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Resumen.

Actualmente estd aumentando mucho la importancia que esta adquiriendo la levadura
alterante Pichia membranaefaciens, ya que se empieza a conocer que en algunos casos es
el microorganismo responsable de la alteracion organoléptica de algunos vinos, produciendo
olores, apariencias y sabores no aceptados por el consumidor. La deteccion de dicha levadura
es de importancia debido a la tendencia actual del consumidor hacia alimentos de mayor

calidad.

En este trabajo se ponen en estudio se analizan diferentes medios de cultivo para evaluar
cudl es el mas adecuado para el crecimiento e identificacion de esta levadura, para asi
obtener una técnica de identificacion rapida y eficiente, y poner en conocimiento de los
productores quien es el microorganismo responsable y emplear medidas adecuadas para
solucionar los defectos causados por este microorganismo. Ademas, se detalla en este
estudio las pruebas de confirmacién empleadas para asegurar que las colonias crecidas en

esos medios de cultivo realmente son el microorganismo buscado.



1. Introduccion.

En el proceso de elaboracién del vino hay muchos factores que influyen sobre su calidad final,
tanto fisicos, quimicos como microbiolégicos. En el ambito microbioldgico, se ha descubierto
recientemente la influencia de la levadura Pichia membranaefaciens, debido a la aparicion de
defectos sensoriales olfativos y visuales (mal olor y enturbiamiento respectivamente) en el
producto final de algunas bodegas, debido a que es capaz de crecer tanto en el depdsito del

vino como en la superficie en la barrica. 2

P. membranaefaciens es una levadura aerobia y, normalmente, débilmente fermentativa,
cuya temperatura éptima de crecimiento es cercana a los 27 °C y su pH adecuado es acido,
concretamente de 4,5 a 6,5. Tolera hasta un 10% (méximo 13%) en volumen de etanol, pero
no tolera ninguna cantidad de diéxido de azufre libre (SO libre). -3 4

Presenta fuentes de origen muy variadas, aunque las mas importantes son la propia uva y los
equipos de las bodegas. Ademas, dicha levadura, coloniza el ambiente donde se encuentre
muy rapidamente por dos motivos: su metabolismo oxidativo, tanto en los vinos que se
encuentran en depdésitos sin llenar completamente como en las superficies contaminadas con
residuos de vino @, y por su capacidad de producir toxinas killer, capaces de matar otras
levaduras y hongos sensibles, con las cuales compite por su proliferacion, facilitando su
crecimiento. ! Esta levadura crece como colonias de color blanco, opacas, de lisas a
arrugadas y con un margen lobulado, ademas, segun el medio donde se desarrolle, puede

provocar un ligero olor acido debido a la fermentacion que realiza para su crecimiento. [©

Esta levadura provoca esos olores defectuosos debido a una produccion excesiva de
compuestos fendlicos (4-etilguayacol y 4-etilfenol, que dan olor a establo o sudor de caballo)
y debido a su capacidad de formacion de biofilms, es decir, su capacidad de organizarse
formando una red que da lugar a una pelicula blanca grisacea en el vino. Anteriormente se

atribuia estos defectos principalmente a Brettanomyces. [

Ademas, en las muestras de vino que se emplean en este estudio, la fermentacion se realiza
de forma espontanea (no inoculada), lo que involucra varias especies microbianas que acttan
de forma sucesiva (Pichia, Candida, Hansenula, Kloeckera, Saccharomyces, ...) y que

producen alcoholes y ésteres con fuerte influencia en las propiedades sensoriales. 9



Por estas razones, el andlisis microbiolégico gana adun mas importancia de la que ya tiene,
ya que si se conoce cual es el microorganismo responsable de los defectos originados y se
dispone de un método nuevo, eficiente y rapido para su deteccion, se podran tomar las
medidas correctoras pertinentes en cada caso. Otra razén que cabe destacar y otorga
importancia a este estudio es que, actualmente, los medios de cultivos y las sondas
empleadas para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), solo detectan de forma
especifica a Brettanomyces, y la uUnica forma disponible de identificar a Pichia

membranaefaciens es realizar una secuenciacion genémica a las colonias sospechosas.

2. Objetivos.

El objetivo general de este trabajo de fin de grado fue conseguir un método eficiente y rapido
para la identificacion de la levadura alterante Pichia membranaefaciens. Y los objetivos
especificos de este trabajo fueron:
- Obtener una descripcién morfolégica macroscopica y microscopicamente.
- Realizar una comparacion del crecimiento de dicha levadura entre los medios de
cultivo escogidos.
- Efectuar una confrontacion entre las diferencias de la morfologia de la cepa puray la
cepa de las muestras de vino.
- Comprobar que se trata de nuestro microorganismo de interés mediante la realizacion

de pruebas bioquimicas a las colonias y la secuenciacion genémica.

3. Desarrollo.

La investigacion se ha realizado siguiendo las normas UNE-EN ISO correspondientes,
concretamente 1SO 17025:2017 sobre requisitos generales en laboratorios de ensayo y
calibracion, UNE-EN ISO 11133:2014 sobre microbiologia de alimentos para consumo
humano, alimentacién animal y agua: preparacién, produccion, conservacion y ensayos de
rendimiento de los medios de cultivo, y UNE-EN ISO 7218:2008 sobre microbiologia de
alimentos para consumo humano y alimentacién animal: requisitos generales y guia para el
examen microbiol6gico. Ademas, también se realizd6 siguiendo los procedimientos

normalizados de trabajo (PNT) e instrucciones técnicas (IT) elaboradas por el laboratorio. %

11]



3.1. Contextualizacion.

Este estudio ha sido realizado en los laboratorios de Dolmar Innova S.L., concretamente en
el area de microbiologia la cual, desde el afio 2010, posee la acreditacién de ENAC, conforme

a la norma UNE-EN ISO pertinente. 123

La idea de este estudio surgié a partir de unas muestras de vino que llegaron para analizar al
Laboratorio Dolmar S.L., en las cuales se detecté un aumento significativo de fenoles volatiles
en un analisis rutinario, aumentando de 32 ug/L en octubre a 482 ug/L en noviembre, siendo
su umbral de 440 pg/L. La bodega productora pidié revisar los resultados y empezaron a
sospechar que las muestras no se tomaban del fondo de la barrica, sino de la zona intermedia
de la barrica. Se volvié a muestrear en el fondo de la barrica, y entonces se empez06 a ver el
crecimiento de unas levaduras diferentes a las habituales y una cantidad de 836 pg/L. Se

observo en el microscopio la formacion de unas cadenas que unian las propias levaduras.

