
línea verde punteada (D.O.600nm = 1) indica el límite por encima del cual se 
considera la formación de biofilm positiva; B) Población de bacterias viables 
totales a las 48 h de incubación (la línea rayada roja indica la población inicial 
de células 8,1x107 UFC/ml).  
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Figura III-29. A) Cuantificación del biofilm formado a las 48 h de incubación de 
la cepa L. plantarum J39 en BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 % etanol (v/v). La línea 
verde punteada (D.O.600nm = 1) indica el límite por encima del cual se considera 
la formación de biofilm positiva; B) Población de bacterias viables totales a las 
48h de incubación (la línea rayada roja indica la población inicial de células 
1,5x108 UFC/ml).  
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Figura III-30. A) Cuantificación del biofilm formado a las 48 h de incubación de 
la cepa O. oeni IS151 en BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 % etanol (v/v). La línea 
verde punteada (D.O.600nm= 1) indica el límite por encima del cual se considera 
la formación de biofilm positiva; B) Población de bacterias viables totales a las 
48 h de incubación (la línea rayada roja indica la población inicial de células 
5x107 UFC/ml).  
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Resultados y Discusión 

Las Figuras III-27, 28, 29 y 30 anteriores muestran que cuando las cepas estudiadas (J32, 

J57, J39 e IS151 respectivamente) estaban inicialmente en forma planctónica y se incubaban en 

un medio con etanol y sin agitación, fueron capaces de inducir y formar biofilm en presencia de 

hasta un 6 % de etanol en el medio, y únicamente la cepa J32 (Figura III-27), la de mayor capacidad 

formadora de biofilm (>2,3 veces), fue capaz de formar biofilm en presencia de 8 % etanol a pesar 

de que esta cepa presentaba la menor tolerancia al etanol, tal y como se mostró en la Figura III-

23. En todos estos casos las BL inicialmente en forma planctónica crecieron en el medio de cultivo

con esas concentraciones de etanol, indujeron y formaron el biofilm. Para las concentraciones 

más elevadas de 10 y 12 % de etanol en el medio, ninguna de las 4 cepas formó biofilm, la 

población de células viables permaneció constante para las cepas de L. mesenteroides (J32 y J57, 

Figuras III-27 B y III-28 B), para L. plantarum J39 disminuyó ligeramente (Figura III-29 B), y para O. 

oeni IS151 su población aumentó en presencia de esas concentraciones de 10 y 12 % de etanol 

(Figura III-30 B), demostrando de nuevo que era la cepa más resistente al etanol, tal y como se 

había visto en el apartado anterior (Figura III-26). También se observa que en todos los casos en 

los que las BL eran capaces de formar biofilm, la presencia de etanol en el medio y el progresivo 

aumento de su concentración se reflejaba en una menor cantidad del biofilm formado (Figuras III-

27 A, III-28 A, III-29 A, III-30 A), indicando con ello que la presencia de etanol en el medio ejerce 

un efecto inhibitorio sobre los mecanismos de inducción y formación del biofilm, hasta que en el 

intervalo de 10 a 12 % etanol desaparecía esa capacidad formadora en las 4 BL estudiadas. Por 

tanto, nuestros resultados indican que el etanol afecta negativamente al crecimiento de las BL y 

a su capacidad formadora de biofilm, desapareciendo ésta a una concentración de etanol menor 

que la necesaria para inhibir totalmente el crecimiento de la BL formadora del biofilm.  

Estos resultados están de acuerdo con el modelo para la formación de biofilm propuesto 

para las bacterias Gram-positivas según el cual, el agente antimicrobiano, en nuestro caso el 

etanol, inhibe la formación del biofilm actuando a dos posibles niveles: I) podría ejercer su acción 

actuando como una molécula anti-matriz extracelular, interaccionando con los EPS generados por 

la bacteria, interfiriendo en la adhesión y en la formación de las estructuras fibrilares e impidiendo 

la formación del biofilm; II) puede ejercer su acción como molécula bactericida provocando la 

muerte de las células bacterianas que entran en contacto con ella; de este modo, disminuyendo 

el número de células viables impide o reduce la formación del biofilm. El etanol ejerce un potente 

efecto bactericida que se ha venido asociando a su capacidad de interaccionar con los lípidos de 

la membrana plasmática de las bacterias, provocando la pérdida de la integridad de la membrana, 

la pérdida de componentes citoplasmáticos y de potencial de membrana, efectos secundarios en 

el metabolismo y en rutas de respuesta al estrés, y finalmente provocando la muerte celular 
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(Weber et al., 1996). Este efecto inhibitorio del etanol sobre el crecimiento de las BL ha sido 

descrito a nivel molecular para las especies O. oeni y L. plantarum, ambas presentes en los vinos 

y también responsables de la fermentación maloláctica de los mismos. En el caso de O. oeni, tal y 

como se ha indicado más arriba, quedan implicados en la respuesta al etanol el gen ggpps (Cafaro 

et al., 2014), el gen hsp18 (Maitre et al., 2014), genes ftsH y omrA (Bourdineaud et al., 2003 y 

2004) y genes del metabolismo del citrato (Olguín et al., 2009). Para L. plantarum en la respuesta 

al estrés ejercido por el etanol está implicada la activación de genes del metabolismo del citrato, 

genes responsables de la estructura externa de la bacteria (membrana y pared celular) y 

mecanismos de respuesta al estrés dirigidos por los reguladores transcripcionales HrcA y CtsR (Van 

Bokhorst-van de Veen et al., 2011). Cabe destacar que en la bibliografía no se han encontrado 

referencias sobre el efecto del etanol sobre la especie L. mesenteroides. 

b) Bacterias inicialmente en forma de biofilm

A continuación se muestran los resultados obtenidos cuando se añadía medio con etanol 

sobre un biofilm de BL previamente formado en ausencia de etanol (Figuras III-31, 32, 33 y 34) 

según se describe en el apartado 3.7. de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos fueron 

totalmente distintos a los mostrados en las figuras anteriores del apartado a) que se habían 

obtenido a partir de células en forma planctónica.  
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Figura III-32. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. mesenteroides J57 
después de 24 h de incubación del biofilm inicial con etanol [adición BHI con 0, 2, 
4, 6, 8, 10 y 12 % etanol (v/v)]. La línea punteada verde indica el límite por encima 
del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total de 
células viables (UFC/ml) tras 24 h de incubación. Las líneas rayadas rojas indican 
el biofilm inicial (D.O.600nm=1,5) y la población total de células viables (4,1x108 
UFC/ml) antes de la adición de etanol. 

Figura III-31. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. mesenteroides J32 
después de 24h de incubación del biofilm inicial con etanol [adición BHI con 0, 
2, 4, 6, 8, 10 y 12 % etanol (v/v)]. La línea punteada verde indica el límite por 
encima del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total 
de células viables (UFC/ml) tras 24 h incubación. Las líneas rayadas rojas indican 
el biofilm inicial (D.O.600nm=3,2) y la población total de células viables (2,6x108 
UFC/ml) antes de la adición de etanol.  
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Figura III-34. A) Cuantificación del biofilm de la cepa O. oeni IS151 después de 24 
h de incubación del biofilm inicial con etanol [adición BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 
% etanol (v/v)]. La línea punteada verde indica el límite por encima del cual se 
considera la formación de biofilm positiva. B) Población total de células viables 
(UFC/ml) tras 24 h de incubación. Las líneas rayadas rojas indican el biofilm inicial 
(D.O.600nm=1,7) y la población total de células viables (3,9x108 UFC/ml) antes de la 
adición de etanol.  
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Figura III-33. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. plantarum J39 después de 
24 h de incubación del biofilm inicial con etanol [adición BHI con 0, 2, 4, 6, 8, 10 
y 12 % etanol (v/v)]. La línea punteada verde indica el límite por encima del cual 
se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total de células viables 
(UFC/ml) tras 24 h de incubación. Las líneas rayadas rojas indican el biofilm inicial 
(D.O.600nm=1,3) y la población total de células viables (3,2x108 UFC/ml) antes de 
la adición de etanol.  
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   Resultados y Discusión 

Se observa que el biofilm de BL iba aumentando progresivamente a medida que era mayor 

la concentración de etanol añadido en el medio dentro del rango de 0 a 10 % etanol, y a 

concentraciones mayores de etanol ya el biofilm comenzaba a disminuir ligeramente, en el rango 

de 10 a 12 % para las BL ensayadas, menos para O. oeni, que con 12 % etanol continuó engrosando 

su biofilm (Figura III-34 A). En todos estos ensayos de adición de medio con etanol sobre un biofilm 

ya formado, la población de BL viables no disminuyó en ningún caso (Figuras III-31 B, III-32 B, III-

33 B y III-34 B), incluida la concentración de 12 % etanol, e incluso la población bacteriana 

aumentó en presencia de 12 % etanol (Figuras III-31 B, III-33 B y III-34 B). Estos resultados indican 

que cuando las células bacterianas se encuentran formando un biofilm presentan una mucho 

mayor resistencia al agente antimicrobiano, el etanol en este caso, que cuando se encuentran en 

forma planctónica, y responden a él generando más biofilm, si bien, a concentraciones ya elevadas 

(> 10 % etanol en nuestros ensayos) el biofilm no continúa su engrosamiento y comienza a 

disminuir. En efecto, la matriz extracelular del EPS generado por la bacteria confiere al biofilm 

características de una cierta impermeabilidad a líquidos y gases, y hace que en el caso de biofilms 

de B. subtilis éste sea resistente incluso a una concentración del 80 % de etanol (Epstein et al., 

2011). La especie O. oeni, tal y como se señala en el apartado de Introducción, presenta la 

característica única de que todos los genomas estudiados presentan varios genes dedicados al 

metabolismo de EPS, indicando con ello que éste puede llevar a cabo un papel importante para 

su supervivencia y adaptación a medios hostiles, y muy especialmente de resistencia al etanol del 

medio vínico, su nicho ecológico natural.  

Respecto a la especie L. plantarum también se ha descrito su mayor resistencia al etanol 

cuando se encuentra formando biofilms que en forma planctónica, resistiendo concentraciones 

de hasta 45 % etanol que en forma planctónica no es capaz de resistir (Kubota et al., 2008 y 2009). 

Sin embargo, estos trabajos de Kubota y col. sobre la resistencia de los biofilms de L. plantarum 

no muestran efectos de activación de la formación de los biofilms o de disminución de los mismos 

por la presencia del etanol. 

En relación a la especie O. oeni, existen pocos trabajos que estudien el efecto de la 

concentración de etanol sobre su producción de EPS, y en la bibliografía no se ha encontrado 

ninguno sobre el efecto del etanol sobre la formación de biofilms de esta especie. Un trabajo de 

Ibarburu et al., (2007) sobre producción de EPS por una cepa O. oeni aislada de sidra mostró que 

10 % etanol inhibía la producción de EPS y el crecimiento de esa cepa, y no observaban aumento 

en la producción del EPS al estudiar el rango de concentraciones de 2,5 a 8 % etanol. 

Nuestros resultados muestran claramente para las cuatro BL el aumento de la capa del 

biofilm como respuesta a la adición de etanol sobre él, y esto se puede explicar siguiendo el 
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modelo para la formación del biofilm en bacterias Gram-positivas. En la bacteria modelo B. subtilis 

la surfactina, un lipopéptido con una potente actividad surfactante y antimicrobiana, es 

precisamente una de las moléculas que desencadena la cascada de señales que conducen 

directamente a la activación de la síntesis y formación del biofilm (Vlamakis et al., 2013). La 

molécula de surfactina tiene la capacidad de insertarse en la membrana celular y provocar una 

salida de iones potasio, lo cual inmediatamente activa la histidina quinasa denominada KinC y 

comienza una cascada de señalización a través de fosforilaciones en la ruta denominada de Spo0A, 

un regulador transcripcional central, el primero que es fosforilado en un residuo de Asp específico 

y que controla la expresión de más de 100 genes, incluidos entre ellos todos los genes necesarios 

para la síntesis del EPS, la formación de la correspondiente matriz extracelular y la posterior 

esporulación de las células y maduración del biofilm de B. subtilis (Vlamakis et al., 2013). De forma 

análoga se ha descrito para bacterias Gram-positivas la inducción a través de la KinC de la 

formación del biofilm por concentraciones subletales de diversos agentes antimicrobianos, como 

es el caso del fungicida nistatina, el antibiótico valinomicina o el dióxido de cloro (Vlamakis et al., 

2013; Shemesh et al., 2010). En el caso de las bacterias Gram-positivas Staphylococcus aureus 

(Redelman  et al., 2012) y S. epidermidis (Rachid et al., 2000) también se ha descrito que el 

tratamiento con etanol y con concentraciones subinhibitorias de antibióticos puede estimular la 

formación del biofilm a través de la activación de genes del operón icaADBC, donde icaA codifica 

una proteína trans-membrana con actividad N-acetil-glucosaminil-transferasa y desencadena la 

cascada de señalización para la formación del biofilm en estas especies del género Staphylococcus.  

