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¢Qué tipo de sanitizacién debiese
aplicarse para remover los biofilms de
Brettanomyces bruxellensis?

>>> Se confirmé la capacidad de cinco cepas de
Brettanomyces bruxellensis para formar biofilms en acero
inoxidable, y la sanitizacién de estos biofilms fue testeada
usando una solucidn de acido lactico y un método de
referencia (una solucion de soda caustica espumosa y
perdxido al 5 %). Se observaron diferentes respuestas
dependiendodelacepa:lasolucidndeacidolacticoindujo
una ligerareduccién en la poblacién celular, mientras que
el método de referencia resulté en la eliminacion de las
células adheridas para tres cepas, pero generd estados
VPNC para otras dos. Los efectos de la sanitizacion
en el biofilm formado es dependiente de la cepa. <<<

La sanitizacién de la bodega representa la base de las
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Z}’ en particular, la contaminacién por Breftanomyces ~ Figural. Observaciones por MEB (x 500) de un biofilm de un mes de Brettanomyces bruxellensis desarrok

ruxellensis. En efecto. esta levadura contaminante es  adoenunchip de acero inoxidable en medio YPD. La superficie estti cubierta de microcolonias que conienen
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capaz de sobrevivir bajo condiciones de estrés; por
ejemplo, en presencia de sulfitos' > °. La habilidad
para formar biofilms es potencialmente una estrategia
de resistencia desarrollada por algunas levaduras?,
aunque hasta ahora se ha prestado poca atencién al
caso de B. bruxellensis. Los biofilms se definen como una
comunidad de uno o més tipos de microorganismos,
los cuales se adhieren a superficies tanto biéticas como
abidticas y que pueden crecer en las tres dimensiones,
ademés dye encontrarse incorporados en una matriz
autoproducida llamada SPE  (Sustancias Poliméricas
Extracelulares)®. Un estudio reciente llevado a cabo en el
IUVV (Dijon, Francia) describié el biofilm de B. bruxellensis
como una estructura fina que consiste en diferentes
morfologias celulares, incluyendo células de levadura
y células pseudo-filamentosas incorporadas en una
matriz extracelular (Figura 1)¢. Asimismo, se demostré la
persistencia de células de biofilm en superficies a lo largo
del tiempo.

En la actualidad, el proceso mas cominmente utilizado
para limpiar tanques es la aplicacién una mezcla de
soluciones quimicas diluidas que contienen detergentes
alcalinos y soluciones écidas’. Por consiguiente, se
estén buscando alternativas ecorresponsables que sean
efectivas para combatir todas las formas supervivientes
de B. bruxellensis, con el fin de reducir el uso de
quimicos en la industria vinicola. En este contexto, nos
hemos propuesto estudiar el impacto de dos métodos de
sanitizacién diferentes (una solucién de soda cdustica
espumosa y peréxido al 5 % y una solucién de acido
léctico al 5 %) en cepas de Brettanomyces desarrolladas
en biofilm.

B Buscando la remocion de biofilms de
Brettanomyces bruxellensis

Con la finalidad de evaluar diferentes métodos de
sanitizacién, se evaluaron cinco cepas de B. bruxellensis de

levaduras y células filamentosas (indicadas por la flecha blanca).

diferentes origenes (Tabla 1) y para cada cepa se formaron
biofilms de catorce dias en chips de acero inoxidable en
un medio sintético (medio Extracto de Levadura — Peptona
— Dextrosa (YPD)), cominmente utilizado para cultivar
levaduras en laboratorios de investigacién.

Antes de la formacion del biofilm, se usaron cultivos
iniciadores para asegurarse de que las células estuviesen
en los mismos estados fisiolégicos, permitiendo la
comparacién precisa de la habilidad de diferentes
cepas para formar biofilms. De hecho, las cinéticas de
crecimiento son dependientes de la cepa, siendo la cepa
BR17 més lenta comparada a las otras (Tabla 1). Por ofro
lado, la cepa GSO4 fue la de crecimiento més répido.
No obstante, se confirmé la habilidad de todas las cepas
investigadas para adherirse y formar un biofilm en chips de
acero inoxidable, con una poblacién inicial en el biofilm
sobre el chip de alrededor de 106 células/cm? para todas
las cepas al cabo de 14 dias de incubacién (Figura 2).