En el analisis se observd que la apariencia macroscopica (de las colonias), la apariencia a
nivel microscopica y los defectos de olor informados, no concordaban con la informacion que
se poseia del microorganismo que se creia responsable (Brettanomyces) de los problemas
gue habia informado esta bodega. Como en todos los aspectos nombrados habia diferencias
significativas (olor producido, forma, tamafo y viscosidad de la colonia, apariencia al
microscopio, pruebas bioquimicas, ...) y se sospechaba que no se trataba de Brettanomyces.
Por ello el laboratorio mandoé realizar una secuenciacion genémica a este tipo de colonias,
resultando ser Pichia membranaefaciens la levadura responsable. Posteriormente, en otras

muestras, también se ha observado este microorganismo.

Por consiguiente, se decidi6 realizar este estudio y asi, realizar una identificacién adecuada

de dicha levadura y las empresas podran subsanar correctamente los defectos ocasionados.

3.2. Materiales y métodos.

Reconstitucion de la cepa de referencia: la cepa de referencia es un microorganismo obtenido

directamente de una coleccién de cultivos, en este caso de la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), y esta definido como minimo a nivel de género y especie, catalogado y descrito
acorde a sus caracteristicas y preferiblemente procedente de productos alimenticios para
consumo humano o animal, de un entorno de produccion de alimentos de consumo humano

o animal, o de agua segun corresponda.



La cepa recibida fue la CECT 1115, la cual se recibi6 liofilizada. Para su utilizacién, se
reconstituy6 en el caldo de cultivo estéril adecuado indicado por la CECT (CECT 138, caldo
o medio liquido levadura malta, LM). Para ello primero se prepar6 el medio de reconstitucion,
como se indica posteriormente, cuando este medio ya estaba esterilizado, se afadi6 la cepa
a un tubo de ensayo con 10 mL del medio y se incub6 en una estufa a 27 °C durante 24 horas
para obtener la cepa de trabajo, la cual se considera la dilucién 10 ufc/mL.

Después de dicha incubacién se realizé una dilucion seriada de la cepa de trabajo, desde la
dilucion inicial hasta la dilucién 108 ufc/mL en el medio liquido de levadura-malta (caldo LM),

para asi obtener diferentes concentraciones para la realizacion del ensayo. 19

Para la observacion al microscopio de las colonias obtenidas se emplearon una muestra de

5 pL de vino de la superficie (cantidad de un asa de siembra), y una muestra de 50 mL del
vino en profundidad, que se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 minutos para concentrar la
poblacion microbiana. Ademas, se realiza una tincibn de Gram para la observacion de

algunas colonias.

Capacidad formadora de biofilms: se realiza una prueba para comprobar si, una muestra de

50 mL del vino introducida en un matraz Erlenmeyer tapado e incubada a 30 °C, presenta

capacidad de desarrollo de biofilms debido a la presencia de Pichia membranaefaciens. 4

Respecto a los medios de cultivo empleados fueron:

Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC), el cual es un medio selectivo para la

enumeracion y aislamiento de mohos y, en menor medida de levaduras, en alimentos. En el
laboratorio se emplea el medio comercial (Condalab, Ref: 0833) y su composicion es: 5 g/L
de peptona, 10 g/L de glucosa, 1 g/L de fosfato monopotasico, 0,5 g/L de sulfato magnésico,
0,002 g/L de dicloran, 0,1 g/L de cloranfenicol, 0,025 g/L de rosa de bengala y 15 g/L de agar

bacterioldgico.

Agar_extracto de levadura y malta (YM) es un medio selectivo para el aislamiento y

enumeracion principalmente de levaduras y, aunque en menor medida, de mohos en
alimentos. El medio del que se dispone es comercial (Scharlab, ref: 01-219-500) cuya
composicion consta de 5 g/L de peptona, 3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de extracto de
malta, 10 g/L de glucosay 20 g/L de agar bacteriol6gico. Después de su esterilizacion, cuando
se van a elaborar las placas Petri se le afiaden 0,08 g/L de bifenilo y 0,25 g/L de cloranfenicol

para la inhibicion de bacterias.



Caldo de cultivo levadura-malta (caldo LM) se trata de un medio liquido de reconstitucion

Optimo para Pichia membranaefaciens proporcionado por CECT (Ref: CECT 138). Este medio
se elabora manualmente en el laboratorio y su composicién es de 10 g/L de glucosa, 5 g/L de
peptona, 3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de extracto de malta, y para su forma en agar

20 g/L de agar.

Agar levadura malta (LM) se trata de un medio especifico para levaduras. Este medio se

elabora manualmente en el laboratorio y su composicion (proporcionada por CECT, Ref:
1115) es de 10 g/L de glucosa, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de
extracto de malta, y para su forma en agar 20 g/L de agar.

Agar levadura malta con inhibidores (LM inh) es el medio LM, pero antes de su uso se le

afiade al medio 0,08 g/L de penicilina y 5 g/L de pimaricina, previamente disueltos en 20 mL

de etanol al 96% para que sea aséptico y no contamine el medio al afiadirlo.

El medio liguido Sniff Brett consiste en un medio liquido, creado por el laboratorio Dolmar

Innova S.L., en el que se realiza una siembra de la muestra de 20 mL para comprobar la
presencia de levaduras que son capaces de producir etil-fenoles en el vino inicial, y para
conocer la cantidad de dichas levaduras, en funcion de los dias necesarios para la aparicion

de esos olores caracteristicos. Se debe ir comprobando su olor cada 2 dias.

Agar Plate Count (PCA) es un medio estandar de crecimiento de microorganismos, también

usado para el aislamiento de colonias. En el laboratorio se dispone del medio comercial
(PanReact AppliChem, Ref: 413799) y su composicion consta de 1 g/L de glucosa, 2,5 g/L de
extracto de levadura, 5 g/L de peptona y 15 g/L de agar.