En nuestro caso, el etanol, como agente antimicrobiano capaz de penetrar en la 

membrana plasmática de las bacterias de forma análoga a como lo hacen otros antimicrobianos, 

cuando se encuentra en concentraciones tolerables (subletales) para las células que están 

formando el biofilm, interaccionaría con ellas y desencadenaría la señal necesaria para que las BL 

activen su mecanismo de respuesta generando aún más biofilm y proliferando, tal y como 

muestran nuestros resultados, que por primera vez evidencian la activación de la formación del 

biofilm por concentraciones de etanol subletales para las células que constituyen un biofilm. 
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3. PRODUCCIÓN DE NISINA EN CONDICIONES ENOLÓGICAS 

 

3.1. Estudio de la producción de nisina por la cepa L. lactis LM29 

La cepa productora de nisina L. lactis LM29 había sido aislada y caracterizada por el grupo 

del Dr. Juan Miguel Rodríguez de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de 

Madrid, como una buena BL productora de nisina (Martín et al., 2003). Esta cepa se planteaba 

como una excelente BL para la obtención de un fermentado rico en nisina y con grado alimentario, 

dado el carácter QPS (qualified presumption of safety) y el origen de esta cepa. El objetivo que se 

planteó fue conseguir que ese preparado rico en nisina obtenido del cultivo de la cepa LM29 

tuviera características enológicas que permitieran su potencial aplicación en la elaboración de 

vinos y para el control microbiológico de los mismos, evitando el crecimiento bacteriano dada su 

actividad inhibidora del crecimiento de BL y BA, lo cual permitiría además disminuir los niveles de 

sulfuroso que se utilizan en enología para el control microbiológico de los vinos. 

a) En primer lugar se estudió el crecimiento y la producción de nisina de la cepa L. lactis 

LM29 en el medio MRS. El método utilizado es el descrito en el apartado 4.3. Materiales y 

Métodos. Este experimento se realizó por triplicado. La población inicial de la que se partió fue en 

torno a 107 UFC/ml. Se muestran en la Figura III-35 los resultados del crecimiento, obtenidos por 

medidas tanto de absorbancia (línea discontinua) como UFC/ml (línea continua). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III-35. Curva de crecimiento de la cepa L. lactis LM29 en el medio MRS. 
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En la Figura III-35 se puede observar que las medidas tanto de absorbancia como de 

UFC/ml muestran la misma evolución del crecimiento, alcanzando la fase estacionaria de 

crecimiento a las 24 horas de incubación de L. lactis LM29. En diferentes puntos (3, 6, 8, 9, 25, 29, 

33 y 48 horas) de esta curva de crecimiento se tomaron alícuotas del medio de cultivo para 

determinar la actividad bacteriocina de estos extractos libres de células, y los resultados obtenidos 

por las técnicas de microtiter (U.A.) y difusión en agar (representados los cm de diámetro del halo 

de inhibición del crecimiento de la cepa indicadora) se muestran en la Figura III-36. 

 

Figura III-36. Medidas de actividad bacteriocina de los extractos realizadas por las técnicas de difusión en 
agar (cm diámetro del halo de inhibición) y microtiter (UA).  

 

Los resultados mostrados en la Figura III-36 indican que no había actividad de la nisina en 

los extractos obtenidos a las 3 horas de incubación (correspondiente a la fase de latencia). Sin 

embargo entre las 6-25 horas la cantidad de nisina en el medio iba aumentando y se puede 

detectar por ambas técnicas de medición de la actividad de esta bacteriocina. A partir de las 24 

horas (fase estacionaria) la concentración de nisina permanece estable en el medio hasta las 48 

horas de incubación de la cepa L. lactis LM29, manteniendo niveles de 16 U.A. de actividad por 25 

µl de extracto (correspondiente en difusión a un halo de inhibición de la cepa indicadora C531 

sensible a la nisina de 0,7 cm de diámetro). A la vista de los resultados se concluye que la cepa L. 

lactis LM29 es capaz de producir una cantidad considerable de nisina cuando crece en el medio 

MRS durante 24 horas. 
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b) Seguidamente se estudió la producción de nisina cultivando la bacteria LM29 en el 

medio MRS con diferentes concentraciones de mosto de uva blanca comercial para intentar 

asemejar las condiciones del medio a las enológicas, y para ello se utilizaron las siguientes 

concentraciones de mosto: 0, 20, 40, 60, 80 y 100 %, según se describe en el apartado 4.3.1. de 

Materiales y Métodos. Se estudió el crecimiento mediante medidas de absorbancia (datos no 

mostrados) y las medidas de UFC/ml se muestran en la Figura III-37, donde también se pueden 

observar los resultados obtenidos por la técnica microtiter (U.A.) para la actividad bacteriocina en 

el sobrenadante del cultivo libre de células. 

 

Figura III-37. Evolución de la población de bacterias viables (UFC/ml en líneas) y actividad bacteriocina 
determinada por microtiter (U.A. en barras) durante la incubación durante 24 h de L. lactis LM29 en el medio 
MRS con 0, 20, 40, 60, 80 y 100 % (v/v) de mosto.  

 

En estos ensayos se partió de poblaciones altas de la bacteria productora que sólo 

aumentaron ligeramente, alcanzándose las mayores poblaciones cuando el medio se componía 

de MRS con 60 % y 80 % de mosto. Respecto a la actividad bacteriocina, se puede observar por la 

técnica microtiter que en un cultivo de 12 horas de L. lactis LM29 se detectaba una actividad de 4 

U.A. en 25 µl del sobrenadante libre de células, presentando igual actividad en todos los casos en 

los que había mosto en el medio de cultivo, y siendo mayor que la actividad bacteriocina del 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1,0E+04

1,0E+05

1,0E+06

1,0E+07

1,0E+08

1,0E+09

0 10 20 30

Ac
tiv

id
ad

 b
ac

te
rio

ci
na

 (U
.A

.) 

Po
bl

ac
ió

n 
ba

ct
er

ia
na

 (U
FC

/m
l)

tiempo de incubación (h)

0% mosto (U.A.) 20% mosto (U.A.) 40% mosto (U.A.)
60% mosto (U.A.) 80% mosto (U.A.) 100% EtOH (U.A.)
0% mosto (UFC/ml) 20% mosto (UFC/ml) 40% mosto (UFC/ml)
60% mosto (UFC/ml) 80% mosto (UFC/ml) 100% mosto (UFC/ml)

 129 
 



 Resultados y Discusión / Results & Discussion
   

extracto del cultivo en sólo MRS. Por lo tanto la presencia de mosto parecía aumentar ligeramente 

la cantidad de nisina en el medio y la cepa crecía también de forma moderada. A la vista de estos 

resultados se escogió la concentración de mosto de 60 % como la más adecuada para los 

experimentos siguientes ya que en difusión (datos no mostrados) presentó el halo de inhibición 

más grande. Estos resultados coinciden con los descritos por Diez y col. (2012) que detectaron, en 

similares condiciones experimentales, que la producción de pediocina fue máxima cono un 60 % 

de mosto en el medio. 

 

3.2. Estudio del crecimiento y producción de nisina por L. lactis LM29 en MRS con 

etanol 

En este ensayo la composición del medio además de MRS presentaba diferentes 

concentraciones de etanol (0, 2, 6, 8, 10 y 12 %). El ensayo se realizó a 20ºC según se describe en 

el apartado 4.3.2.a) de Materiales y Métodos. En la Figura III-38 se muestran los resultados de 

crecimiento (UFC/ml) y actividad bacteriocina (técnica microtiter) obtenidos en este ensayo. 

 

Figura III-38. Evolución de la población de bacterias (UFC/ml en líneas) y actividad bacteriocina medida por 
microtiter (U.A. en barras) durante 24h de incubación de L. lactis LM29 en medio MRS con 0, 2, 6, 8, 10 y 12 
% (v/v) de etanol. 
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Se puede observar en la Figura III-38 que partiendo de una población bacteriana alta 

(2x106 UFC/ml) L. lactis LM29 fue capaz de crecer con 2 y 6 % de etanol en el medio de manera 

similar a como crecía en MRS, sin embargo no hubo crecimiento con un 8 % de etanol en el medio 

y las células de LM29 morían en el cultivo con 10 y 12 % de etanol. Respecto a la actividad 

bacteriocina, se puede observar que a las 14 horas en todos los medios había actividad, más 

elevada en los medios con 8, 10 y 12 % de etanol. A las 24 horas la actividad bacteriocina era 

prácticamente similar en todos los extractos de los sobrenadantes libres de células. Este resultado 

parece indicar que el etanol ayuda a la liberación de nisina del interior de las células al medio, 

obteniendo extractos con un 8, 10 y 12 % de etanol con una actividad bacteriocina considerable 

(8-16 U.A.) a pesar de que la cepa no crecía en los medios con 8 % o más etanol.  

A la vista de estos resultados en el siguiente experimento se partió de poblaciones 

menores para poder obtener cultivos en las diferentes fases de crecimiento de la cepa LM29 en 

estas condiciones y estudiar la producción de nisina con etanol en el medio. Las condiciones de 

este experimento se detallan en el apartado 4.3.2.b) y se realizó por triplicado. Para ello se partió 

de poblaciones alrededor de 104 UFC/ml, se ensayaron las concentraciones de etanol en el medio 

de 0, 2, 4, 8 y 12 % y se monitorizó el crecimiento celular mediante las mediciones de D.O.660nm y 

UFC/ml así como la actividad bacteriocina por las técnicas de difusión (datos no mostrados) y 

microtiter. Los resultados se muestran en la Figura III-39 y fueron contrastados con los datos 

obtenidos para la medida del crecimiento mediante D.O.660nm y la actividad bacteriocina mediante 

la técnica de difusión en agar (datos no mostrados), obteniéndose idénticos resultados. 
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Figura III-39. Evolución de la población de bacterias (UFC/ml en líneas) y actividad bacteriocina medida por 
microtiter (U.A. en barras) durante 48 h de incubación de la cepa L. lactis LM29 en MRS con 0, 2, 4, 8 y 12 
% (v/v) de etanol.   

 

Se puede apreciar en la Figura III-39 que el crecimiento de la cepa L. lactis LM29 más 

rápido se obtiene cuando no hay etanol en el medio y cuando hay un 2 %, llegando a alcanzar en 

ambos casos poblaciones similares. Cuando el medio MRS contiene un 4 % de etanol, el 

crecimiento se ralentiza, pero finalmente alcanza a las 48 horas poblaciones similares a las 

obtenidas en ausencia de etanol. En el caso de existir un 8 y 10 % de etanol en el medio, la cepa 

ya no crece y su población va disminuyendo.  

 

Respecto a la actividad bacteriocina de los extractos, en la Figura III-39 se observa que 

durante las primeras 6,5 horas de incubación no se pudo detectar actividad de la nisina en el 

medio. Sin embargo a las 23 horas pudimos detectar la actividad nisina en los extractos obtenidos 

de los cultivos en MRS y MRS con etanol 2 %, donde se había producido un aumento de la 

población bacteriana. Finalmente, se pudo detectar actividad de la nisina en los extractos de los 

sobrenadantes del cultivo en MRS con etanol 4 % a las 31 horas y 47 horas de incubación. Por lo 

tanto, vemos que L. lactis LM29 creció y produjo nisina en los cultivos en los medios MRS y MRS 
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con 2 % y 4 % etanol, siendo el crecimiento en MRS con 4 % más lento, pero alcanzando finalmente 

el mismo nivel poblacional. La actividad de la nisina alcanzada en los medios MRS y MRS con 2 % 

etanol llegó a 32 U.A. y en MRS con 4 % etanol fue ligeramente menor (16 U.A.). Esta actividad 

permaneció estable en el medio durante las 47 horas que se mantuvo la incubación.  

 

 Por lo tanto, estos resultados indicaban que la cepa LM29 no era capaz de crecer ni 

producir nisina en un medio con 8 y 12 % etanol y que era capaz de crecer y producir nisina en el 

medio MRS con hasta un 4 % de etanol (Figuras III-39). De manera similar, el estudio de Diez y col. 

(2012) sobre la producción de pediocina también detectaron una producción de bacteriocina con 

hasta un 4 % de etanol en el medio. Por otro lado, cuando en el medio con un contenido de etanol 

entre 8 y 12 % se incubaban poblaciones de bacterias más altas (106 UFC/ml) LM29 no era capaz 

de sobrevivir pero se detectaba actividad nisina en los extractos de los sobrenadantes de los 

cultivos (Figura III-38) muy posiblemente por la liberación al medio de la nisina del interior de la 

células muertas por efecto del etanol.  