Tabla 1. Origenes y pardmetros de crecimiento de las cepas de B. bruxellensis.

c . Fase de Tiempo de Tasa de
epa Origenes e 1k ot
adaptacion generacion crecimiento p
(h) (h) (h)
S11 Vino de Borgoiia 40 11,36 0,097
(IUVV, Dijon) +8,021 +4,867 +0,042
S14 Vino de Borgoiia 27 18,47 0,056
(IUVV, Dijon) +1,732 +4,265 +0,013
BR17 Vino del Valle del Rdédano 100 29,76 0,034
(IR, Orange) +0,000 +4,066 +0,005
GS04 Vino del Valle del Rédano 27 12,15 0,08
(IR, Orange) +0,000 +0,156 +0,001
Gs12 Vino del Valle del Rédano 29 22,67 0,044
(IR, Orange) +0,000 +1,365 +0,003

Fase de adaptacion: periodo durante el cual el nimero de células permanece relativamente constante
antes del crecimiento acelerado.

Tiempo de generacion: tiempo que toma a los microorganismos para doblar su numero.

Tasa de crecimiento: cantidad en la cual una variable se incrementa en un periodo de tiempo dado.

El establecimiento y el lanzamiento de IVES Technical Reviews estan respaldados por LabEx COTE mediante la convocatoria de proyectos «Transfer and valorizations.



. Efecto del método de bodega

El método de bodega, o método de referencia usado
por la bodega Inter Rhéne, consiste en aplicar una
solucién de soda cdustica espumosa y perdxido al
5 %. En seguida, los biofilms Ejeron expuestos a esta
solucién por 15 min, y las poblaciones en el chip fueron
determinadas en medio agar (poblacién cultivobre) y por
citometria de flujo (poblacién viable) al final del proceso
de limpieza. No se detectaron células remanentes en los
chips después del tratamiento de las cepas S11, GS04
y GS12, demostrando de este modo la efectividad de
dicho método (Figura 2A). Sin embargo, para las cepas
BR17 y S14, algunas células viables fueron detectadas
por citometria de flujo, revelando asi la presencia de
células en estado viable pero no cultivable (VPNC)3.

. Efecto del acido lactico

Con el fin de investigar un procedimiento alternativo de
limpieza para el equipamiento de vinificacién, se evalué
un enfoque ecorresponsable. Los biofilms fueron tratados
con una solucién de écido léctico al 5 % por 15 min,
y las poblaciones en chips de acero inoxidable fueron
determinadas como descrito previamente. Los resultados
muestran una reduccién significativa en la poblacién de
células cultivables en los chips después del tratamiento
con écido léctico para todas las cepas, excepto para la
cepa GS12 (Figura 2B). Sin embargo, este tratamiento no
eliminé todas las células.

Estos ensayos demuestran diferentes comportamientos
dependientes de la cepa y del tratamiento. La cepa GS12
pareciese ser ligeramente més tolerante que las otras
cepas al tratamiento con d&cido lactico. Por otro lado, las
cepas BR17 y S14 parecen ser mds tolerantes al método

- Limite de deteccion 706 células/cm?
—  Limite de deteccion 12 células/cm?

Método de bodega

Poblacién viable #  Pablacién cultivable

de bodega con induccién del estado VPNC, mientras
que las poblaciones de las ofras tres cepas fueron
totalmente eliminadas. Este estado VPNC podria explicar
la resistencia de estas dos cepas a diferentes pronJctos
quimicos y podria ser la causa de la recontaminacién
de los tanques afio a afo, ya que las células pueden
resucitar desde el estado VPNC cuando las conJ?ciones
de estrés desaparecen.

B Conclusion

Todas las cepas testeadas, sin importar su origen,
fueron capaces de formar biofilms en acero inoxidable
(alrededor de 106 células/cm?) luego de 14 dias de
incubacién en medio YPD. Actualmente, la solucién de
4cido léctico no es un tratamiento lo suficientemente
severo como para erradicar B. bruxellensis, pero es
un enfoque promisorio, que podria ser mejorado
incrementando el tiempo de contacto o la concentracién
de la solucién. El método de bodega demostrd su
efectividad, pero dos cepas generaron células VPNC
después del tratamiento. Estos resultados muestran que,
tal como el SO,% 34, la sanitizacién representa un estrés

ara las levaduras, con una respuesta dependiente de
E:: cepa. El desarrollo de métodos de deteccién baratos
y fiables que sean reproducibles a nivel de cepa podria
permitir la prediccion y el control de las contaminaciones
por B. bruxellensis. m
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Figura 2. Concentracion de poblaciones celulares viables o culfivables (células/cm?) de las cinco cepas
de B. bruxellensis al final de los procesos de sanitizacion por método de bodega (A) y dcido lactico al 5
% (B). El término “células adheridas” corresponde a las células sujetas a la superficie del chip después
del tratamiento. Las diferentes letras representan los niveles de significancia (p-valores < 0,05) entre
las poblaciones celulares adheridas a los chips. Limite de deteccion de las técnicas: 706 células/cm?
(citometro: viable; linea punteada), 12 células/cm? (placa: cultivable; linea confinua).
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