Agar dextrosa sabouraud con cloranfenicol (sabouraud o SDA) es un medio selectivo

empleado para el aislamiento de levaduras y mohos de muestras bioldgicas (alimentarias)
gue presentan una flora mixta de hongos y bacterias. Este medio es comercial (PanReact
AppliChem, Ref: 413842), y su composicion esta formada por 10 g/L de peptona, 15 g/L de
agar y 40 g/L de glucosa. Después de su esterilizacion, cuando se vayan a emplear las placas
Petri, previamente se le afiade al medio 0,05 g/L de cloranfenicol, que es un antibiético estable

al calor de amplio espectro, disuelto en 20 mL de etanol 98%.

Agar Brettanomyces (Brett) es un medio especifico utilizado para la deteccion de levaduras,

como Brettanomyces, en muestras de vino, mezclas enolégicas, agua, y alimentos. Se



elabora en el propio laboratorio y su composicién consta de 20 g/L de glucosa, 10 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L de peptona, 20 g/L de agar, 0,1 g/L de acido p-cumarico, 0,1 g/L
de acido trans-feralico 0,1 g/L de cloranfenicol, y después de su esterilizaciéon, cuando se
vayan a utilizar las placas Petri, previamente se le afiade al medio, mediante filtracion, 0,065

g/L de cicloheximida disuelta en 20 mL de etanol 98%.

Agar extracto de levadura peptona dextrosa (YPD) es un medio sélido, complejo y selectivo

para el crecimiento de levaduras. Se elabora en el laboratorio con la siguiente composicion:

20 g/L de glucosa, 20 g/L de peptona, 10 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de agar.

Agar extracto de malta extracto de levadura glucosa peptona con cobre (MGYP) es un medio

selectivo recomendado para el aislamiento de levaduras silvestres, idoneo para detectar
Pichia, entre otros microorganismos. Se realiza en el laboratorio siendo su composicién 20
g/L de agar, 10 g/L de glucosa, 5 g/L de peptona, 3 g/L extracto de levadura, 3 g/L extracto
de maltay 0,4 g/L de sulfato de cobre II.

Agar lisina (AL) es un medio selectivo y diferencial para la enumeracion y aislamiento de

levaduras que presentan la caracteristica de ser lisina descarboxilasa positivas, discrimina
entre Saccharomyces y especies no pertenecientes a este género, como Pichia. Se emple6
un medio comercial (Scharlab, Ref: 064-BA1191) cuya composicion consta de 44,5 g/L de
glucosa, 17,8 g/L de agar, 1 g/L de lisina, 1,78 g/L de dihidrogeno fosfato potasico, 0,89 g/L
de sulfato de magnesio, 0,178 g/L de cloruro calcico, 0,089 g/L de cloruro de sodio, 0,02 g/L
de inositol, 0,00815 g/L de suplementos, 8,9 ug/L de HsBOs3, 2 pug/L de biotina, 1 pg/L de acido
félico, 10 mL/L de lactato potésico al 50% y 1 mL/L de &cido lactico al 10%.

Las técnicas de siembra empleadas fueron:

Siembra de agotamiento por estrias: es un procedimiento de siembra que evalla la capacidad

del medio para permitir el crecimiento y aislamiento de los microorganismos deseados,

mediante un agotamiento progresivo y continuo del in6culo (Figura 1). (% 19



Figura 1: Siembra de agotamiento por estrias.

Siembra _en superficie: es una técnica que consiste en sembrar la muestra, 1 mL si es en

placa Petri grande y 0,1 mL si es placa Petri pequefia. Se siembra sobre el agar
correspondiente, siguiendo las condiciones de esterilidad, y se extiende con un asa estéril por

todo el agar para que quede repartido de forma homogénea. (11 15

Siembra en profundidad: es un método de siembra que consiste en depositar con una pipeta

1 mL de la muestra en la placa Petri estéril, y después, se afiaden encima 15 mL del agar
atemperado que se vaya a utilizar, mezclando ambos componentes homogéneamente antes

de que gelifique. 1

En relacion a las pruebas bioquimicas que se le realizé a esta levadura fueron:

Prueba de la catalasa: consiste en identificar si el microorganismo posee la enzima catalasa,

la cual reacciona con el peroxido de hidrogeno (o0 agua oxigenada, H.O>) formando agua y
oxigeno (Scharlab, Ref: 064-CL0234). [¢]

Prueba de la Oxidasa o Citocromo C oxidasa: se basa en la identificacién de enzimas

oxidasas, concretamente en la presencia de la citocromo C oxidasa, la cual activa la oxidacion
del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peroxido de
hidrégeno (Scharlab, Ref: 06-120-050). 16

Prueba de descarboxilacién de la lisina: se realiza con dos métodos, la prueba rapida

comercial API 20C Aux (Biomerieux, Ref: 20 210) (Figura 2), y con el agar de lisina
anteriormente mencionado, y si son capaces de crecer en este medio, significa que ese



microorganismo tiene la capacidad de metabolizar la lisina como Unica fuente de nitrégeno.
[17]

Prueba de la sulfito reductasa (H.S): esta enzima cataliza la reaccion de reduccion del sulfito

(SOs?) a sulfuro (S?) mediante la transferencia de 6 electrones suministrados por la
ferredoxina. Se realizar4 mediante la prueba rapida comercial API 20C Aux (Biomerieux, Ref:
20 210). 1829

Prueba de la urea o ureasa: consiste en determinar la presencia de la ureasa, la cual es una

enzima que descompone la urea originando amonio. Se llevard a cabo mediante la prueba
rapida comercial Galeria API 20C Aux (Biomerieux, Ref: 20 210). 29

Prueba del indol: se basa en la deteccion del indol, el cual se libera por la degradacién del

triptéfano mediante la triptofanasa, ese indol se detecta con la adicion del reactivo de Kovacs.