 

3.3. Estudio del crecimiento y producción de nisina por L. lactis LM29 en MRS con 

mosto y etanol 

Se estudió el crecimiento y la actividad bacteriocina de diferentes extractos obtenidos del 

cultivo de la cepa LM29 en medios que contenían combinaciones de mosto y etanol. Se probaron 

las siguientes combinaciones: MRS con 60 % mosto, y las concentraciones de etanol: 0, 8 y 12 % 

(v/v), además del control con MRS según se describe en el apartado 4.3.3. de Materiales y 

Métodos. 
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Figura III-40. Evolución de la población de bacterias (UFC/ml en líneas) y actividad bacteriocina medida por 
microtiter (U.A. en barras) durante las 48 h de incubación de la cepa L. lactis LM29 en MRS, MRS + 60 % 
mosto, MRS + 60 % mosto + 8 % etanol y MRS + 60 % mosto + 12 % etanol.  

 

En la Figura III-40 se muestra la actividad bacteriocina y se puede observar que en las 

primeras horas sólo existe nisina en los extractos de los cultivos que tienen etanol (8 y 12 %), los 

cuales no presentaban crecimiento, por lo cual la nisina provendrá de la liberación al medio por 

el efecto del etanol sobre las células del inóculo. Sin embargo a las 24 horas aparece nisina 

también en los extractos de los cultivos con MRS y MRS + 60 % mosto, en este caso sí hubo 

crecimiento por lo que la nisina presente en el medio provendrá de la producción por parte de la 

cepa LM29. La concentración de nisina permanece estable hasta las 48 h. Idénticos resultados se 

observaron con las mediciones de crecimiento mediante D.O.660nm y de actividad bacteriocina 

mediante difusión en agar (datos no mostrados). 

Estos resultados volvían a indicar que la nisina presente en los extractos de los 

sobrenadantes después de las incubaciones en el medio con etanol podía provenir de la liberación 

de la nisina de las células muertas al medio de cultivo, muy posiblemente debido al efecto del 

etanol. El etanol es un potente agente antimicrobiano, ejerce un efecto sobre los lípidos que 

forman las membranas biológicas alterando su fluidez, aumentando la permeabilidad de la 
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membrana, sobre las proteínas y puede provocar la deshidratación a nivel de membrana. Estos 

efectos producen la rotura de la membrana (Lonvaud-Funel 1999) y por tanto la liberación al 

medio de los componentes celulares, entre ellos la nisina generada, aumentando la concentración 

de ésta en el medio de cultivo. 

 

3.4. Obtención de un extracto activo de nisina con características enológicas a 

partir de un cultivo de L. lactis LM29 

A la vista de los resultados anteriores, realizamos el cultivo de la cepa L. lactis LM29 en el 

medio MRS, cuyo pH se ajustó al pH ácido del vino (3,5), que contenía 60 % mosto de uva blanca, 

28 % agua y 12 % etanol. Se partió de un inóculo con una alta población de esta cepa (107-109 

UFC/ml), se mantuvo la incubación durante 24 horas sin agitación y se obtuvo un volumen de 45 

ml del sobrenadante libre de células según se describe en el apartado 4.3.4. de Materiales y 

Métodos. 

La media de los valores obtenidos en el análisis de las muestras tomadas a tiempo cero y 

a las 24 horas se muestran en la Tabla III-8, donde se observa que, como en los experimentos 

anteriores, la bacteria LM29 no aumentó su población durante la incubación en el medio y el 

extracto obtenido del sobrenadante libre de células presentaba actividad de la nisina a las 24 

horas de incubación, midiéndose por microtiter y resultando ser de 64 U.A./25 µl frente la cepa 

indicadora C531 sensible a la nisina. En la Figura III-41 se muestra la potente actividad inhibidora 

del crecimiento en el ensayo de difusión, donde el halo de inhibición generado por el extracto 

obtenido alcanzó un diámetro de 2 cm. Este extracto activo, además de la actividad de la nisina, 

presentaba una composición que se podía asemejar a la de un mosto en fermentación: azúcares 

y componentes del mosto de uva blanca (60 % v/v), etanol residual (evaporación durante el 

procesamiento del extracto a 100ºC para la obtención del sobrenadante libre de células) y las 

sales, vitaminas y compuestos nitrogenados del medio MRS con un pH de 3,5.  

 

Tabla III-8. Resultados de población de bacterias viables y actividad obtenidos durante la obtención del 
extracto activo en condiciones enológicas.  

UFC/ml t=0 UFC/ml t=24h 
Actividad 

bacteriocina* 
t=0  

Actividad 
bacteriocina* 

t=16h  

Actividad 
bacteriocina* 

t=24h  

7,3x108 ± 3,1x107 4,9x107 ± 5,1x106 8 16 64 

*Unidades de actividad bacteriocina: U.A./25µl de extracto (según ensayo microtiter indicado apartado 
4.2.1). 
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Tabla III-9. Composición del extracto activo obtenido con nisina (pH=3,5). 

COMPONENTE Cantidad en 45 ml 
de extracto activo 

Extractos proteicos del medio MRS (peptona, extracto de levadura, 
aminoácidos...) 0,99 g 

Azúcares (glucosa y otros azúcares del mosto de uva) 5,44 g 
Polisorbato 80 (tween 80) 0,045 ml 
K2HPO4 0,09 g 
NaCH3CO2 x 3H2O 0,225 g 
Citrato de amonio ((NH4)2HC6H5O7) 0,10 g 
MgSO4 x 7H2O 0,009 g 
MnSO4 x 4H2O 0,00225 g 
etanol residual - 
Otros componentes minoritarios del zumo de uva blanca y 
metabolitos de L. lactis LM29   

 

En el siguiente apartado 3.5. se muestra la actividad este extracto obtenido del cultivo de 

L. lactis LM29 frente a diferentes bacterias de origen enológico.  

 

3.5. Determinación de la actividad bacteriocina del extracto de nisina obtenido 

en condiciones enológicas frente a bacterias de origen enológico 

El extracto de nisina obtenido se ensayó frente a la colección de bacterias indicadas en la 

Tabla II-4 (apartado 4.1. de Materiales y Métodos). Los resultados de inhibición del crecimiento 

de las diferentes cepas de BL y BA de origen enológico ensayadas se muestran en las Figura III-42 

(O. oeni), III-43 (otras BL distintas de O. oeni) y III-44 (bacterias acéticas). En estas figuras se 

representa el número de cepas inhibidas (eje de ordenadas) frente a la máxima dilución del 

extracto (U.A.) que inhibe el crecimiento de cada una de las bacterias en el ensayo de microtiter. 

El número 0 significa que el crecimiento de la bacteria enológica ensayada no se inhibe por el 

Figura III-41. Foto donde se muestran los resultados 
obtenidos por la técnica de difusión en agar de la 
inhibición de la cepa C531 por el extracto. Se pueden 
apreciar los halos de inhibición del crecimiento de la 
cepa indicadora P. pentosaceus C531 (halos de 2 cm de 
diámetro). (1 es el control negativo sin inocular con 
LM29; 2 es el extracto obtenido en este ensayo por 
incubación de LM29 en MRS + 60% mosto + 12% 
etanol). 
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extracto, 1 indica que el crecimiento de la bacteria se inhibe por los 50 µl del extracto sin dilución, 

y los números 2 al 2056 son las diluciones dobles seriadas del extracto activo. Cuanto más a la 

derecha del eje de abscisas se encuentre un histograma, significa que las BL incluidas en él son 

más sensibles al extracto. Cabe señalar aquí que se utilizó para cada en el ensayo microtiter el 

control negativo del medio sin inocular con L. lactis LM29, no obteniéndose inhibición en ninguno 

de los casos, comprobándose con ello que el control negativo sin nisina no inhibía el crecimiento 

de las bacterias ensayadas. 

 

Figura III-42. Se representa el número de cepas de O. oeni (total de cepas ensayadas: 38) frente al factor de 
dilución máximo (U.A.) del extracto con el que se inhibe su crecimiento en el ensayo microtiter. 

 

La Figura III-42 muestra que 8 cepas de O. oeni no se inhibieron con el extracto (U.A.=0) 

(21 % del total de cepas O. oeni), mientras que el resto de las cepas (79%) fueron sensibles al 

extracto. Una dilución 1/128 del extracto inhibió a la mitad de las cepas de O. oeni ensayadas. 

Las 8 cepas de O. oeni resistentes al extracto se aislaron tanto en plena como al final de la 

FML en diferentes bodegas de la D.O.Ca. Rioja. Estas cepas resistentes podrían ser excelentes 

candidatas a ser cultivos iniciadores para realizar la FML. El uso del extracto obtenido en este 

estudio podría ayudar a su implantación ya que inhibiría el crecimiento del resto de cepas de O. 

oeni (además de otras BL perjudiciales como se muestra a continuación) excepto la iniciadora que 

sería seleccionada entre las resistentes. Ya se realizó un estudio en este sentido 1991 por Daeschel 

y col., los cuales utilizaron la nisina (100 U/ml) para controlar la FML y obtener cepas resistentes 

de O. oeni que a su vez fueron utilizadas para ser inoculadas junto con la nisina para realizar nuevas 

FML. Además de observar que las bacterias endógenas no fueron capaces de crecer hasta 5 meses 

después, observaron que la nisina permanecía estable en el vino. 
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Figura III-43. Se representa el número de cepas de bacterias lácticas excepto O. oeni (total de cepas 
ensayadas: 41) frente al factor de dilución máximo (U.A.) del extracto con el que se inhiben en el ensayo 
microtiter. 

  

 En la Figura III-43 se puede ver que para el resto de BL ensayadas (BL excepto O. oeni), 

sólo 5 de las 41 cepas no fueron inhibidas por el extracto (12,2 %), las cuales pertenecían a las 

especies L. plantarum y L. paracasei. La mayoría de las cepas (36 de las 41 cepas, el 88 %) fueron 

inhibidas por el extracto. Una dilución 1/4 del extracto inhibió a la mitad de las BL ensayadas. 

Por lo tanto el uso del extracto permitiría inhibir al 83,5 % de todas las cepas de BL incluida 

O. oeni, entre las cuales se encuentran especies que no interesa que proliferen en el vino ya que 

pueden influir negativamente en su calidad.  

 Comparando los resultados de las Figuras III-42 y III-43, se puede concluir que con 

excepción de los 8 O. oeni resistentes, las cepas de O. oeni fueron las BL más sensibles a la nisina, 

lo cual está en concordancia con resultados previos publicados por el grupo de investigación (Rojo-

Bezares et al., 2007) que indicaban una CMI50 de la nisina de 0,024 mg/l para la especie O. oeni, y 

una mayor resistencia de las otras BL a la nisina, cuya CMI50 era 12,5 mg/l.  
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Figura III-44. Se representa el número de cepas de bacterias acéticas (total de cepas ensayadas: 29) frente 
al factor de dilución máximo (U.A.) del extracto con el que se inhiben en el ensayo microtiter. 

 

Por comparación de los valores de actividad antimicrobiana del extracto y del patrón 

empleado de nisina comercial de concentración conocida (apartado 4.3.4 de Materiales y 

Métodos) se determinó la concentración equivalente de nisina en el extracto activo, resultando 

ser de 200 μg/ml. Por lo tanto, se consiguió un preparado con una eficaz concentración de nisina 

a partir de la BL L. lactis LM29 productora de esta bacteriocina. 

Respecto a las bacterias acéticas, podemos ver en la Figura III-44 que 21 de las 29 cepas 

de BA ensayadas (un 72 %) no vieron inhibido su crecimiento por la presencia del extracto. Cabe 

destacar que 7 de las 9 cepas de BA estudiadas aisladas del vinagre están entre las 21 cepas de BA 

resistentes al extracto, luego las bacterias aisladas del vinagre presentan alta resistencia a la 

nisina. Por lo tanto, estas fueron las bacterias más resistentes a la acción antimicrobiana del 

extracto, resultado que también se encuentra de acuerdo con los previamente publicados por el 

grupo de investigación (Rojo-Bezares et al., 2007) para la inhibición de BA mediante el uso de 

nisina comercial, que presentaba una CMI50 de 200 mg/l para BA de origen enológico. Las BA 

también se han descrito como bacterias Gram negativas resistentes a otra bacteriocina, la 

pediocina PA-1, tanto en ausencia como en presencia de etanol en el medio (Diez et al., 2012). 

 

A la vista de los resultados, se puede concluir que la sensibilidad al extracto sigue el 

siguiente orden: O. oeni > otras BL > BA, es decir: las bacterias Gram negativas son más resistentes 

a la nisina que las Gram positivas, y dentro de estas últimas, O. oeni es la menos resistente. Estos 

resultados están de acuerdo con el trabajo previo publicado por el grupo de investigación (Rojo-
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Bezares et al., 2007) que ponía de manifiesto la actividad antimicrobiana de la nisina frente a las 

BL y BA del vino y su efecto antimicrobiano combinado con el metabisulfito empleado en enología, 

así como con otros estudios publicados en la bibliografía que coinciden en señalar a la nisina como 

un agente antimicrobiano con un amplio espectro de acción frente a bacterias Gram positivas 

(Sahl et al., 1995) y que presenta menor actividad frente a bacterias Gram-negativas. La mayor 

resistencia de estas bacterias Gram-negativas se atribuye al efecto protector de la pared externa 

de peptidoglicano característica suya, la cual protege la membrana citoplasmática y la integridad 

de estas bacterias.  

