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Resumen 
El objetivo de este trabajo fue el de aislar e identificar bacterias ácido-lácticas (BAL) a partir de uvas de tres variedades 
(Malbec, Cabernet Franc y Cabernet Sauvignon), provenientes de un viñedo localizado en Mendoza, Argentina. Se aislaron 
colonias bacterianas del mosto de Cabernet Sauvignon obtenido luego de estrujar las uvas y posterior cultivo en medio MRS 
suplementado a pH 5.0. La tipificación se efectuó por la técnica RAPD-PCR con el primer M13 y se observó un patrón similar 
indicando que las colonias pertenecían a la misma especie. Por lo tanto, una de estas muestras se envió para secuenciación 
y se identificó mediante el análisis de secuencia del gen 16S rDNA como Lactiplantibacillus plantarum. No se logró aislamiento 
de BAL del mosto de uvas de las variedades Malbec y Cabernet Franc siguiendo los mismos procedimientos. 
 
Palabras clave: bacterias lácticas, aislamiento de cepas, mosto de uvas, Lactiplantibacillus plantarum  
 
 
Abstract 
The aim of this work was to isolate and identify lactic acid bacteria from grapes of three vine varieties (Malbec, Cabernet 
Franc and Cabernet Sauvignon) from a vineyard located in Mendoza, Argentina. We were able to isolate lactic acid bacteria 
colonies from Cabernet Sauvignon from the grapes after crushing and cultivation in MRS supplemented medium at pH 
5.0. The bacterial colonies were typed using RAPD-PCR with M13 primer and a similar pattern was observed indicating 
it that colonies belonged to the same species. Therefore, one of these samples was submitted for sequencing and identified 
by the sequence analysis of the 16S rDNA gen as Lactiplantibacillus plantarum. We were not able to isolate lactic acid 
bacteria from Malbec and Cabernet Franc from crushed grapes nor during alcoholic fermentation.  
 
Keywords: lactic acid bacteria, strains isolation, grape must, Lactiplantibacillus plantarum 
 
DOI: http://doi.org/10.34073/319  



1. Introducción 
Las bacterias ácido-lácticas (BAL) han sido ampliamente 
estudiadas por su habilidad para conducir la fermentación 
maloláctica (FML) en el vino. Esta segunda fermentación es 
en realidad una decarboxilación, donde el ácido L-málico (di-
carboxílico) es transformado en ácido L-láctico (monocarbo-
xílico). La FML es deseada por diversas razones, de las que 
se destacan tres: i) disminuye la acidez, especialmente en 
vinos tintos de zonas frías o blancos de elevada acidez; ii) 
mejora la calidad organoléptica general debido a la aparición 
de compuestos beneficiosos derivados de las distintas rutas 
metabólicas y iii) incrementa la estabilidad microbiológica 
del vino debido al consumo de substratos potenciales para 
microorganismos no deseados (Bartowsky 2017). 
Si bien diferentes especies de BAL pueden intervenir en la 
FML, el mayor interés recae en dos especies: i) Oenococcus 
oeni por ser la bacteria más tolerante a las exigentes condi-
ciones del vino (bajo pH, elevadas concentraciones de etanol 
y anhídrido sulfuroso) y, ii) Lactiplantibacillus plantarum 
(antes Lactobacillus plantarum) ya que se ha demostrado 
que pueden sobrevivir y crecer en las condiciones del vino y 
aportar al mismo características organolépticas favorables 
(Pozo-Bayón et al., 2005; Lerm et al., 2011; du Toit et al., 
2011; Lucio et al., 2017). Por ello es que actualmente se eva-
lúan estas dos especies como posibles cultivos iniciadores 
de la FML. La importancia del empleo de iniciadores malo-
lácticos (o starters) radica en que si bien las cepas autócto-
nas de O. oeni y/o Lpb. plantarum, presentes en mosto/vino, 
pueden proliferar espontáneamente y conducir la FML, cual-
quier retraso en el inicio de la misma o su detención, podrían 
provocar una alteración de la calidad del vino. No obstante, 
y aun empleando cultivos iniciadores, la dificultad de inducir 
exitosamente la FML pude resultar problemática si las cepas 
inoculadas no logran implantarse (Reguant et al. 2005). Para 
una implantación exitosa se requiere optimizar los cultivos 
iniciadores, adquiriendo un mayor conocimiento sobre las 
complejas interacciones existentes entre las bacterias y el 
medio donde se desarrollan. 
En el Laboratorio de Microbiología Molecular, de la Universi-
dad Nacional de Quilmes (LMM – UNQ), se han aislado y ca-
racterizado numerosas cepas de O. oeni y Lpb.  plantarum 
autóctonas de vinos tintos patagónicos y se han conducido 
diversos estudios que permitieron pre-seleccionar cepas con 