Se realizard mediante la prueba rapida comercial API 20C Aux (Biomerieux, Ref: 20 210). 24

Prueba de acido glucosa o B-glucosidasa: consiste en identificar la presencia de la -

glucosidasa mediante su actuacién sobre la glucosa por una fermentacién produciendo acido
piravico Se realizar4 mediante la prueba rapida comercial APl 20C Aux (Biomerieux, Ref: 20
210). 24
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Figura 2: Prueba API 20C Aux (Biomerieux, Ref: 20 210). Donde se realizaron las pruebas de
lisina descarboxilasa, sulfito reductasa; ureasa, indol y B-glucosidasa.
LDC: lisina descarboxilasa; H;S: sulfito reductasa; Ure: ureasa; Ind: prueba del indol; Glu: -

glucosidasa.

Se empleo la secuenciacién gendmica de las colonias crecidas en los medios, sospechosas

de ser Pichia membranaefaciens. Esta secuenciacion masiva se realizé por una entidad
externa, que es el Centro de Investigacion Biomédica de la Rioja (CIBIR), y consiste en
determinar la secuencia de bases de los nucleétidos (adenina, timina, guanina y citosina) de
un fragmento de ADN de una muestra a partir del ARNr (ARN ribosémico) y compararlo con

la base de datos para saber a qué microorganismo pertenece. 21!



3.3.  Resultados y discusion.

A continuacion, se detallaran y compararan los resultados de las diluciones empleadas de la
cepa pura de Pichia, y los resultados de la cepa de Pichia presente en las muestras de vino.
Las muestras del vino fueron tomadas de la superficie del vino, de la profundidad de la botella
homogeneizada y una muestra del vino homogeneizado concentrado mediante una

centrifugacion (Figura 3).

Medios de cultivo
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Figura 3: Esquemadel proceso donde se detallan las muestras analizadas, los medios de cultivo
empleados. En los medios donde el crecimiento fue 6ptimo se seleccionaron para las pruebas
bioquimicas.

DRBC: agar dicloran rosa bengala cloranfenicol; YM: agar extracto de levadura y malta; LM:
agar levadura-malta; LM inh:agar levadura-malta con inhibidores; PCA: agar plate count; SDA:
agar sabouraud; Brett: Brettanomyces; YPD: agar extracto de levadura peptona dextrosa,

MGYP: agar extracto de malta extracto de levadura glucosa peptona con cobre; AL: agar lisina.

En relacion a la observacion macroscopica de las colonias, se obtuvieron diversos resultados.

Por una parte, en las siembras de todas las diluciones de la cepa pura se obtuvieron dos tipos
de colonias: un tipo fue de colonias amarillas, opacas, lisas, brillantes, con elevacion circular
y de borde regular, correspondiente a bacterias. El segundo tipo correspondié a colonias
blancas, opacas, rugosas, normalmente centralizadas, con elevacién volcanica, gelatinosas
y de borde regular (Figura 4). Dicho segundo crecimiento aparentemente corresponde a
Pichia. En el caso de las siembras de vino, tanto de superficie, como de profundidad y
concentrado, se obtuvieron resultados muy variados, ya que hubo casos de crecimiento de
mohos y de bacterias. Se obtuvieron dos tipos de colonias blancas, un tipo era con la misma

morfologia que las descritas en el caso de las diluciones de cepa pura. El segundo tipo fueron



colonias blancas, translicidas, lisas, centralizadas, con elevacién circular, gelatinosas y de
borde normalmente regular (Figura 5). Este segundo tipo de colonia blanca, visualmente se

correspondié con otra cepa de Pichia.

Figura 5: Segunda cepa de Pichia: colonias lisas.

Respecto a la observacién al microscopio de la muestra de superficie del vino se pudo
observar que, como es légico, habia una cantidad enorme de bacterias, pero también se
podia observar algunas levaduras con aspecto tipico de Pichia membranaefaciens. En el caso
de la muestra concentrada y de profundidad del vino, se observé una gran poblacion de
levaduras, las cuales también concordaban aparentemente con Pichia. Se comprobaron al
microscopio las colonias de cada medio sospechosas de corresponder a dicho
microorganismo, las cuales se dividieron en dos tipos: el primer tipo corresponde a colonias
blancas, opacas, rugosas, gelatinosas con elevacion volcanica y de borde regular. En este
primer tipo se observo que las levaduras presentaban una forma apiforme, con un nacleo
grande y nitido, con yemas, segmentadas, en muchas ocasiones agrupadas y de tamafio
variable entre la cepa pura y la del vino (Figura 6). El segundo tipo fue de colonias blancas,
translicidas, lisas, gelatinosas, con elevacion circular y de borde normalmente regular. En

10



este segundo tipo de colonia, se observaron caracteristicas celulares similares a excepcién
de su forma, la cual era torcida y mas delgada, y su nucleo, el cual no se observé nitidamente
(Figura 7).

Figura 7: Segunda cepa de Pichia: colonia lisa.

Respecto a la prueba de capacidad formadora de biofilms en el vino, se realizé con la muestra
de profundidad. Se obtuvo un resultado positivo, ya que se pudo observar la aparicion de una
pelicula blanquecina, de anchura irregular y rugosa que abarcé toda la superficie del vino.
Debido a esta aparicion se concluyé que dicha levadura presenta capacidad de formar

biofilms.

11



En el medio de DRBC se realizaron siembras en superficie de las diluciones 10y 10 ufc/mL
de la cepa pura. Se realizé la eleccion de estas diluciones porque correspondian a un
crecimiento adecuado y diferenciado para poder apreciar bien sus caracteristicas visuales. El
crecimiento se considerd 6ptimo, ya que si se obtuvo una formacién de colonias cuya cantidad
varié de 90 a 4.850 ufc/mL. En cambio, en el caso de las siembras de vino, mediante una
siembra en superficie del vino de superficie y de profundidad, y una siembra por estria de las
muestras concentradas, no se obtuvo ningun crecimiento significativo. Por lo tanto, este
medio queda descartado debido a que no permite el crecimiento de las colonias de Pichia a

partir de muestras de vino.