El uso de nisina está autorizado como aditivo y conservante en productos lácteos, carne, 

pescado y bebidas alcohólicas (Delves-Broughton et al., 1996), pero todavía no ha sido aprobado 

su uso en vino. Sería interesante utilizar nuestro extracto en vinos tanto para evitar alteraciones 

bacterianas, como para ayudar a la implantación de un cultivo iniciador de la FML constituido por 

una cepa seleccionada de O. oeni entre las resistentes a la nisina. El empleo de nisina podría 

contribuir a disminuir las dosis de sulfuroso en el vino ya que la nisina potencia el efecto del 

metabisulfito presente en el vino (Rojo-Bezares et al., 2007). En la bibliografía se ha descrito que 

el uso de la nisina no presenta efecto sobre las características sensoriales del vino (Radler 1990) y 

además es inocua para el organismo ya que las enzimas proteolíticas gastrointestinales la 

degradan.  
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4. EFECTO DE LA NISINA SOBRE BIOFILMS DE BACTERIAS 

ENOLÓGICAS 

 

4.1. Efecto de la nisina sobre bacterias lácticas enológicas formadoras de biofilm 

A la vista de todos los resultados anteriores, se propuso investigar el efecto de la nisina 

sobre la capacidad de formar biofilms de las BL enológicas, intentando buscar desde el punto de 

vista de la elaboración de los vinos condiciones adecuadas para evitar la formación de biofilms no 

deseados de bacterias en el entorno enológico. En primer lugar se calculó la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) de la nisina frente al crecimiento de las células planctónicas de las cuatro 

BL enológicas formadoras de biofilm caracterizadas en el apartado 2.2 anterior (L. mesenteroides 

J32 y J57, L. plantarum J39 y O. oeni IS151). Posteriormente se realizaron los ensayos de formación 

de biofilm de estas cuatro BL utilizando nisina en una concentración subinhibitoria y con distintas 

concentraciones de etanol en el medio, y se repitieron los ensayos con una concentración alta de 

nisina, inhibitoria del crecimiento de las bacterias. Para estos ensayos ya se empleó la nisina 

comercial (Sigma-Aldrich, de Streptococcus lactis) con una pureza y una concentración bien 

conocidas. 

En la Tabla III-10 se muestran los resultados de los valores de CMI frente a las BL J32, J57, 

J39 e IS151 en estado planctónico, de la nisina y de los antimicrobianos enológicos: metabisulfito 

y etanol, según se describe en el apartado 3.5.a de Materiales y Métodos. Se eligió la 

concentración de nisina de 6 µg/ml para los ensayos posteriores porque este valor corresponde a 

una concentración subinhibitoria para las cuatro BL estudiadas, y la concentración 200 µg/ml se 

eligió como concentración inhibidora del crecimiento y por ser la concentración que de forma 

natural había sido producida por la cepa L. lactis LM29. 

Tabla III-10. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de MBS (metabisulfito), EtOH (etanol) y nisina de 
las BL formadoras de biofilm. 

 CMI MBS 
(µg/ml) 

CMI EtOH 
(%) 

CMI nisina 
(µg/ml) 

J32 (Le. mesenteroides) 150 15 287,5 
J57 (Le. mesenteroides) 150 15 287,5 
J39 (Lb. plantarum) 150 15 287,5 
IS151 (O. oeni) 75 15 25 
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 Según los resultados mostrados en la Tabla III-10, para las cepas L. mesenteroides J32 y 

J57 y para L. plantarum J39 se obtuvieron los mismos valores de CMI de los tres antimicrobianos. 

Sin embargo O. oeni IS151 era más sensible y presentaba CMIs de MBS y nisina más bajas.  

 

 

4.2. Efecto de la nisina en concentración subinhibitoria sobre la formación de 

biofilms de bacterias lácticas enológicas  

 

a) Bacterias inicialmente en estado planctónico 

En el siguiente ensayo las cepas en forma planctónica se incubaron durante 48 horas en 

medio BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %) sin nisina y con 6 µg/ml de nisina según se describe en el 

apartado 3.6. de Materiales y Métodos. En las Figuras III-45, 46, 47 y 48 se muestran los resultados 

de la cuantificación del biofilm formado y de la correspondiente población total de células viables 

al cabo de las 48 horas de dicha incubación. 
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Figura III-45. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. mesenteroides J32 formado 
durante 48 h de incubación en el medio líquido BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 % 
(v/v)) y nisina (      0 y       6 µg/ml). La línea punteada verde indica el límite por 
encima del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total 
de células viables (UFC/ml) en los medios con BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %)  y 
con       0 y       6 µg/ml de nisina. La línea roja rayada  indica la población inicial de 
células (1,7x107 UFC/ml).  
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Figura III-46. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. mesenteroides J57 formado 
durante 48 h de incubación en el medio líquido BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 % 
(v/v)) y nisina (      0 y       6 µg/ml). La línea punteada verde indica el límite por 
encima del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total 
de células viables (UFC/ml) en los medios con BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %)  y 
con       0 y       6 µg/ml de nisina. La línea roja rayada  indica la población inicial de 
células (4,5x107 UFC/ml).  
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Figura III-47. A) Cuantificación del biofilm de la cepa L. plantarum J39 formado 
durante 48 h de incubación en el medio líquido BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 % 
(v/v)) y nisina (      0 y       6 µg/ml). La línea punteada verde indica el límite por 
encima del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total 
de células viables (UFC/ml) en los medios con BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %)  y 
con       0 y       6 µg/ml de nisina. La línea roja rayada indica la población inicial de 
células (7x107 UFC/ml).  
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Figura III-48. A) Cuantificación del biofilm de la cepa O. oeni IS151 formado 
durante 48 h de incubación en el medio líquido BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 % 
(v/v)) y nisina (      0 y       6 µg/ml). La línea punteada verde indica el límite por 
encima del cual se considera la formación de biofilm positiva. B) Población total 
de células viables (UFC/ml) en los medios con BHI con etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %)  y 
con       0 y       6 µg/ml de nisina. La línea roja rayada  indica la población inicial de 
células (3,6x107 UFC/ml).  
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Las Figuras III-45 A, III-46 A, III-47 A y III-48 A anteriores muestran que cuando las 

cepas estudiadas estaban en forma planctónica y se incubaban en el medio con 6 % etanol 

y 6 µg/ml de nisina, ya no fueron capaces de formar el biofilm que en ausencia de nisina sí 

formaban; incluso la cepa J32 de mayor capacidad formadora de biofilm no lo pudo generar. 

Este efecto fue aún más notable con las cepas J39 e IS151 (Figuras III-47 A y III-48 A) que 

tampoco con 2 % o 4 % de etanol respectivamente pudieron generar el biofilm cuando 

estaba presente la nisina. Este efecto inhibidor del etanol en combinación con la nisina 

también se observa en las poblaciones de células viables (Figuras 45 B, 46 B, 47 B y 48 B) 

indicando la inhibición del crecimiento celular por una actuación conjunta de ambos 

antimicrobianos, así como la inhibición de los mecanismos de formación del biofilm. Tal y 

como se ha indicado en el apartado de Introducción, la nisina actúa a nivel de la membrana 

plasmática de las bacterias, provocando la formación de poros (Cotter et al., 2005) a través 

de los cuales las células pierden su contenido y se provoca eventualmente la muerte celular, 

contribuyendo a este efecto inhibidor del crecimiento la presencia de etanol en el medio 

acuoso, tal y como también se muestra en el trabajo de Rojo-Bezares y col. (2007) en el cual 

se demuestra el efecto conjunto de ambos antimicrobianos inhibiendo el crecimiento de 

las BL en forma planctónica. 

 

b) Bacterias inicialmente en forma de biofilm  

En la Figura III-49 siguiente se muestran los resultados obtenidos para las cuatro 

cepas de BL estudiadas al añadir esta vez sobre un biofilm de células previamente formado 

en ausencia de etanol, medio fresco con distintas concentraciones de etanol (0, 2, 4, 6 y 8 

%) en combinación con 0 y 6 µg/ml de nisina, y de mantener en incubación durante 24 h, 

según se describe en el apartado 3.7. de Materiales y Métodos. En las Figuras III-49 A, B, C 

y D se muestran respectivamente los resultados para las cepas J32, J57, J39 e IS151 y se 

indica con una línea roja el biofilm inicial de células sobre el que se añadió medio fresco con 

las distintas concentraciones de etanol y de nisina. 
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Figura III-49. Cuantificación del biofilm de la cepas después de 24 h de incubación de un biofilm formado (durante 48h en BHI) con 
etanol y nisina (BHI con 0, 2, 4, 6 y 8 % etanol con         0 y        6 µg/ml de nisina) para las cepas A) L. mesenteroides J32; B) L. mesenteroides 
J57; C) L. plantarum J39 y D) O. oeni IS151. La línea punteada verde indica el límite por encima del cual se considera la formación de 
biofilm positiva. La línea rayada roja indica el biofilm inicial formado antes de la adición del medio con etanol y/o nisina [D.O.600nm=1,9 
(A); 1,5 (B); 1,5 (C) y 1,5 (D)]. 
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Como puede observarse, los resultados obtenidos al añadir el medio con los dos 

antimicrobianos sobre las células en forma de biofilm son totalmente diferentes a los anteriores 

obtenidos partiendo de células planctónicas. La Figura III-49 muestra que se produce una clara 

activación de la producción del biofilm conforme aumenta la concentración añadida de etanol 

combinada con 6 µg/ml de nisina, y la presencia de la nisina tiene un efecto potenciador de esa 

formación del biofilm. De nuevo los resultados vuelven a mostrar que las células bacterianas en 

forma de biofilm presentan una mayor resistencia a los agentes antimicrobianos, el biofilm activa 

su engrosamiento en presencia éstos, y además, el efecto activador del etanol que se había visto 

en los resultados de las Figuras III-31 A, III-32 A, III-33 A y III-34 A del apartado 2.5 anterior del 

efecto del etanol sobre la formación del biofilm se repite en estos ensayos y se ve potenciado por 

la presencia de la concentración subinhibitoria de nisina. Según la revisión bibliográfica realizada, 

éstos son los primeros resultados que evidencian un efecto activador de la formación de un biofilm 

de BL por la presencia de la nisina en concentraciones subinhibitorias, tanto en ausencia como en 

presencia del etanol. Trabajos anteriores realizados con esta bacteriocina habían puesto de 

manifiesto la capacidad de la nisina de inhibir el crecimiento y la formación de biofilms de 

bacterias Gram-positivas, siendo la mayoría de los estudios realizados con bacterias patógenas 

responsables de infecciones en humanos (S. aureus, Streptococcus mutans) (Pimentel-Filho et al., 

2014; Okuda et al., 2013; Mataraci y Dosler, 2012; Tong et al., 2010 y 2014), y un único trabajo 

realizado con S. aureus (Sudgidan & Yemenicioglu, 2012) indicaba que la nisina en concentraciones 

subinhibitorias no tenía ningún efecto sobre la formación del biofilm. En otras bacterias 

responsables de infecciones alimentarias (Salmonella enteriditis, Bacillus cereus) también se ha 

referenciado la capacidad de la nisina de inhibir la formación de biofilms (Benmechernene et al., 

2013; Guerra et al., 2005) sin indicar en ningún trabajo resultado alguno con el efecto opuesto. En 

relación a aplicaciones enológicas, cabe destacar un trabajo publicado por Nel y col. (2002) que 

indicaba que la nisina tenía actividad biocida sobre células de O. oeni en biofilms formados sobre 

superficies de acero inoxidable. Nuestros resultados indican que concentraciones subinhibitorias 

de este péptido antimicrobiano tienen un efecto contrario al deseado, es decir, favorecen el 

engrosamiento de un biofilm de BL previamente formado, tanto en ausencia de etanol como en 

condiciones de presencia de etanol propias del entorno enológico.  

De forma análoga al efecto del etanol en concentraciones tolerables por un biofilm de BL 

previamente formado que se ha discutido en el apartado 2.5 anterior, y siguiendo el modelo para 

la formación del biofilm en bacterias Gram-positivas (Vlamakis et al., 2013) se puede explicar este 

efecto de concentraciones no biocidas de nisina por su capacidad de insertarse en la membrana 

celular de las BL, liberar parcialmente su contenido celular, y de este modo desencadenar la señal 
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necesaria para que las BL activen su mecanismo de respuesta en cascada de señalización 

generando aún más biofilm. Como ya se ha indicado anteriormente, se encuentra referenciada en 

la bibliografía el efecto de inducción de la formación del biofilm de bacterias Gram-positivas por 

concentraciones subinhibitorias de diversos agentes antimicrobianos, como el fungicida nistatina 

y antibióticos de uso clínico (Vlamakis et al., 2013; Shemesh et al., 2010; Redelman  et al., 2012; 

Rachid et al., 2000; Dong et al., 2012), así como en bacterias Gram-negativas e importantes 

patógenos humanos, como Pseudomonas aeruginiosa o Vibrio cholerae (Laverty et al., 2014; 

O'Toole & Stewart, 2005; Hoffmann et al., 2005). Sin embargo, no se han encontrado referencias 

sobre la activación de la formación del biofilm en bacterias Gram-positivas por concentraciones 

subinhibitorias de la nisina o de otras bacteriocinas.  