potencial para su empleo como cultivos iniciadores (Valdés 
La Hens et al., 2015; Bravo-Ferrada et al., 2013, 2016; Bri-
zuela et al., 2017; 2018a, b; Manera et al., 2019, Olguin et 
al., 2019). La posibilidad de contar con cultivos iniciadores 
o starters tiene como objetivo lograr vinos de calidad con-
trolada, corrigiendo la variabilidad entre vendimias en fer-
mentaciones espontáneas o naturales, y disminuyendo el 
riesgo de sucesos negativos asociados a éstas, que repre-
sentan un serio problema para el sector productivo por las 
pérdidas económicas que ocasionan (detenciones prematu-
ras de fermentaciones, fermentaciones retrasadas, conta-
minación microbiana de mostos, etc.) (Reguant et al., 2005).  
No obstante, en la provincia de Mendoza, algunas bodegas 
llevan a cabo la FML espontánea corriendo el riesgo de un 
aumento en la acidez volátil, paradas y/o contaminaciones 
o inoculan con cepas comerciales que provienen de otros 
países y han sido seleccionadas a partir de vinos interna-
cionales. En el último caso, se plantea el problema de la dis-
minución de las características propias del terruño, junto a 
la posible pérdida de las ventajas que podrían tener organo-
lépticamente los vinos fermentados con cepas nativas.  
En base a esta problemática, el objetivo de este trabajo fue 
aislar y caracterizar cepas de BAL presentes en uvas de la 
provincia de Mendoza, así como poner a punto la técnica de 
aislamiento a partir de uvas ya que mayormente los aisla-
mientos se realizan a partir de mosto en fermentación o al 
final de la fermentación alcohólica (FA). 
 
2. Material y Métodos 
2.1. Muestras de uvas 
Se recogieron uvas de la especie Vitis vinifera L, en tubos 
estériles tipo Falcon de 50 ml utilizando guantes, tijera y pin-
zas lavadas en alcohol al 70%. Los varietales seleccionados 
fueron Malbec, Cabernet Franc y Cabernet Sauvignon de un 
viñedo ubicado a unos 1200-1300 msnm en Gualtallary, Tu-
pungato, Valle de Uco, Mendoza. Las uvas fueron transpor-
tadas con refrigeración hasta su procesamiento. 
 
2.2. Procesado de las uvas 
Las uvas fueron aplastadas en el mismo tubo en el cual se 
transportaron y se tomaron dos muestras de 100 μl de 
mosto, una de las cuales se inoculó en 10 ml de medio estéril 
MRS suplementado (De Man et al., 1960) a pH 5.0 con 5.0 
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g/L de DL-ácido málico y 4.0 g/L de fructosa. La segunda 
muestra se inoculó en MRS suplementado y con adición de 
0.5 g/L de cisteína, 25 mg/L de azida sódica, 100 mg/L de 
cicloheximida y 20 mg/L de nistatina con el objetivo de inhibir 
el crecimiento de levaduras y estimular el desarrollo de BAL. 
Los cultivos se incubaron a 28 °C durante una semana en 
condiciones microaerófilas. El resto del mosto fue colocado 
a 21 ºC y se dejó continuar con la FA espontánea. 
 
2.3. Toma de muestras durante la fermentación alcohólica 
Se tomaron muestras de 100 μl de mosto en fermentación a 
los 7 y 14 días, las que se procesaron de la misma forma 
que el mosto inicial. Adicionalmente, se sembraron placas 
con medio MRS suplementado sólido (20 g/L de agar). Tam-
bién se tomaron muestras de 10 μl cada una, para obser-
vación al microscopio mediante tinción de Gram.  
 