Respecto al medio YM se realizaron las mismas siembras, con las mismas muestras que en
el medio anterior, y se obtuvieron buenos crecimientos en todas las siembras. Las colonias
obtenidas en este medio fueron blancas, opacas, rugosas, centralizadas, regulares y
elevadas con forma volcénica, caracteristicas de Pichia. A pesar de los buenos crecimientos,
este medio fue descartado debido a que solo fue capaz de crecer un tipo de dicha levadura
de las dos que fueron observadas en el microscopio, y solo si se presenta en concentraciones

mas altas.

En el agar LM, respecto a las diluciones de la cepa 10?, 103, 10* y 10° ufc/mL hubo un
crecimiento 6ptimo, el cual varié desde 90 ufc/mL hasta una cantidad incuantificable debido
a que presentd un crecimiento excesivo con colonias muy pequefias y juntas. En algunas
placas se produjo una invasién completa por mohos y hubo un crecimiento excesivo de
bacterias. En relacion a las siembras del vino, el resultado fue incuantificable debido a un
crecimiento excesivo de colonias que no se diferenciaban unas de otras y con crecimientos
muy diversos que impedian su visualizacion. Por ello se concluyé que este medio no era
adecuado debido al crecimiento de una Unica cepay la elevada posibilidad de la invasion por

mohos y bacterias.

Respecto al medio LM inh, de la cepa pura se sembraron las diluciones 10%, 103, 10“y 10
ufc/mL, con las cuales se obtuvo, principalmente, un crecimiento de una masa amarilla
uniforme en toda la superficie del medio, el cual correspondia a bacterias. En estas diluciones
se produjo una pequefia excepcion, ya que en la dilucién 10 ufc/mL se produjo un pequefio
crecimiento de nuestra levadura de interés. En relacién a la siembra de las muestras, de
superficie, profundidad y concentrada, del vino, se obtuvieron dos tipos de crecimientos, el
primer crecimiento fue correspondiente a la misma masa amarilla mencionada anteriormente.
El segundo crecimiento fue débil, de colonias blancas, pequefias y lisas, las cuales se

correspondieron con Pichia. En este caso se decidid descartar este medio debido a la
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tendencia a ser colonizado por bacterias y capacidad reducida de crecimiento para nuestra

levadura de interés.

En el medio liquido Sniff Brett, concretamente en el caso de la muestra de vino de
profundidad, obtuvimos un resultado positivo en 8 dias, indicado por el olor originado por la
produccion de fenoles y la turbidez que presentaba. En el caso de las diluciones, de las cuales
se sembraron todas desde la 10 ufc/mL hasta la 10® ufc/mL, y en primer lugar se obtuvo la
aparicion de turbidez en todas las muestras y posteriormente, se origind ese olor defectuoso
propio de un aumento excesivo de fenoles al cabo de mes y medio, obteniendo un resultado
positivo. Este medio fue Util para saber si esta levadura era la responsable de los mismos
defectos que se ocasionaron en el vino, pero quedo descartado debido a que no es de utilidad

para inspeccionar la morfologia de su colonia ni su apariencia al microscopio.

En el agar PCA se realizaron siembras en superficie de las diluciones de cepa pura 10, 107
y 108 ufc/mL, con las cuales se obtuvo un buen crecimiento el cual varié de 4 a 87 ufc/mL.
Se realiz6 la siembra de una muestra del medio Sniff Brett con vino, que previamente resultd
positiva en Pichia, con la cual se obtuvo un crecimiento aceptable de colonias de nuestra
levadura de interés, pero no bien diferenciadas. Respecto a la siembra en superficie de
muestras de vino, de superficie y de profundidad, se obtuvo un buen resultado ya que
aparecieron colonias blancas aisladas y regulares (junto con otros crecimientos), aunque
algunas eran poco visibles. Para la muestra de vino concentrada que fue sembrada por estria,
se obtuvo el mismo crecimiento, pero en mayor cantidad. En el caso de este medio también
se realiz6 la siembra por estria de colonias procedentes de los medios LM, YPD y Brett
(sembrados previamente con una muestra de vino de profundidad), a partir de las cuales se
obtuvo un buen aislamiento, crecimiento y diferenciacién de las colonias blancas, pequefias,
regulares y lisas. Posteriormente, se realiz6 una siembra de una colonia blanca-amarillenta
crecida en una placa de MGYP sembrada con vino, de la cual obtuvimos colonias tipicas y
vistas anteriormente correspondientes a Pichia. Para este agar, se llegé a la conclusion de
gue fuera descartado, debido a que, para el vino, s6lo era adecuado para realizar el
aislamiento de colonias ya confirmadas procedentes de otras placas. Ademas, para una

siembra en superficie en este medio, solo se produjo crecimiento de la cepa pura.

En el medio SDA se realizé una siembra en profundidad y otra en superficie de las diluciones
10“y 10° ufc/mL de la cepa pura, obteniendo en la placa en profundidad de 10 ufc/mL una
invasion por mohos. En cambio, en la siembra en superficie de 10-¢ ufc/mL, se obtuvo un buen
crecimiento con colonias bien diferenciadas, blancas, de un tamafio aceptable, rugosas y

regulares. En las placas de 10 ufc/mL, se produjo un resultado incuantificable, ya que hubo
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muchisimo crecimiento (> 500 ufc/mL), sin diferencia entre las colonias y muy pequefias.
Respecto a la siembra en este medio con las muestras de vino, tanto de superficie, como en
profundidad y como concentrado, se obtuvo un crecimiento elevado, con muchas colonias
blancas, pequefias y regulares con elevacion. Ademas de la aparicion de mohos invasores
en la mayoria de placas, en algunas de estas muestras de vino se obtuvieron colonias
ligeramente distintas las cuales eran lisas, blancas, brillantes, regulares y con elevacion. Este
agar fue descartado debido a la elevada contaminacion de mohos por toda la placa.