 

4.3. Efecto de la nisina en concentración inhibitoria del crecimiento sobre la 

formación de biofilms de bacterias lácticas enológicas 

Puesto que desde el punto de vista de producción de vinos, el objetivo planteado era 

encontrar condiciones adecuadas para evitar la formación de biofilms de las bacterias enológicas, 

se pasó a estudiar el efecto de la nisina en una concentración elevada (200 µg/ml), próxima a su 

CMI, en combinación con las distintas concentraciones de etanol. De forma semejante a los 

ensayos del apartado 4.2 anterior, se realizó este estudio con células planctónicas de las BL y con 

células previamente crecidas en forma de biofilm en ausencia de los antimicrobianos, pero se 

emplearon únicamente las cepas J32, J57 y J39 y la cepa O. oeni IS151 no se incluyó en el análisis 

debido a que la concentración de 200 µg/ml era muy superior a la CMI inhibitoria de su 

crecimiento. 

 

a) Bacterias inicialmente en estado planctónico 

En la Figura III-50 (A, B y C) se muestran los resultados obtenidos para las tres cepas J32, 

J57 y J39 que se encontraban inicialmente en forma planctónica y que se incubaron durante 48 

horas en el medio BHI con las concentraciones de etanol (0, 2, 4, 6 y 8 %) (v/v) sin nisina y en 

combinación con 200 µg/ml de nisina, según describe en el apartado 3.6. de Materiales y 

Métodos.  
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Figura III-50. Biofilm formado durante 48 h en el medio BHI con 0, 2, 4, 6 y 8 % etanol 
en combinación con       0 y       200 µg/ml de nisina para las cepas: A) L. mesenteroides 
J32; B) L. mesenteroides J57 y C) L. plantarum J39. La línea verde de puntos indica el 
valor por encima del cual se considera positiva la formación de biofilm. 
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En estos resultados de la Figura III-50 se puede observar que las células planctónicas de 

BL no formaron biofilm en presencia de la alta concentración de 200 µg/ml de nisina (próxima a 

su CMI, inhibidora del crecimiento celular), ni en presencia ni en ausencia de etanol en el medio. 

De forma semejante a lo mostrado en los resultados de los ensayos donde se estudió el efecto del 

etanol (Figuras III-27, III-28, III-29 y III-30 del apartado 2.5 anterior), en la Figura III-50 se observa 

que a mayor concentración de etanol añadido sobre las células planctónicas, menor es el biofilm 

formado, pero el efecto de la alta concentración de nisina es aún más notable que el efecto del 

etanol en las concentraciones ensayadas (hasta 8 % v/v), y en ningún caso las células de BL 

planctónicas lograron formar el biofilm en presencia de la concentración alta de nisina. 

 

 

b) Bacterias inicialmente en forma de biofilm  

En la Figura III-51 (A, B y C) se muestran los resultados obtenidos para las tres cepas (J32, 

J57 y J39) cuando se realizó el ensayo de adición de las distintas concentraciones de etanol (0, 2, 

4, 6 y 8 % v/v) y de nisina (0 y 200 µg/ml) sobre las células de un biofilm previamente formado en 

ausencia de los antimicrobianos (método descrito en el apartado 3.7. de Materiales y Métodos). 

Como puede observarse en la figura el resultado de este ensayo fue la fuerte inhibición del 

crecimiento celular por la concentración de 200 µg/ml de nisina, y tuvo como consecuencia que 

el biofilm inicial no aumentara, de modo que la nisina fue capaz de inhibir la formación de más 

biofilm y contrarrestar el efecto activador de la producción de biofilm que ejercía el etanol. 
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Figura III-51. Biofilm formado a las 24 h de incubación en BHI con 0, 2, 4, 6 y 8 % etanol 
en combinación con       0 y       200 µg/ml de nisina. Medio añadido sobre un biofilm 
previamente formado durante 48h en BHI sin los antimicrobianos, de las cepas: A) L. 
mesenteroides J32; B) L. mesenteroides J57 y C) L. plantarum J39. La línea verde de 
puntos indica el valor por encima del cual se considera positiva la formación de biofilm. 
La línea roja rayada indica el biofilm inicial antes de las adiciones del medio con etanol 
y/o nisina [D.O.600nm = 2,2 (A); 1,2 (B); 1,5(C)]. 
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Como se ve en estos ensayos, la nisina en alta concentración, próxima a su CMI, ya no 

ejercía el efecto activador de la síntesis del biofilm que se observaba a concentraciones 

subinhibitorias, con lo cual se confirman los resultados presentados por otros autores que 

recomiendan el uso de la nisina como agente antimicrobiano y con propiedades anti-biofilm. En 

este sentido, el trabajo de Mahdavi y col. (2007) propone el empleo de la nisina (4x103 IU/ml, 

equivalente a 4 mg/ml)) para eliminar biofilms de patógenos en alimentos (L. monocytogenes, S. 

aureus, S. enteriditis) y un cierto número de patentes proponen el empleo de la nisina con el 

mismo fin (Benmechernene et al., 2013) o de la nisina inmovilizada en el celofán para el 

empaquetado de alimentos (Guerra et al., 2005).  

 

Podemos concluir por tanto, que la nisina sería un agente antimicrobiano eficaz contra BL 

cuando se encuentra en una concentración suficientemente elevada que alcance su CMI, lo cual 

impide tanto la formación como el crecimiento de biofilms de BL. 

 

4.4. Efecto de la nisina sobre la capacidad formadora de biofilm de bacterias 

acéticas 

Ya en el apartado 1.3. se indicó que visualmente se podía apreciar que bacterias acéticas 

aisladas del vinagre formaban biofilm en la placa de cultivo, y nos planteamos estudiar la 

capacidad de formar biofilm de una colección de 11 aislados de estas bacterias obtenidos de 

muestras de vinagres, y del posible efecto de la nisina sobre su capacidad de formar el biofilm. 

En primer lugar se realizó el ensayo para el cálculo de la CMI (Concentración Mínima 

Inhibitoria) de los tres antimicrobianos: metabisulfito, etanol y nisina frente a las BA crecidas en 

forma planctónica en medio líquido, según se describe en el apartado 3.5.a de Materiales y 

Métodos y los resultados se muestran en la Tabla III-11. 

Tabla III-11. Valores de CMI del MBS (metabisulfito), el etanol y la nisina contra las BA analizadas. 

 CMI MBS 
(µg/ml) 

CMI etanol 
(%) (v/v) 

CMI nisina 
(µg/ml) 

R1 (Ga. europaeus) 75 15 200 
R30 (A. pasteurianus) 75 7,5 100 
R46 (Ga. xylinus) 37,5 15 200 
R49 (Ga. xylinus) 37,5 7,5 200 
R90 (A. pasteurianus) 75 7,5 200 
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Según los resultados mostrados en la Tabla III-11, las BA mostraron sensibilidad al 

metabisulfito, cuya CMI se encontraba entre 37,5-75 µg/ml. Respecto al etanol la CMI está 

alrededor de 7,5-15% para todas las cepas. La nisina inhibió el crecimiento de estas bacterias en 

medio MRS-líquido con una concentración de 100-200 µg/ml, resultado como el encontrado para 

BA de origen enológico por Rojo-Bezares y col. (2007).  

 

Para cuantificar el biofilm formado se intentó emplear el método puesto a punto para las 

BL, pero resultó infructuoso, posiblemente debido a la poca oxigenación del cultivo en el ensayo, 

lo cual impide el crecimiento de estas bacterias aerobias estrictas. Por otro lado, al dar pase a las 

cepas en las placas de medio sólido se podía ver fácilmente la formación de una capa mucosa y la 

formación de filamentos al tomar la película con el asa de siembra. De modo que se optó por 

evaluar el denominado carácter "ropy” de nuestras cepas mediante el test descrito en el apartado 

3.3. de Materiales y Métodos. Los resultados de esta evaluación del carácter “ropy” en diferentes 

medios se muestran en la siguiente Tabla III-12. 

 

Tabla III-12. Análisis de la capacidad de formar biofilm de BA aisladas de vinagre mediante el test “ropy”. 

Cepa Especie Origen 

Medio de cultivo 

MRS 
MRS + 100 
µg/ml de 

nisina 

MRS + 200 
µg/ml de 

nisina 
R1 Ga. europaeus Vinagre de vino - - - 
R3 Ga. europaeus Vinagre de vino - - - 
R30 A. pasteurianus Vinagre de sidra - - - 
R35 Ga. xylinus Vinagre de sidra + + + 
R36 Ga. xylinus Vinagre de sidra + + + 
R39 Ga. europaeus Vinagre de sidra - - - 
R41 Ga. xylinus Vinagre de sidra - - - 
R46 Ga. xylinus Vinagre de sidra + + + 
R48 Ga. europaeus Vinagre de sidra - - - 
R49 Ga. xylinus Vinagre de sidra + + + 
R90 A. pasteurianus Vinagre de sidra - - - 

+ significa test ropy positivo (formación de un filamento al tomar con el asa de siembra) 
- significa test ropy negativo (no formación de un filamento al tomar con el asa de siembra) 
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Se encontró que el 36,4 % de las cepas ensayadas presentó carácter “ropy". La presencia 

de nisina en el medio (bien 100 µg/ml o 200 µg/ml) no afectó a las cepas que presentaban carácter 

“ropy”, como se muestra en la Tabla III-12, y tampoco influyó en la formación de biofilm del resto 

de cepas que continuaron siendo negativas. Por lo tanto, estos resultados muestran que la 

presencia de nisina en el medio sólido no impidió la formación del biofilm de BA a pesar de ser 

una concentración inhibitoria del crecimiento celular de las BA planctónicas en el cultivo líquido. 

 

La capacidad de formar biofilm de las BA contaminantes de un vino se puede visualizar 

fácilmente en el cuello de la botella cuando no se almacenan tumbadas y se permite la entrada 

de aire en la botella (Bartowsky et al., 2003, Bartowsky & Henschke 2008). En el caso de la 

elaboración de vinagres por el método tradicional la formación del velo o biofilm de células en la 

superficie del cultivo de las BA responsables de la acetificación, es la característica de este tipo de 

elaboraciones de vinagres tradicionales. En nuestro caso, todos los aislados positivos en el análisis 

provenían de vinagres de sidra elaborados por el método sumergido y eran de la especie Ga. 

xylinus, considerada como microorganismo modelo para la producción de celulosa como EPS y 

constituyente del biofilm que generan (Valera et al., 2015). La biosíntesis de esa celulosa 

extracelular se encuentra  bien descrita en la bibliografía y se encuentra regulada por el operón 

bcsABZC (también denominado acsABZC o celABZC) dentro del cual el gen bcsA es el más 

conservado y codifica la celulosa-sintasa necesaria para la biosíntesis de la celulosa (Valera et al., 

2015).  

Un producto utilizado actualmente para evitar la formación de biofilms de bacterias 

contaminantes es el chitosan (Orgaz et al., 2011), un polisacárido natural derivado de la quitina, 

muy desacetilado y que para su uso enológico debe ser de origen fúngico. La nisina en su 

concentración CMI podría ser igualmente empleada como agente antimicrobiano y preventivo de 

la formación de biofilms, y presentaría la ventaja de que además de actuar sobre la formación del 

biofilm podría controlar el crecimiento de algunas bacterias perjudiciales para la calidad del vino. 