2.4. Aislamiento de BAL 
A partir de los tubos con MRS en los cuales se detectó un 
mayor desarrollo microbiano, se tomaron muestras de 100 
µl y se repicaron en placas de Petri con MRS suplementado. 
Las mismas se colocaron en estufas a 28 ºC durante al 
menos una semana. A partir de las colonias crecidas, se se-
leccionaron dos de ellas mediante microscopía óptica ya que 
cumplían características compatibles con BAL y se repicaron 
en tubos conteniendo MRS líquido suplementado a 28 ºC. 
 
2.5. Extracción de ADN genómico  
Se extrajeron muestras de los medios líquidos con desarrollo 
para la extracción de ADN genómico. Se trabajó, siguiendo 
las indicaciones del proveedor, con el kit para bacterias Gram 
positivas (Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit Quick - GENEAID), 
según las indicaciones del proveedor. 
 
2.6. Tipificación de cepas de BAL por RAPD-PCR 
La tipificación de las 2 cepas en estudio se efectuó mediante 
RAPD-PCR. La mezcla de reacción consistió en 1.5 μL de 
buffer 10X (Invitrogen Corp.), 0.2 mM de cada dNTP, 10 μM 
del primer (cebador) M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3), 2.5 
nM de MgCl2, 100 ng de DNA cromosomal y 1.5 U de Taq 
DNA polimerasa, en un volumen total de 20 μL. Las reac-
ciones de amplificación se realizaron en un ciclador Eppen-
dorf modelo Mastercycler Gradient, bajo las siguientes 

condiciones: desnaturalización inicial a 94 °C durante 4 min, 
30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 1 min, annealing 
a 30 °C por 30 s y extensión de 72°C por 1.5 min. La exten-
sión final se realizó a 72 °C durante 5 min. Los productos de 
PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 
1.8 %, en presencia de gel red y de un Ladder (marcador de 
peso molecular) de 100 pb (Productos Bio-Lógicos UNQ). 
 
2.7. Identificación de cepas mediante secuenciación 
La identificación de cepa se realizó mediante la amplificación 
de un fragmento de aproximadamente 1500 pb del gen 16S 
rRNA. Los primers empleados fueron: PA16SF (5´-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3´) y PH16SR (5´-AAGGAGGTGATCCAGC-
CGCA-3´) (Rodas et al., 2003). La PCR se realizó en un 
volumen final de 30 μl y los componentes de la misma fue-
ron: 3 μl de buffer 10X (20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl pH 8,4), 
3 μl dNTPS 2 mM, 1.2 μl de MgCl2 50 mM, 3 μl de PA16SF 
y PH16SR, 0.3 μl de taq ADN polimerasa (Invitrogen Corp.), 
agua y 1 μl de ADN total. La amplificación se realizó en un 
ciclador Eppendorf modelo Mastercycle Gradient en las con-
diciones de reacción: desnaturalización inicial a 94° C du-
rante 5 min; 35 ciclos de desnaturalización a 94° C durante 
30 s, anneling a 55° C durante 30 s, y extensión a 72° C du-
rante 1 min; con una etapa de elongación final de 72° C du-
rante 5 min. El amplicón se envió a secuenciar (Macrogen, 
Korea). Una vez obtenida la secuencia, la identificación se 
realizó utilizando BLAST, por comparación contra base de 
datos de 16S rRNA de GenBank. 
 
2.8. Cinética de crecimiento 
La cinética de crecimiento se realizó en 10 ml de medio MRS 
suplementado, a partir de un cultivo con una densidad óptica 
(DO 600 nm), de 0.5. Se realizó un seguimiento durante in-
tervalos hasta las 45 h. Todas las mediciones se realizaron 
por triplicado en cultivos independientes. 
 