Respecto al agar Brett, en la siembra en profundidad de las diluciones de cepa pura 10° y
10 ufc/mL, resulté no ser cuantificable, debido a la presencia de muchas colonias juntas y a
la invasién por mohos, respectivamente. En el caso de la siembra en superficie de estas
mismas diluciones, en el caso de 10° ufc/mL se obtuvo un resultado incuantificable por el
exceso de colonias, en el caso de 10°® ufc/mL se obtuvieron colonias similares a las
anteriores, es decir, blancas, opacas, muy bien diferenciadas, bastante grandes, con una
elevacién volcanica muy pronunciada, rugosas, centralizadas y de borde regular. En una de
las siembras en superficie de las muestras de vino de profundidad, en una se produjo la
invasion de la placa por mohos. En el resto de las muestras con esta misma siembra en
superficie, con vino de profundidad, se produjo la aparicion de pequefios mohos vy el
crecimiento adecuado cuyas colonias eran blancas opacas, algunas rugosas y otras lisas,
con elevacion, centralizadas y de borde regular. En el caso de la siembra por estria de la
muestra de superficie y la concentrada del vino, se obtuvo el mismo tipo de colonias que se
acaba de describir. Este medio fue descartado debido a la facilidad de crecimiento de los

mohos para invadir la placa, y cuando habia crecimiento era de colonias pequefias.

En el caso del medio YPD, respecto a las muestras de la cepa pura, se realiz6 la siembra de
las diluciones 10° y 10 ufc/mL, se obtuvieron un crecimiento incuantificable y un crecimiento
adecuado respectivamente. En ambas placas las colonias eran blancas, rugosas, regulares,
con elevacion, volcanicas y, a diferencia del resto de casos, presentaban mayor extension.
En la siembra en superficie de las muestras de vino, de superficie y profundidad, y la siembra
en estrias de la muestra concentrada, hubo algunos casos de invasién de la placa por mohos,
pero en el resto se produjo un crecimiento notable de pequefias colonias de ambos tipos de
Pichia, y el crecimiento de colonias amarillas lisas de bacterias. Un tipo fueron colonias
blancas, rugosas, opacas, extensas, con una ligera elevacion volcanica y de bordes
regulares. El otro tipo fue de colonias blancas, translicidas, lisas, centralizadas, con elevacion
circular y de borde regular. Para este medio se concluy6 que era una opcién bastante viable,

ya que presentd un crecimiento adecuado de las dos colonias, pero entre otras causas, se
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descarté como mejor medio por la posible invasion de mohos y bacterias, ademas de la ligera

diferencia visual mencionada de la extension de las colonias.

En relacion al medio MGYP, en las siembras en superficie de las diluciones 107, 103, 104,
10° y 10° ufc/mL de la cepa pura, se obtuvo un crecimiento muy bueno de colonias
correspondientes a Pichia. Ademas de colonias amarillas de bacterias, las colonias de la
levadura de interés fueron blancas, opacas, rugosas, con cierta elevacion volcénica,
agrupadas y de borde regular. Con la siembra en superficie de una muestra del Sniff positivo
sembrado con vino, se obtuvo un crecimiento muy débil de las mismas colonias que en el
caso anterior. Respecto a las siembras en superficie con muestras de vino de superficie y
profundidad, y siembra por estrias de la muestra concentrada, se origind un crecimiento muy
variado de colonias, entre las que se encuentran dos tipos de las colonias de interés, el primer
tipo fue de colonias blancas, rugosas, opacas, centralizadas, con cierta elevacion volcanica y
regulares. El segundo tipo de estas colonias fueron blancas, translucidas, lisas, superficie con
elevacién redonda y de bordes regulares (alguna excepcién de irregulares). Ademas, crecio
algunas colonias de color amarillo y marrén, lisas con poca elevacién y regulares,
correspondientes a bacterias. La conclusion tomada respecto a este medio fue que se

consider6 un medio 6ptimo para la identificacion de dicha levadura a partir de vino.

En el medio AL, se realizé una siembra superficial de las diluciones 101y 10 ufc/mL de la
cepa pura, con las que se obtuvo un crecimiento abundante de colonias blancas, opacas,
rugosas, regulares y con elevacion volcanica. Se hizo una siembra por estria de una colonia
confirmada como Pichia membranaefaciens procedente de una siembra en el medio YM de
la dilucién de cepa pura 10 ufc/mL, obteniendo un crecimiento del mismo tipo de colonias,
pero mas pequefias. Se realiz6 otra siembra por estria de una colonia confirmada procedente
de una placa de PCA (la cual, como era una siembra de aislamiento, fue sembrada con una
colonia del medio de Brett sembrado con vino), donde se obtuvo el mismo crecimiento que
en la siembra de estria anterior. En el caso de la siembra por estria de una colonia confirmada
procedente de MGYP sembrada con vino, se obtuvo un ligero crecimiento en las primeras
estrias de la placa. Respecto a las siembras con las tres muestras de vino sembradas en
superficie (excepto la concentrada sembrada por estrias), se obtuvo un crecimiento, no tan
fuerte como en el caso de las diluciones, en el que se desarrollaron los dos tipos de colonias
blancas, las de un tipo eran rugosas, opacas, centralizadas, con ligera elevacion volcénica y
regulares. El otro tipo eran lisas, translicidas, centralizadas, de ligera elevacion circular y
regulares. En este medio, nuestro microorganismo de interés, fue capaz de desarrollarse,
pero se descart6é debido a que fue utilizado como confirmacion de la prueba bioquimica LDC,

y no como otro medio de cultivo mas de estudio.
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Para las pruebas bioquimicas realizadas mencionadas anteriormente, se eligieron las
colonias confirmadas de los medios YM, LM, PCA, SDA, Brett, YDP y MGYP (Figura 8). Esta
seleccion es debida a que fue donde el crecimiento y apariencia de P. membranaefaciens
eran adecuados para su confirmacion bioquimica. Se detallardn y compararan los resultados
de las diluciones de la cepa pura y de la cepa presente en las muestras de vino, tomadas de
la superficie del vino y de la profundidad de la botella, esta ultima concentrada mediante una
centrifugacion (Tabla 1).

Medios de cultivo Pruebas bioquimicas

Prueba de |la Catalasa

CA

Pruebas de la Oxidasa

(
(

YPD

MGYP Pruebas Lisina con AL

Brett

Pruebas APl 20C aux (LDC,
H;S. Urea, Indol y Glucosa)

linas

LM

SDA

Figura 8: Esquema del proceso de pruebas bioquimicas.