La nisina, y otros péptidos antimicrobianos como la pediocina (Díez et al., 2012) son 

desinfectantes naturales y seguros biológicamente, y constituyen una alternativa prometedora 

frente a las estrategias convencionales de la industria enológica, donde el uso del SO2 está cada 

vez más restringido. 
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5. METABOLISMO DE AMINOÁCIDOS DE Lactococcus lactis EN

PRESENCIA DE ETANOL 

Trabajos transcriptómicos previos del grupo de investigación realizados con la especie L. 

lactis habían puesto de manifiesto la sobreexpresión de los genes de la ruta arginina deiminasa 

(via ADI) por la presencia de 2 % de etanol en el medio de cultivo, sugiriendo con ello que la 

utilización de la arginina mediante la ruta ADI podía contribuir a la supervivencia y crecimiento de 

esta especie L. lactis en presencia del etanol. A la vista de estos resultados a nivel transcriptómico, 

el objetivo de nuestro estudio fue comprobar si en efecto se inducía la vía ADI de degradación de 

la arginina como respuesta a la presencia de etanol en el medio de cultivo de L. lactis, y evaluar 

los cambios que podían producirse en los metabolitos extracelulares generados en las rutas de 

aminoácidos, incluidas entre ellos las aminas biógenas y el ión amonio, como respuesta a la 

presencia del etanol en el medio de cultivo. Para este estudio metabólico se emplearon: la cepa 

modelo L. lactis MG1363, prototipo internacional para estudios genéticos y fisiológicos en BL, y 3 

de sus mutantes defectivos en los genes ahrC y argR (reguladores de la vía de síntesis y 

degradación de la arginina). Estos mutantes fueron los denominados MGΔargR (defectivo del gen 

argR) con ruta ADI y síntesis de arginina activas, MGΔahrC (defectivo del gen ahrC que activa la 

vía ADI de degradación de la arginina) y el doble mutante MGΔargRΔhrC estos dos últimos con 

ruta ADI inactiva y síntesis de arginina activa (Larsen et al., 2004).  

5.1. Análisis de compuestos aminados mediante HPLC de fase reversa 

Se empleó el método descrito por Gómez-Alonso y col. (2007) basado en la derivatización 

del grupo amino con el reactivo dietil-etoxi-metilen-malonato (DEEMM) y la posterior separación, 

identificación y cuantificación de los compuestos en una columna de fase reversa, tal y como se 

indica en el apartado 5.2. de Materiales y Métodos. Se realizaron las rectas de calibrado para los 

diferentes aminoácidos analizados, para el ión amonio y distintas aminas biógenas, y las 

ecuaciones obtenidas para las rectas de calibrado correspondientes se muestran en la Tabla III-

13.  

En la Figura III-52 se muestra a modo de ejemplo el cromatograma que se obtuvo para 

una muestra tomada a tiempo cero en el medio CDM con arginina. 
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Tabla III-13. Rectas de calibrado obtenidas para los aminoácidos y aminas biógenas analizados. 

Nombre Ecuación Coeficiente de
correlación 

Tiempo de 
retención 

Ala y = 80,101x + 0,006 R² = 0,9999 35,746 

Amonio y = 0,0132x - 0,0041 R2 = 0,9969 47,168 

Arg y = 47,672x - 0,0061 R² = 0,9995 31,883 

Asn y = 55,529x + 0,0438 R² = 0,9992 17,029 

Gly y = 82,986x + 0,0469 R² = 0,9995 27,563 

Ile y = 50,734x - 0,0076 R² = 0,9993 55,104 

Leu y = 36,898x + 0,5884 R² = 0,9967 57,684 

Lys y = 65,772x + 0,0014 R² = 0,9999 62,313 

Met y = 50,343x - 0,0238 R² = 0,9993 51,940 

Ornitina y = 78,566x + 0,1198 R² = 0,9981 60,496 

Phe y = 41,305x + 0,0623 R² = 0,9992 58,497 

Ser y = 78,648x + 0,1407 R² = 0,9996 17,573 

Thr y = 70,65x + 0,018 R² = 0,9999 29,476 

Val y = 66,911x + 0,1886 R² = 0,9993 50,190 

Espermidina y = 42,423x - 0,0224 R² = 0,9975 65,696 
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Figura III-52. Cromatograma de la muestra de la cepa MGΔahrC a t=0 con el tratamiento: Con Arg y 0% etanol. 
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5.2. Utilización de arginina por L. lactis en presencia de etanol en el medio de 

cultivo 

Tal y como se indica en el apartado 5.1. de Materiales y Métodos, se utilizó el medio 

químicamente definido CDM, basado en el previamente descrito por Larsen y col. (2004) para el 

crecimiento de esta especie. No se adicionaron los aminoácidos glutamato ni glutamina para 

evitar la ruta rápida de síntesis de la arginina a partir de ellos, lo cual podía distorsionar los 

resultados referentes al metabolismo de la arginina, ya que las 4 cepas estudiadas no tienen 

reprimida la ruta de síntesis de la arginina. Con respecto al primer objetivo de estudiar si la vía ADI 

de degradación de la arginina se veía implicada en la respuesta al etanol, en las Figuras III-53 a 56 

se muestran los resultados para las 4 cepas estudiadas (cepa wild type MG1363, y tres mutantes 

defectivos: MGΔargR, MGΔahrC y MGΔargRΔahrC) obtenidos en el análisis de la concentración 

de arginina y de ornitina de las muestras tomadas en fase estacionaria de crecimiento bajo las 

cuatro condiciones estudiadas: en ausencia o en presencia de 2,5 mg/ml de arginina, y en ausencia 

o en presencia de 2 % (v/v) de etanol.

Figura III-53. Concentración de arginina y ornitina en el medio de cultivo de la cepa MG1363 (wild type) en 
la fase estacionaria de crecimiento para los cuatro tratamientos ensayados: 1) Con 2,5 mg/ml Arg y sin 
etanol, 2) Sin Arg y sin etanol, 3) Con 2,5 mg/ml Arg y con 2 % etanol y 4) Sin Arg y con 2 % etanol. También 
se representa la concentración inicial a tiempo cero. Las diferentes letras indican diferencias significativas. 
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En la Figura III-53 se puede observar que la cepa wild type MG1363, cuando tiene arginina 

disponible en el medio la utiliza y consume más arginina en presencia de etanol (quedando en el 

medio un 45 % de la concentración inicial) que en ausencia de él, produciendo ornitina (91,3 - 91,7 

mg/ml), lo cual indica que la ruta de degradación de la arginina se activa por la presencia del etanol 

en el medio. 

Figura III-54. Concentración de arginina y ornitina en el medio de cultivo de la cepa MGΔargR en la fase 
estacionaria de crecimiento para los cuatro tratamientos ensayados: 1) Con 2,5 mg/ml Arg y sin etanol, 2) 
Sin Arg y sin etanol, 3) Con 2,5 mg/ml Arg y con 2 % etanol y 4) Sin Arg y con 2 % etanol. También se 
representa la concentración inicial a tiempo cero. Las diferentes letras indican diferencias significativas. 

Figura III-55. Concentración de arginina y ornitina en el medio de cultivo de la cepa MGΔahrC en la fase 
estacionaria de crecimiento para los cuatro tratamientos ensayados: 1) Con 2,5 mg/ml Arg y sin etanol, 2) 
Sin Arg y sin etanol, 3) Con 2,5 mg/ml Arg y con 2 % etanol y 4) Sin Arg y con 2 % etanol. También se 
representa la concentración inicial a tiempo cero. Las diferentes letras indican diferencias significativas. 
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Para el mutante MGΔargR, que también presenta la ruta ADI activa, se puede observar en 

la Figura III-54 que presenta un gran consumo de arginina y que utiliza la arginina casi hasta su 

totalidad, siendo la concentración de arginina en la fase estacionaria sólo del 28 % de la 

concentración inicial, y del 20 % cuando el cultivo se realiza en presencia del etanol. Y para este 

mutante la producción de ornitina es considerablemente más elevada en presencia de etanol 

(122,2 mg/l) que en ausencia de etanol (64,8 mg/l). Por lo tanto esta cepa también degrada la 

arginina por la ruta ADI y en mayor medida cuando crece en presencia del etanol. 

Figura III-56. Concentración de arginina y ornitina en el medio de cultivo de la cepa MGΔargRΔahrC en la 
fase estacionaria de crecimiento para los cuatro tratamientos ensayados: 1) Con 2,5 mg/ml Arg y sin etanol, 
2) Sin Arg y sin etanol, 3) Con 2,5 mg/ml Arg y con 2 % etanol y 4) Sin Arg y con 2 % etanol. También se
representa la concentración inicial a tiempo cero. Las diferentes letras indican diferencias significativas. 

En la Figura III-55 se observa que la cepa mutante MGΔahrC, que no tiene activa la ruta 

ADI, no fue capaz de producir ornitina en ningún caso, tal y como era de esperar para este mutante 

defectivo. El doble mutante MGΔargRΔahrC presenta un comportamiento similar según se 

muestra en la Figura III-56; tampoco fue capaz de generar ornitina de forma significativa, ya que 

no tiene activa la ruta ADI. Ambas cepas utilizan la arginina que encuentran disponible en el medio 

para su crecimiento, pero no generan más ornitina. Cabe señalar que aparece una concentración 

residual de ornitina en todos los casos, entre 15-20 mg/L, la cual puede provenir de la liberación 

al medio del interior de bacterias lisadas durante el tratamiento. 
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La citrulina es un aminoácido que se forma como intermediario en la degradación de la 

arginina por la ruta ADI (Figura III-57). En nuestros experimentos no detectamos este aminoácido 

en ninguna muestra, lo cual indica que toda la arginina metabolizada mediante la ruta ADI pasó a 

convertirse en ornitina.  

En este estudio metabólico se comprueba por tanto, que las cepas que tienen activa la 

ruta ADI producen ornitina (wild type MG1363 y MGΔargR), sin embargo los mutantes que no 

tienen activa esta ruta, no producen ornitina (MGΔahrC y MGΔargRΔahrC).  

En la ruta ADI de degradación de la arginina se genera ornitina, amonio y dióxido de 

carbono. Esta ruta ADI se lleva a cabo mediante la acción de tres enzimas: la arginina deiminasa, 

la ornitina carbamiltransferasa y la carbamato kinasa, pudiendo generar carbamil fosfato como 

compuesto intermedio que servirá para la síntesis de pirimidinas. Como se observa en la Figura 

III-57, la degradación de la arginina genera un balance energético positivo de 1 mol de ATP por 

cada mol de arginina degradado, energía que la célula puede utilizar para sobrevivir bajo las 

condiciones estresantes de etanol en el medio.  

Figura III-57. Ruta ADI de degradación de la arginina. 
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Se encuentran referencias en la bibliografía que indican que L. lactis utiliza esta vía de 

degradación de la arginina como respuesta al estrés oxidativo que sufre durante la elaboración de 

quesos (Rochat et al., 2012) y también como una vía de obtención de energía en condiciones de 

ausencia de azúcares (Brandsma et al., 2012). Nuestro estudio es el primero que demuestra que 

esta ruta ADI de degradación de la arginina la utiliza L. lactis como mecanismo de respuesta al 

estrés generado por la presencia de etanol en el medio de cultivo. 

5.3. Estudio de otros aminoácidos, amonio y aminas biógenas en el cultivo de L. 

lactis en presencia de etanol 

Con respecto a otros metabolitos aminados presentes en el medio de cultivo tras la 

incubación de las cepas de L. lactis bajo las distintas condiciones estudiadas de ausencia o 

presencia de 2,5 mg/ml de arginina, y ausencia o en presencia de 2 % (v/v) de etanol, cabe señalar 

que no se detectó el ácido gamma-aminobutírico (GABA) ni la citrulina en ninguna de las muestras. 

Por otro lado, tal y como describían Gomez-Alonso y col. (2007), el análisis del aminoácido prolina 

no se realizó ya que la aminoenona derivada de la prolina no es estable y genera resultados 

inconsistentes. 

En la Figura III-58 se muestran los resultados obtenidos en el análisis del ion amonio 

presente en el medio de cultivo, para las 4 cepas estudiadas con los 4 tratamientos ensayados. 

Los resultados se representan mediante la relación entre la concentración del ión amonio en la 

muestra tomada en la fase estacionaria y su concentración inicial en el medio de cultivo, pudiendo 

así comparar la producción/consumo de ión amonio. 
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Figura III-58. Relación entre la concentración de amonio en el sobrenadante del cultivo en la fase 
estacionaria y la concentración inicial para los 4 tratamientos utilizados y las 4 cepas ensayadas.          

Concentración inicial;         Con arginina y sin etanol;         Sin arginina y sin etanol;        Con arginina 
y con etanol;           Sin arginina y con etanol. 

En la Figura III-58 se puede observar que las cepas que presentan la ruta ADI activa 

(MG1363 y MGΔargR) generan amonio que es liberado al medio de cultivo, detectando en la fase 

estacionaria entre 1,4-1,6 veces la concentración inicial de amonio para MG1363 y entre 1,1-1,2 

para la cepa MGΔargR. Esta producción de amonio podría ser debida a la degradación de la 

arginina mediante la ruta ADI, en cuyo balance global por cada mol de arginina degradado se 

producen 2 moles de amonio (Poolman et al., 1987). Sin embargo para los mutantes que no 

poseen la ruta ADI activa, MGΔahrC y MGΔargRΔahrC, se puede observar en la Figura III-58 que 

no se genera amonio y que se consume el que existía en el medio como fuente de nitrógeno para 

las BL. El amonio puede volver a entrar en el metabolismo del nitrógeno mediante la enzima 

glutamina sintetasa y ser utilizado para la producción de nuevos aminoácidos. 