3. Resultados  
3.1. Crecimiento de BAL a partir de las distintas variedades 
de uva 
En el caso de las muestras provenientes de las variedades 
Malbec y Cabernet Franc no se obtuvo desarrollo de BAL. Si 
bien se observó por microscopía óptica la presencia de bac-
terias con características correspondientes con BAL en las 
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muestras tomadas durante la FA, la proporción respecto de 
los elementos levaduriformes era muy inferior. En los cultivos 
sembrados en placa de Petri con medio MRS suplementado 
solamente se desarrollaron colonias de levaduras. 
No obstante, en el caso de la variedad Cabernet Sauvignon, 
hubo crecimiento inmediato de bacterias con características 
correspondientes a BAL en todas las muestras tomadas 
según la observación bajo microscopía óptica. Este creci-
miento estuvo acompañado de una elevada proporción de 
levaduras en las muestras tomadas durante la FA. Sin em-
bargo, en la muestra inicial, antes del comienzo de la FA, la 
cantidad de BAL detectada fue mayor a la proporción de le-
vaduras. A partir de esta muestra se seleccionaron las 2 co-
lonias que fueron identificadas, previo repique a MRS líquido, 
extracción de ADN, tipificación e identificación. 
 
3.2. Tipificación e identificación de la cepa  
Los perfiles electroforéticos obtenidos mediante la técnica 
RAPD-PCR resultaron ser idénticos (Fig. 1), determinándose 
que los dos aislamientos analizados pertenecían a una 
misma cepa. Por ello, sólo una de ellas se envió a secuenciar. 
La secuencia obtenida a partir de dicha secuenciación (Fig. 
2), resultó tener un porcentaje de identidad del 99.89 % con 
Lactiplantibacillus plantarum, con un E-value de 0.0.  
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Figura 1. Perfiles electroforéticos de dos cepas de BAL aisladas a 
partir de mosto de la variedad Cabernet Sauvignon, obtenidos me-

diante la técnica RAPD-PCR utilizando el cebador M13. 

Figura 2. Fragmento del cromatograma obtenido a partir de la secuenciación del amplicón correspondiente a un fragmento del gen 16S rRNA 
de la cepa de BAL aislada del mosto de la variedad Cabernet Sauvignon.



3.3. Cinética de crecimiento de la cepa aislada  
La curva obtenida (Fig. 3), muestra que la cepa aislada al-
canza la fase estacionaria a las 40 h en las condiciones en-
sayadas. El tiempo de generación estimado fue de 
aproximadamente 3.57 h, calculado utilizando la escala lo-
garítmica de Microsoft Excel (Office Hogar y Estudiantes 
2021). 

 
 
 
 
4. Discusión                                                                        
En este trabajo se logró el aislamiento de BAL de uvas es-
trujadas de la variedad Cabernet Sauvignon. Según la biblio-
grafía, no es siempre posible aislar BAL a partir de uvas 
recién cosechadas (Bae et al., 2006; Franquès et al., 2017; 
Renouf et al., 2005). En consonancia con lo reportado por 
estos autores, no se obtuvo aislamiento de los cultivos efec-
tuados a partir de las variedades Malbec y Cabernet Franc. 
Aún no se conoce del todo el por qué. Las hipótesis que se 
plantean son: i) la pequeña cantidad de BAL presentes en la 
piel de las uvas que sólo logran desarrollarse durante o al 
final de la FA, ii) que muchas veces, las BAL aisladas del 
mosto en fermentación o al final de la FA son residentes en 
la bodega y pasan desde el material hacia el mosto. Sobre 
este último punto, se ha desarrollado un trabajo en el que se 
encontró que algunas BAL sobreviven en el material de la 
bodega formando biofilms (Bastard et al., 2016). En otros 
dos trabajos se ha logrado aislar O. oeni a partir del mosto 
pero luego de haber entrado en bodega (Cruz-Pio et al., 2017; 
Saguir et al., 2009). También se ha propuesto que el creci-