YM: agar extracto de levadura y malta; LM: agar levadura-malta; PCA: agar plate count; SDA:
agar sabouraud; Brett: Brettanomyces; YPD: agar extracto de levadura peptona dextrosa,
MGYP: agar extracto de malta extracto de levadura glucosa peptona con cobre; AL: agar lisina;
LDC: lisina descarboxilasa.

En relacion a la prueba bioquimica de la catalasa, se realiz6 a varias colonias. Para una
colonia confirmada de Pichia, procedente de una placa de PCA sembrada con el Sniff positivo
de una muestra de vino, se produjo la aparicion de burbujas de muy poca intensidad. Se
realizé la prueba a una colonia confirmada del agar PCA, sembrada para su aislamiento con
una colonia confirmada del agar Brett (sembrado con vino). En este caso se obtuvo una
aparicion intensa de burbujas sobre la colonia. Se realiz6 esta prueba en diferentes colonias
a modo de comparacién entre cepa pura y cepa del vino, segun el medio de crecimiento: se
realiz6 la prueba a una colonia de la cepa pura y otra del vino, ambas confirmadas y
provenientes del agar YM, originando la aparicion de burbujas en una intensidad moderada,
pero en ambas colonias por igual. Después se hizo la prueba a una colonia de la cepa pura 'y

del vino, confirmadas y procedentes del agar Brett. Con esta seleccion de colonias se obtuvo
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mayor cantidad de burbujas que en el caso anteriormente mencionado de las colonias de YM,

aungue sin diferencias de cantidad entre la cepa pura y la del vino.

Tabla 1: Resultados de medios en éptimos / no 6ptimos, y pruebas bioquimicas de catalasa,

oxidasay LDC con agar AL.

Optimo / No Prueba Catalasa | Prueba Oxidasa | Prueba Lisina AL
6ptimo
Medio
C.Pura | C.Vino | C.Pura | C.Vino | C.Pura | C.Vino | C.Pura | C. Vino
DRBC v X —_ — — — — —
YM v X _~ ~ X X v v
LM v _~ v ~ X X v v
LM inh X X — — — — — —
Sniff v v — — — — — —
PCA v _ — ~ X X — v
SDA v _ — — X X v v
Brett _ _ v v X X v v
YPD v v v v X X v v
MGYP vv vv v vv v v v vv
AL v v —_ — — — — —_

Significados de los simbolos: (v'v) Muy positivo, (v) Positivo, (~) Regular, (X) Negativo, (—) No
realizado.
C. Pura: cepa pura; C. Vino: cepa del vino. DRBC: agar dicloran rosa bengala cloranfenicol; YM: agar

extracto de levadura y malta; LM: agar levadura-malta; LM inh: agar levadura-malta con inhibidores;
Sniff: Sniff Brett; PCA: agar plate count; SDA: agar sabouraud; Brett: Brettanomyces; YPD: agar
extracto de levadura peptona dextrosa; MGYP: agar extracto de malta extracto de levadura glucosa

peptona con cobre; AL: agar lisina; LDC: lisina descarboxilasa.
En el caso de una colonia de la cepa pura y otra del vino, procedentes del medio YPD, se

obtuvo mayor cantidad e intensidad considerable de burbujas en el caso de la colonia de cepa

pura que, en el caso de la colonia del vino, donde la cantidad fue algo menor con una
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intensidad media-baja, pero aun asi se produjo mas gases que en los medios anteriores.
Respecto a las colonias de cepa pura y cepa del vino procedentes del medio LM, obtenemos
los mismos resultados que en el caso anterior, pero con una intensidad ligeramente menor.
Por altimo, se realizé esta comparacién entre una colonia de la cepa pura y una colonia del
vino, sembradas en placas de MGYP, obteniendo para ambas colonias una intensidad muy
elevada de produccion de burbujas, siendo esta el resultado mas elevado. Segun los
resultados que se obtuvieron para las diferentes colonias, se consideré que esta levadura

presenta la enzima catalasa.

Respecto la prueba de la oxidasa, se realiz6 sobre las mismas colonias que la prueba de la
catalasa, es decir, sobre el Sniff positivo con vino, una colonia del medio PCA (sembrada con
una colonia de Brett) y colonias, de la cepa pura y del vino, de los medios YM, Brett, YPD,
LM y MGYP. Los resultados para dicha prueba fueron negativos en todos los casos, a
excepcion del medio MGYP, en el cual tanto para la colonia pura como la colonia del vino se
produjo un viraje instantaneo al color morado. Con dichos resultados, se concluye que nuestro
microorganismo de interés, normalmente, no posee la enzima citocromo C oxidasa debido a
su metabolismo principalmente fermentativo, a excepcién del positivo, el cual se produjo a
causa de gque también puede presentar capacidad oxidativa, pero es una oxidacion aerdbica

incompleta.

Para la prueba bioquimica de la descarboxilacion de la lisina o LDC primero se decidié
realizarla con la galeria APl 20C Aux, escogiendo colonias confirmadas de la cepa pura,
proveniente de SDA y otra de MGYP, para las que se obtuvo un resultado positivo para la
colonia procedente del medio SDA (dilucién 10° ufc/mL), pero negativo para la colonia de
MGYP (dilucién 10 ufc/mL). En el caso de las colonias del vino, tanto de superficie como de
profundidad, procedieron de los medios SDA, LM, Brett y MGYP, obteniendo resultados
dispares, ya que para las colonias procedentes del medio SDA y MGYP se obtuvo un
resultado positivo, mientras que para las procedentes de LM y Brett fue negativo. Debido a
estos resultados tan diversos se decidid volver a realizar esta prueba, pero esta vez no con
una prueba API 20C Aux, si no con el medio AL. Se sembr6 por estria una colonia de cepa
pura procedente del medio YM y se realiz6 una siembra en superficie de 0,1 mL de las
diluciones de cepa pura 10! y 10° ufc/mL. Respecto a las muestras de vino, tanto de
superficie como de profundidad, se realiz6 una siembra por estria de una colonia del medio
PCA, MGYP vy, directa de las muestras de vino concentradas por centrifugacion. Se realizo la
siembra de arrastre en superficie de 1 mL de muestra de vino. En este caso los resultados
fueron mas concordantes ya que en todas las siembras, tanto de la cepa pura como del vino,

hubo crecimiento correspondiente a Pichia membranaefaciens. La Unica variacion fue la

18



cantidad y tamafio de las colonias, siendo mas grandes en las siembras del vino, pero mas
numerosas en las siembras de la cepa pura. Con los resultados de esta prueba que se
obtuvieron del agar, se comprobd que dicha levadura presenta la enzima lisina

descarboxilasa, capaz de metabolizar la lisina como Unica fuente de nitrégeno.