A continuación se representan los resultados obtenidos para el análisis de  aminoácidos 

(Figuras III-59 A-D) para las cepas MG1363 (wild type), MGΔargR, MGΔahrC y MGΔargRΔahrC 

respectivamente, con los 4 tratamientos ensayados (los respectivos valores se muestran en las 

Tablas III-14 a 17). En dicha figura se muestra tanto la concentración inicial (antes de comenzar la 

incubación con la cepa correspondiente) como la concentración (mg/l) en el cultivo libre de células 

obtenido en la fase estacionaria (10 horas de cultivo). 
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Figura III-59. Concentración de aminoácidos en los sobrenadantes de los cultivos de la cepa A) MG1363; B) MGΔargR; 
C) MGΔahrC; D) MGΔargRΔahrC bajo las 4 condiciones estudiadas:      con 2,5 mg/ml Arg y sin etanol;      sin Arg y sin
etanol;      con 2,5 mg/ml Arg y con 2 % etanol;       sin Arg y con 2% etanol y la       concentración inicial para cada 
aminoácido. Las diferentes letras indican diferencias significativas. 
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Como se ve en la Fig. III-59 A, la cepa wild type en presencia de etanol y con arginina 

disponible en el medio de cultivo, utiliza este aminoácido generando ornitina, y también utiliza 

Gly y Ser. Cuando no dispone de arginina en el medio y está en presencia del etanol, el aminoácido 

que utiliza preferentemente es la Gly. De forma similar el mutante MGΔargR (Figura III-59 B) en 

presencia de etanol y con arginina en el medio, utiliza este aminoácido y genera ornitina, como ya 

se ha indicado en el apartado 4.2 y no utiliza preferentemente ningún otro aminoácido de los 

disponibles en el medio. El mutante MGΔahrC sin la vía ADI activa (Figura III-59 C) en presencia de 

etanol utiliza todos los aminoácidos disponibles en el medio de cultivo para su crecimiento y no 

se encuentran diferencias significativas en su consumo en presencia o en ausencia de arginina en 

el medio. De forma análoga, el mutante MGΔargRΔahrC (Figura III-59 D) con arginina y etanol en 

el medio, no utiliza selectivamente ningún aminoácido y cuando no dispone de arginina y está en 

presencia de etanol en el medio de cultivo utiliza más cantidad de los aminoácidos alifáticos Ala, 

Ile, Leu y Val, el azufrado Met, el aromático Phe y los aminoácidos Asn y Lys.  
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MG 1363 Con Arg y 
 0% etanol 

Sin Arg y 
 0% etanol 

Con Arg y 
 2% etanol 

Sin Arg y 
 2% etanol 

Concentración 
inicial (mg/L) 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 
Alanina 224,35 ± 26,20 198,24 ± 5,69a 224,35 ± 5,66b 186,46 ± 15,57a 206,93 ± 6,49ab 
Arginina 200,40 ± 29,15 130,78 ± 0,52a 16,66 ± 0,78c 90,22 ± 7,67b 18,26 ± 12,95c 
Asparagina 271,01 ±  25,83 202,82 ± 4,23a 205,52 ± 5,14a 200,78 ± 14,12a 215,04 ± 3,10a 
Fenilalanina 342,07 ± 42,44 294,51 ± 3,21a 295,24 ± 7,23a 275,95 ± 23,41a 267,47 ± 9,22a 
Glicina 321,79 ± 41,70 252,67 ± 2,08a 226,19 ± 4,35ab 217,45 ± 19,19b 201,55 ± 6,64b 
Isoleucina 250,98 ± 32,04 212,91 ± 2,85a 199,22 ± 3,32a 204,68 ± 16,98a 189,36 ± 6,54a 
Leucina 663,27 ± 75,69 582,26 ± 7,28a 580,22 ± 8,27a 547,48 ± 46,73a 524,94 ± 17,78a 
Lisina 443,16 ± 39,48 439,56 ± 5,72a 438,86 ± 6,32a 418,23 ± 30,38a 399,10 ± 10,35a 
Metionina 140,31 ± 14,60 125,99 ± 2,04a 142,17 ± 2,23b 118,65 ± 11,17a 129,62 ± 3,89ab 
Ornitina 20,55 ± 3,68 91,65 ± 2,81a 13,60 ± 0,56b 91,27 ± 21,40a 10,21 ± 0,69b 
Serina 329,76 ± 36,80 252,53 ± 4,51a 207,62 ± 4,21c 217,25 ± 19,39bc 236,62 ± 7,52ab 
Treonina 206,28 ± 21,12 188,53 ± 3,24a 172,05 ± 3,83b 196,15 ± 17,16a 164,62 ± 5,43b 
Valina 293,50 ± 30,79 269,56 ± 4,81a 279,31 ± 6,55a 263,05 ± 22,16a 254,39 ± 8,41a 

Tabla III-14. Concentraciones de aminoácidos en los sobrenadantes de los cultivos de la cepa MG1363 bajo las 4 condiciones estudiadas. 
*Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de concentración.
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MGΔargR Con Arg y 
 0% etanol 

Sin Arg y 
 0% etanol 

Con Arg y 
 2% etanol 

Sin Arg y 
 2% etanol 

Concentración 
inicial (mg/L) 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 
Alanina 268,62 ± 41,65 219,67 ± 52,81a 226,70 ± 27,39a 190,86 ± 12,68a 240,97 ± 22,10a 
Arginina 150,27 ± 43,93 41,57 ± 3,21a 30,96 ± 8,52ab 29,65 ± 3,39b 26,01 ± 2,37b 
Asparagina 311,58 ± 36,23 230,76 ± 53,62a 199,96 ± 13,58a 200,59 ± 14,31a 213,32 ± 19,60a 
Fenilalanina 347,45 ± 54,80 335,64 ± 57,00a 336,14 ± 26,00a 278,71 ± 13,91a 351,90 ± 18,86a 
Glicina 307,03 ± 66,16 257,90 ± 5,32a 237,84 ± 32,83a 224,71 ± 10,29a 245,99 ± 28,51a 
Isoleucina 312,35 ± 58,56 250,68 ± 56,99a 228,67 ± 12,53a 197,17 ± 8,96a 246,93 ± 28,67a 
Leucina 772,34 ± 128,72 590,89 ± 30,55a 586,54 ± 37,96a 532,38 ± 25,73a 607,82 ± 21,99a 
Lisina 528,55 ± 83,98 385,62 ± 18,22a 447,49 ± 31,22ab 362,38 ± 25,26a 550,40 ± 36,27b 
Metionina 171,14 ± 50,50 162,82 ± 55,59a 152,63 ± 15,32a 121,89 ± 7,34a 156,02 ± 17,58a 
Ornitina 12,69 ± 1,19 64,82 ± 4,61a 19,29 ± 1,27b 122,17 ± 6,61c 18,99 ± 1,88b 
Serina 391,60 ± 60,26 261,01 ± 52,14a 254,21 ± 16,79a 221,32 ± 12,65a 272,64 ± 30,83a 
Treonina 268,76 ± 38,03 141,02 ± 31,43a 169,05 ± 18,05a 146,06 ± 33,36a 301,92 ± 32,42b 
Valina 345,63 ± 65,30 294,17 ± 99,65a 317,73 ± 22,61a 254,55 ± 14,30a 313,77 ± 8,87a 

Tabla III-15. Concentraciones de aminoácidos en los sobrenadantes de los cultivos de la cepa MGΔargR bajo las 4 condiciones estudiadas 
*Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de concentración.
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MGΔahrC Con Arg y 
 0% etanol 

Sin Arg y 
 0% etanol 

Con Arg y 
 2% etanol 

Sin Arg y 
 2% etanol 

Concentración 
inicial (mg/L) 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 
Alanina 218,81 ± 9,57 190,00 ± 28,22a 255,36 ± 27,25a 119,63 ± 13,91b 119,56 ± 11,12b 
Arginina 160,88 ± 76,05 100,56 ± 8,66a 15,75 ± 2,91c 77,11 ± 4,85b 13,41 ± 0,89c 
Asparagina 240,51 ± 12,81 210,81 ± 26,59ab 244,92 ± 5,00a 154,93 ± 11,80c 162,37 ± 14,91bc 
Fenilalanina 295,16 ± 11,08 315,33 ± 23,37ab 359,42 ± 20,18a 233,20 ± 9,55c 237,61 ± 19,95bc 
Glicina 218,44 ± 18,80 228,15 ± 36,96a 291,81 ± 19,08a 206,05 ± 4,85a 228,03 ± 13,58a 
Isoleucina 216,99 ± 20,40 186,78 ± 21,69a 238,04 ± 24,65a 131,14 ± 9,54b 134,80 ± 13,22b 
Leucina 579,60 ± 25,62 546,90 ± 67,93a 619,01 ± 21,63a 359,63 ± 29,36b 367,62 ± 38,07b 
Lisina 439,32 ± 38,99 481,45 ± 40,94a 446,01 ± 24,27a 255,24 ± 31,99b 233,27 ± 33,24b 
Metionina 134,72 ± 4,32 138,78 ± 14,31ab 169,50 ± 50,49a 90,18 ± 6,70c 90,49 ± 8,06bc 
Ornitina 10,31 ± 0,54 12,78 ± 1,45a 13,28 ± 0,42a 7,66 ± 0,56b 7,50 ± 0,92b 
Serina 284,15 ± 18,41 247,85 ± 29,19a 276,07 ± 15,11a 183,04 ± 14,34b 181,61 ± 19,41b 
Treonina 183,54 ± 15,80 176,92 ± 19,10ab 216,18 ± 23,53a 131,15 ± 19,49b 117,91 ± 11,03b 
Valina 289,78 ± 23,20 293,75 ± 34,38a 345,94 ± 39,14a 184,06 ± 13,40bc 165,30 ± 8,05c 

Tabla III-16. Concentraciones de aminoácidos en los sobrenadantes de los cultivos de la cepa MGΔahrC bajo las 4 condiciones estudiadas. 
*Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de concentración.
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MGΔargR 
ΔahrC

Con Arg y 
 0% etanol 

Sin Arg y 
 0% etanol 

Con Arg y 
 2% etanol 

Sin Arg y 
 2% etanol 

Concentración 
inicial (mg/L) 

Concentración 
media (mg/L) en la 

fase estacionaria de 
crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 

Concentración 
media (mg/L)  en la 
fase estacionaria de 

crecimiento 
Alanina 231,56 ± 13,53 178,88 ± 11,74a 169,68 ± 13,21a 215,29 ± 13,68b 121,01 ± 6,96c 
Arginina 58,50 ± 15,92 17,78 ± 2,12a 7,34 ± 0,91b 22,04 ± 0,91c 3,92 ± 0,14b 
Asparagina 274,34 ± 17,23 229,70 ± 7,85a 200,68 ± 11,94b 242,88 ± 20,28a 153,96 ± 9,52c 
Fenilalanina 293,40 ± 12,91 275,09 ± 8,51a 283,41 ± 12,25a 271,10 ± 26,34a 219,48 ± 12,46b 
Glicina 215,87 ± 21,55 184,92 ± 7,22a 222,61 ± 6,21b 178,27 ± 23,99a 208,10 ± 9,20ab 
Isoleucina 219,87 ± 8,49 178,88 ± 5,60a 178,50 ± 16,01a 181,42 ± 33,60a 128,36 ± 7,72b 
Leucina 602,77 ± 26,66 530,80 ± 16,35a 468,32 ± 10,29a 561,16 ± 12,34a 355,35 ± 22,75b 
Lisina 462,06 ± 18,94 371,98 ± 22,08a 357,47 ± 12,30a 454,02 ± 34,41b 240,36 ± 18,26c 
Metionina 151,65 ± 13,30 140,82 ± 4,16a 130,55 ± 13,90a 131,88 ± 24,67a 93,80 ± 5,45b 
Ornitina 12,31 ± 4,01 17,90 ± 2,55a 18,47 ± 0,33a 16,27 ± 4,11a 20,35 ± 1,01a 
Serina 293,70 ± 11,98 224,42 ± 7,71ab 190,76 ± 17,57ab 266,12 ± 7,09c 162,77 ± 10,85b 
Treonina 204,17 ± 12,26 190,89 ± 6,23a 125,68 ± 21,64bc 196,34 ± 8,61ab 112,09 ± 7,02c 
Valina 302,70 ± 17,25 283,06 ± 6,23a 219,89 ± 9,56b 273,01 ± 57,53ab 168,20 ± 12,22c 

Tabla III-17. Concentraciones de aminoácidos en los sobrenadantes de los cultivos de la cepa MGΔargRΔahrC bajo las 4 condiciones estudiadas. 
*Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los valores de concentración.
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Respecto al análisis de las aminas biógenas: agmatina, espermidina, feniletilamina, 

histamina y putrescina, sólo aparecieron los picos correspondientes a la espermidina, según se 

muestra en la Tabla III-18. 

Tabla III-18. Resultados del análisis de aminas biógenas para la cepa wild type y sus tres mutantes con los 4 
tratamientos ensayados: 1) Con 2,5 mg/ml Arg y sin etanol; 2) Sin Arg y sin etanol; 3) Con 2,5 mg/ml Arg y 
con 2 % etanol; 4: Sin Arg y con 2 % etanol.  