miento de algunas cepas interfiere en el crecimiento de otras 
(Bae, et al., 2006), como pudo haber sucedido en las mues-
tras de Cabernet Sauvignon de las que aislamos las colonias 
de Lpb. plantarum. Por otro lado, la hipótesis sobre la nece-
sidad de que se desarrolle la FA para activar el crecimiento 
de BAL, no es clara en base a los resultados de este trabajo, 
pero existe evidencia de que las lías (levaduras muertas), 
pueden liberar componentes que estimulan al crecimiento 
de las BAL (Balmaseda et al., 2021; Hernández-Macias et 
al., 2021). Se plantea la duda respecto a la variabilidad de 
recuperación de en las uvas recién cosechadas. De hecho, 
la especie más difícil de aislar a partir de uvas es O. oeni, 
(Franquès et al., 2017; Garijo et al., 2011; Renouf et al., 
2007). Sólo Franquès et al. (2017) y Garijo et al. (2011), fue-
ron capaces de aislar O. oeni a partir de mosto fresco, mien-
tras que Renouf et al. (2007), solamente detectó O. oeni a 
partir de técnicas moleculares independientes de cultivo. 
Lpb. plantarum, dentro de las especies más importantes en 
la FML, es frecuente que, proporcionalmente sea la más ais-
lada. Quedaría por investigar si hay diferencias en el meta-
bolismo y/o resistencia a las condiciones del vino cuando se 
comparan las BAL aisladas a partir de uvas de aquellas ais-
ladas a partir del mosto en fermentación o al final de la FA. 
Si bien hay diferentes técnicas para la identificación de BAL, 
hemos comprobado que la tipificación mediante la técnica 
RAPD-PCR utilizando el cebador M13, es una técnica viable 
y rápida para diferenciar cepas (Manera et al. 2019; Rossetti 
y Giraffa, 2005; Zapparoli et al., 2000). Del mismo modo, la 
técnica de Rodas et al. (2003), utilizando los cebadores  
PA16SF y PH16SR nos ha permitido obtener una secuencia 
lo suficientemente buena como para ser secuenciada y cuyo 
resultado nos permitió identificar a qué especie pertenece la 
cepa aislada. De hecho, la identificación de cepas a partir 
de la secuenciación del gen 16S rRNA es actualmente la más 
utilizada, aunque los cebadores utilizados pueden variar, am-
plificando distintas regiones de este gen (Franquès et al., 
2017; Garijo et al., 2011; Valdés La Hens et al., 2015). En 
este momento, estamos trabajando en el envío de la secuen-
cia para su anotación en la base de datos del GenBank.  
En cuanto a la cinética de la cepa Lpb. plantarum, su com-
portamiento es similar al de sus pares aislados a partir de 
vino, evaluados en condiciones similares de cultivo (Filimon 
et al., 2022), con un crecimiento rápido llegando antes de 
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Figura 3. Cinética del crecimiento de Lactiplantibacillus plantarum 
aislado e identificado a partir de mosto de la variedad Cabernet Sau-
vignon, cultivado en MRS suplementado, pH 5.0 e incubado a 28 ºC.



las 40 h a la fase estacionaria. Si bien muchos trabajos des-
criben un crecimiento más rápido de Lpb. plantarum, lle-
gando a la fase estacionaria en 24 h o menos, se ha 
observado que la velocidad de crecimiento menor puede de-
berse al pH del medio de cultivo utilizado, a las fuentes de 
carbono, a la temperatura de incubación y a la cantidad de 
oxígeno (Georgieva et al., 2009; Smetanková et al., 2012). 
Lpb. plantarum posee un pH óptimo de 6.0, es decir que el 
menor pH del medio de cultivo podría influir en la velocidad 
de crecimiento, velocidades que hemos observado previa-
mente en nuestro laboratorio (resultados no publicados).  
Restaría por evaluar la viabilidad de la cepa aislada una vez 
inoculada en vino, así como también su capacidad para con-
sumir ácido málico en distintos varietales, con el fin de de-
terminar si es apta para su uso como cultivo iniciador. Poder 
aislar diferentes cepas de BAL que representen a un terruño 
en particular podría utilizarse para obtener cultivos iniciado-
res en cada región y bodega del país. Esto significa que no 
sólo podría tenerse un mejor control de la FML, sino que ade-
más, puedan seleccionarse cepas que beneficien a determi-
nados vinos dependiendo de las características 
organolépticas que cada cepa de BAL. 
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