Para realizar las cuatro siguientes pruebas bioquimicas (H.S, urea, indol y glucosa) se empled
la prueba rapida APl 20C Aux y las siguientes colonias: de la cepa pura se realizaron de
colonias de las diluciones 10° y 10 ufc/mL procedentes de los medios SDA y MGYP
respectivamente y, en el caso de las colonias, de superficie y de profundidad, del vino se
recogieron de los medios SDA, LM, Bretty MGYP (Tabla 2).
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Figura 9: Ejemplo de resultados de la prueba API 20C Aux.

Respecto a la prueba de la sulfito reductasa o H;S, los resultados obtenidos fueron similares
para todas las colonias sobre las que se realizé la prueba, obteniendo en todos los casos un
resultado negativo. Con este resultado se comprobé que, la levadura de estudio, no presenta

actividad de la enzima sulfito reductasa.

En la prueba de la urea no hubo diferencias entre las colonias, ya que todas, tanto de la cepa
pura como de la cepa procedente del vino, dieron como resultado negativo. Asi se confirmé

la ausencia de la enzima ureasa en dicha levadura.

En el caso de la prueba del indol, los resultados fueron mas dispares que en los dos casos
anteriores ya que, las colonias de vino procedentes de los medios LM y Brett, y la colonia de
cepa pura procedente de la dilucion 10 ufc/mL, dieron negativo a diferencia del resto de
muestras con las que se obtuvo un resultado positivo. Tras una exhaustiva revision y

comprobacion de resultados, se concluyé que esta levadura si era capaz de metabolizar el
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indol y los resultados negativos obtenidos, fueron causa de la pérdida de actividad y

capacidad de desarrollo, debido a los pases de aislamiento de las colonias empleadas.

Tabla 2: Resultados de medios y pruebas bioquimicas realizadas con API 20C Aux.

Pruebas biogquimicas API 20C aux
Medio LDC H2S Urea Indol Glucosa
C. C. C. C. C. C. C. C. C. C.
Pura | Vino | Pura | Vino | Pura | Vino | Pura | Vino | Pura | Vino
DRBC — — — — — — — — — —
YM — — — — — — — — — —
LM = X — X = X = X = v
LMinh| — — — — — — — — — —
Sniff — — — — — — — — — —
PCA — — — — — — — — — —
SDA X v X X X X v v v
Brett — X — X — X — v —
YPD — — — — — — — — — —
MGYP X v X X X X X v v v
AL v v — — — — — — — —

Significados de los simbolos: (v¥) Positivo, (X) Negativo, (—) No realizado.

C. Pura: cepa pura; C. Vino: cepa del vino; DRBC: agar dicloran rosa bengala cloranfenicol; YM: agar
extracto de levadura y malta; LM: agar levadura-malta; LM inh: agar levadura-malta con inhibidores;
Sniff: Sniff Brett PCA: agar plate count; SDA: agar sabouraud; Brett: Brettanomyces; YPD: agar extracto
de levadura peptona dextrosa; MGYP: agar extracto de malta extracto de levadura glucosa peptona

con cobre; AL: agar lisina. LDC lisina descarboxilasa.

Enrelacion a la prueba de la glucosa (o &cido-glucosa o B-glucosidasa), en todas las muestras

de las colonias, tanto del vino como procedentes de la cepa pura, se obtuvo un resultado
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comun, el cual fue positivo. Con estos resultados se confirmé que la levadura P.

membranaefaciens presenta la enzima B-glucosidasa.

Por ultimo, respecto a la prueba de la secuenciacién gendmica, se envié al CIBIR una colonia

caracteristica. Esta colonia era procedente del medio mas 6ptimo, confirmada al microscopio
y mediante pruebas bioquimicas, correspondiente a Pichia membranaefaciens. Se realiz
esta prueba para obtener una confirmacion, con mayor grado de confianza, respecto a la
identificacion de las colonias y la idoneidad de los medios de cultivo. Se obtuvo un resultado
positivo, confirmando la presencia de Pichia en el agar MGYP, el cual era el mas éptimo, y

consiguiente obteniendo su confirmacion en el vino.

3.4, Conclusiones.

Respecto a la observacidon macroscopica de las colonias, se concluyé la presencia positiva
de dos cepas distintas de Pichia membranaefaciens en el vino. El primer tipo fue de colonias
blancas, rugosas, opacas, centralizadas, con cierta elevacién volcanica y regulares. El
segundo tipo de estas colonias fueron blancas, translicidas, lisas, superficie con elevacion
redonda y de bordes regulares (alguna excepcién de irregulares). En el caso de la
observacién microscopica de las colonias obtenidas mediante la siembra con vino, se obtuvo
un resultado positivo, ya que se observaron las dos cepas de dicha levadura. Concluyendo
asi la presencia positiva del microorganismo causante de los defectos de malos olores,

aparicion de turbidez y sabores no aceptados.

Finalmente, se concluye que el medio mas optimo de los estudiados para la identificacion de
Pichia membranaefaciens, es el agar MGYP. Las razones principales de la eleccion de este
medio fueron varias. La obtencién de muy buenos resultados, tanto de la cepa pura como del
vino, observandose colonias caracteristicas bien diferenciadas, en cantidad y tamafio
aceptables, en las cuales se podian observar correctamente las caracteristicas propias de las
colonias de esta levadura. Ademas, en este medio se produjo el crecimiento de ambos tipos
de cepas de Pichia en las muestras de vino, y de forma considerablemente rgpida sin una
invasion muy intensa de la placa por mohos ni por bacterias. De esta forma se podia realizar
una buena observacion de las colonias de interés, las cuales no tuvieron necesidades muy
elevadas de realizar una competicién por los nutrientes con otros microorganismos presentes

en el vino.
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