Cepa Tratamiento Agmatina
(mg/L) 

Feniletil
-amina 
(mg/L) 

Histamina 
(mg/L) 

Putrescina 
(mg/L) 

Espermidina 
(mg/L) 

MG1363 

1 - - - - - 
2 - - - - - 
3 - - - - - 
4 - - - - - 

MGΔargR 

1 - - - - - 
2 - - - - - 
3 - - - - - 
4 - - - - - 

MGΔahrC 

1 - - - - 47,40 ± 8,52 
2 - - - - - 
3 - - - - 61,28 ± 18,97 
4 - - - - - 

MGΔargR
ΔahrC 

1 - - - - 55,54 ± 1,42 
2 - - - - - 
3 - - - - 49,75 ± 12,40 
4 - - - - - 

No se detectaron para ninguna de las cepas las aminas biógenas agmatina ni putrescina 

(derivadas del metabolismo de la arginina). Tampoco se detectó la feniletilamina generada por 

descarboxilación de la fenilalanina, ni tampoco histamina, generada a partir del aminoácido 

histidina a través de la enzima histidina descarboxilasa.  

En las muestras resultantes de la incubación de la cepa MG1363 (wild type) en el medio 

CDM con histidina, tampoco se detectó la amina biógena histamina tanto en ausencia como en 

presencia de etanol. Por lo tanto la cepa MG1363 no genera histamina cuando el aminoácido 

necesario para su formación (histidina) está presente en el medio de cultivo. 
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En nuestro estudio detectamos la generación de espermidina en los cultivos en medio con 

arginina de los dos mutantes que no poseen la ruta ADI activa, por lo cual la generación de 

espermidina sería debida la utilización de la agmatina a través de la ruta AGDI (Figura III-60). A 

partir de la arginina se genera la agmatina que derivará en espermidina, previo paso por 

putrescina. En ningún caso se detectaron los compuestos intermediarios putrescina ni agmatina. 

La generación de putrescina ha sido descrita anteriormente en la bibliografía para Lactococcus 

lactis (Ladero et al., 2011, Linares et al., 2013, del Rio et al., 2015). En nuestro caso toda la 

putrescina seguiría la ruta de generación de espermidina. 

Figura III-60. Rutas de generación de putrescina y espermidina por L. lactis MG1363 a partir del aminoácido 
arginina por dos vías (vía ADI y vía AgDI) (http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?llm00330).  

 

 

ARGININA AGMATINA 

PUTRESCINA 

ESPERMIDINA 

ORNITINA 

ADI 
(arginina 

deiminasa) 

CITRULINA 

OTC (ornitina 
carbamoil-

transferasa) 

ADC (arginina 
descarboxilasa) 

N-carbamil-putrescina 

AgDI 
(agmatina 
deiminasa) 

NCH (N-
carbamilputrescina 
hidrolasa) 

ODC (ornitina 
descarboxilasa) 

AgUH 
(agmatina 

ureohidrolasa 

ES (espermidina 
sintetasa) 

172 

http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?llm00330


 Resultados y Discusión / Results & Discussion 

En la industria enológica las BL llevan a cabo la fermentación maloláctica, tal y como se ha 

indicado en el capítulo de Introducción, y especialmente la especie O. oeni tiene un papel 

relevante. Esta especie posee los genes arc codificantes de las enzimas necesarias para degradar 

la arginina a través de la ruta ADI (Araque et al., 2009), y por tanto la presencia de arginina en el 

medio puede proporcionar un mecanismo de resistencia a la presencia de etanol en el medio 

enológico para O. oeni, y trabajos de Bourdineaud (2006) así lo indicaban. Sin embargo, otros 

estudios posteriores (Terrade & Mira de Orduña, 2009) mostraban que la presencia de arginina 

no estimula el crecimiento de O. oeni en el vino en condiciones estándar para la fermentación 

maloláctica. Nuestros estudios indican que la arginina, igual que la presencia de azúcares, puede 

proporcionar energía para el crecimiento de estas bacterias y favorecer su resistencia al etanol.  

En resumen, nuestro estudio indica que L. lactis, BL modelo que posee los genes de la ruta 

ADI de degradación de la arginina, puede utilizar esta ruta cuando se encuentra en presencia de 

etanol en el medio de cultivo y hay arginina disponible; y no genera histamina ni las aminas 

biógenas agmatina, espermidina, ni putrescina. Según la revisión bilbiográfica realizada, este 

estudio es el primero sobre la respuesta del metabolismo aminoacídico de L. lactis a la presencia 

de etanol en su medio de crecimiento y demuestra que la ruta ADI de degradación de la arginina 

es utilizada como mecanismo de respuesta de esta BL al etanol.  

173 



 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 



   Conclusiones 

CONCLUSIONES
 

1. El método rápido, eficaz y preciso para la cuantificación de la población de 

BA viables en vinagres durante el proceso de acetificación por el método sumergido, 

es el de microscopía de fluorescencia empleando la tinción con los fluoróforos: yoduro 

de propidio y Syto 9. Este método resultó adecuado también para el recuento de 

bacterias lácticas tanto en condiciones de laboratorio como en bodega. 

2. Se realizó la identificación taxonómica a nivel de especie de 90 aislados de 

vinagres de vinos, sidras y alcohol etílico, en plena fermentación por el método 

sumergido, resultando Ga. europaeus la especie predominante que lideró los procesos 

de acetificación. 

3. Se realizó la identificación a nivel de especie y a nivel clonal, y se obtuvieron 

43 cepas de bacterias acéticas distintas responsables de la elaboración de vinagres 

por el método sumergido. Los clones Ga. europaeus R1 y R33d aparecieron como 

cultivos puros en vinagres de alcohol y R1 apareció en cultivo puro y en mixtos en el 

56 % de las muestras de vinagres estudiadas. Estos clones Ga. europaeus constituirían 

excelentes candidatos para la selección de cultivos iniciadores para la elaboración de 

este tipo de vinagres. 

4. El método de análisis de restricción del DNA genómico con la enzima SpeI y 

PFGE es el método adecuado para estudiar y clasificar cepas de BA. El método rápido 

ERIC-PCR es un método apropiado para el seguimiento de una cepa específica de BA 

previamente caracterizada y que se desee seguir su implantación en un proceso de 

acetificación. 

5. De las 69 cepas de BL enológicas estudiadas de 10 especies distintas, 

únicamente 4 cepas (5,8 %) dieron positivo en el análisis de la capacidad de formar 

biofilm, siendo la especie L. mesenteroides la que generaba mayor cantidad de biofilm. 
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6. Las BL formadoras de biofilm en su forma planctónica presentaron una 

cierta resistencia al etanol, creciendo y generando biofilm en un medio con 6 % de 

etanol (v/v), siendo O. oeni la más resistente al etanol y creciendo con 12 % de etanol.  

7. Las BL crecidas en forma de biofilm presentan una mayor resistencia al 

etanol que en su forma planctónica, y generan aún más biofilm al adicionar medio con 

concentraciones crecientes de etanol, dentro del rango de 2 a 10 % etanol (v/v), 

siendo O. oeni la más resistente y engrosando su biofilm tras la adición de medio con 

12 % etanol. 

8. Se consiguió un extracto activo que inhibía el crecimiento del 83,5 % de la 

colección de BL enológicas, a partir del sobrenadante libre de células de la bacteria 

productora de nisina Lactococcus lactis LM29 (estatus QPS), extracto en cuya 

composición se incluían entre otros: 60 % mosto de uva blanca y 200 µg/ml 

equivalentes de nisina. 

9. La nisina en la concentración subinhibitoria de 6 µg/ml y en combinación 

con 6 % etanol impidió la generación de biofilms de las BL formadoras cuando éstas 

se encontraban en forma planctónica, produciéndose una inhibición del crecimiento 

celular y de la formación del biofilm. Sin embargo, cuando las BL estaban en forma de 

biofilm, la nisina en concentración subinhibitoria potenció el efecto activador del 

etanol y las BL generaron más biofilm. 

10. La nisina en la concentración de 200 μg/ml, inhibidora del crecimiento de 

las BL, impidió la formación del biofilm de BL cuando éstas se encontraban en forma 

planctónica. Cuando las BL estaban formando un biofilm, 200 μg/ml de nisina impidió 

el aumento del biofilm y contrarrestó el efecto activador de la formación de más 

biofilm ejercido por bajas concentraciones de etanol. 

11. Respecto al metabolismo de los aminoácidos de L. lactis en presencia de 2 

% etanol en el medio de cultivo, cuando tiene disponible arginina, utiliza la vía de 

degradación ADI de este aminoácido como mecanismo de respuesta a la presencia del 

etanol en el medio, generando el aminoácido ornitina y el ion amonio.  
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12. L. lactis en presencia de 2 % etanol en el medio de cultivo utiliza además 

de la arginina, los aminoácidos Gly y Ser. Cuando no dispone de arginina en el medio 

de cultivo y está en presencia de 2% etanol, el aminoácido que utiliza 

preferentemente es la Gly.  

13. L. lactis no generó ninguna amina biógena (agmatina, espermidina, 

feniletilamina, histamina, ni putrescina) ni en presencia ni en ausencia de etanol en el 

medio de cultivo. 
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   Conclusions 

CONCLUSIONS
 

1. The rapid, efficient and accurate method for quantification of viable acetic 

acid bacteria (AAB) populations in vinegars during the acetification process by the 

submerged method, is fluorescence microscopy with the fluorescent stains: 

propidium iodide and Syto 9. This method was also suitable for counting lactic acid 

bacteria (LAB) under both laboratory and winery conditions. 

2. The taxonomic identification at species level was performed for 90 isolates 

from vinegars of wines, ciders and ethanol in submerged full fermentation, and 

showed Ga. europaeus as the predominant species, which led the acetification 

processes. 

3. Identification at species and clonal levels rendered 43 AAB strains 

responsible for vinegar production by the submerged method. Ga. europaeus strains 

R1 and R33d appeared as pure cultures in ethanol vinegars and R1 appeared in pure 

and mixed cultures in 56 % of the studied vinegar samples. These Ga. europaeus 

strains could become excellent starters for the elaboration of this type of vinegars.  

4. Restriction analysis with SpeI and PFGE is an appropriate method for 

studying and characterising AAB strains. The rapid ERIC-PCR method is appropriate 

for monitoring a previously characterized AAB strain and to determine its 

implantation in acetic fermentations. 

5. Only 4 strains (5.8 %) out of the 69 studied oenological LAB strains, which 

included 10 species, gave positive results in the biofilm-forming screening, and the 

species L. mesenteroides showed the highest biofilm formation. 

6. The biofilm-forming LAB strains in their planktonic form showed moderate 

ethanol resistance, they grew and formed biofilms in a broth containing 6 % ethanol 

(v/v). O. oeni showed the highest ethanol resistance and grew in a broth containing 

12 % ethanol. 
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7. LAB in biofilm form showed higher ethanol resistance than in the planktonic 

form, and they generated more biofilm when fresh medium containing ethanol in the 

concentration range 2-10 % (v/v) was added. O. oeni showed the highest resistance 

and increased its biofilm after addition of 12 % ethanol. 

8. An active extract was obtained, which inhibited the bacterial growth of 83.5 

% of the oenological LAB collection. It was obtained from the cell-free supernatant of 

the nisin producer Lactococcus lactis LM29 (QPS status) culture. The extract 

composition included 60 % white grape must and 200 µg/ml of nisin equivalent. 

9. The nisin subinhibitory concentration of 6 µg/ml added in combination with 

6 % ethanol onto planktonic cells of biofilm-forming LAB strains, prevented the 

biofilm formation and inhibited bacterial growth. Nevertheless, when LAB strains 

were forming a biofilm, the subinhibitory concentration of nisin boosted the 

activating effect of ethanol and LAB generated more biofilm. 

10. The growth inhibitory concentration of 200 μg/ml nisin added onto 

planktonic cells of biofilm-forming LAB strains, prevented biofilm formation. When 

LAB strains were forming a biofilm, 200 μg/ml nisin prevented the biofilm to increase, 

and opposed the activating effect of ethanol on the generation of biofilm. 

11. Regarding the amino acid metabolism of L. lactis in presence of 2 % ethanol 

in the culture broth, when arginine is available L. lactis utilizes the ADI pathway of 

arginine degradation as a mechanism of response to the presence of ethanol, and it 

generates ornithine and ammonium. 

12. L. lactis in the presence of 2 % ethanol in the culture broth utilizes Gly and 

Ser in addition to arginine. When arginine is not available, Gly is the preferably used 

amino acid in presence of 2 % ethanol. 

13. L. lactis did not generate any biogenic amine (agmatine, spermidine, 

phenylethylamine, histamine, or putrescine) either in presence or in absence of 

ethanol in the culture broth. 
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