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RESUMEN

Los sulfitos son aditivos ampliamente utilizados en la industria alimentaria, por sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. En el vino, el didoxido de azufre molecular
(SO»), es la forma mas comunmente empleada. A pesar de sus ventajas tecnologicas, el uso
de sulfitos es cuestionado debido a sus posibles efectos sobre la salud humana. En este
trabajo, se ha evaluado el impacto de los sulfitos presentes en el vino blanco sobre la
composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal humana. Para ello, se simulo la
ingesta de SO presente en el vino blanco, con y sin alcohol, empleando el simulador

gastrointestinal simgi® y modelos de fermentacion colénica en batch.

Los resultados del andlisis metataxonomico mostraron una elevada variabilidad
interindividual en los efectos de estos aditivos en la microbiota, aunque se identificaron
patrones comunes, destacando un aumento de patobiontes o patdogenos oportunistas, como
Escherichia-Shigella y Klebsiella, junto con la reducciéon de géneros comensales como
Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus y Faecalibacterium. Ademas, se observaron
cambios funcionales, con una reduccion del metabolismo proteico y un incremento de la
produccion de &cidos grasos de cadena corta, especialmente el acido acético. Estos efectos
fueron mas acusados en el vino blanco desalcoholizado, probablemente debido a una mayor
proporciéon de SO: libre en esta matriz. Ademas, la baja concentracion de polifenoles
caracteristica del vino blanco podria limitar su potencial efecto protector frente a los sulfitos,

a diferencia de lo descrito en la bibliografia para los vinos tintos.

En conjunto, estos resultados sugieren que los sulfitos presentes en el vino blanco pueden
alterar la composicion y la funcionalidad de la microbiota coldnica, lo que pone de relieve la
necesidad de estudios adicionales, especialmente, para comprender sus posibles

implicaciones en la salud intestinal.



1. INTRODUCCION

1.1. SO2 como aditivo alimentario

Los aditivos alimentarios son sustancias que habitualmente no se encuentran de forma
natural en los alimentos, y que se afladen intencionalmente en cualquiera de las etapas de su
produccion con fines tecnoldgicos, principalmente para la conservacion, y la mejora del sabor
o el aspecto (1,2). Entre los aditivos alimentarios mas utilizados, destacan los sulfitos, un
grupo de compuestos quimicos identificados por la Unién Europea bajo un nimero E (E220-
E228), que comprenden al dioxido de azufre (SO2) y diversas sales sulfitadas de sodio,
potasio y calcio. Estos compuestos actian como conservantes y antioxidantes, y estan
presentes en una amplia gama de alimentos y bebidas, destacando su presencia en productos
procesados, mariscos y crusticeos, y zumos embotellados, entre otros. Ademas, se emplean
en ciertos medicamentos y cosméticos, y se ha documentado exposicion laboral. Por ello, su
utilizacion y concentracién estan estrictamente reguladas por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) (3).

En el ambito de las bebidas, el vino, particularmente el blanco, es uno de los productos
en los que mas frecuentemente se emplean sulfitos, cuyo uso se encuentra regulado por la
Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OIV) (4) (Tabla A1). Durante el proceso
de vinificacion, lo sulfitos, principalmente en forma de SO», se adiciona con fines de
preservacion en distintas etapas, destacando el final de la fermentacion malolactica. Debido
a sus propiedades antimicrobianas, fundamentalmente dirigidas a bacterias acido-lacticas,
permiten controlar este proceso y evitar el deterioro del vino por produccion de compuestos
que alteran el aroma o incluso pueden implicar un riesgo en la salud del consumidor (5).
Ademas, los sulfitos presentan actividad antioxidante, protegiendo al vino frente a la
oxidacion y preservando sus caracteristicas organolépticas, especialmente los aromas
naturales (5). En la matriz vinica, el SO total se encuentra repartido en dos fracciones: SO2
libre y SO> combinado. La fraccion combinada se encuentra unida a azlcares y otros
compuestos carbonilicos del vino (cetonas, aldehidos), por lo que no esta disponible para
cumplir las funciones protectoras de la matriz. La fraccion libre, en cambio, es la responsable
de la conservacion activa del vino siempre que se encuentre como SO molecular, lo cual
depende, fundamentalmente, del pH del medio (4). Sin embargo, a pesar de cumplir

funciones tecnoldgicas relevantes, la cantidad de sulfitos que se agregan al vino se encuentra



estrictamente controlado porque el empleo en exceso del aditivo puede provocar alteraciones
organolépticas en el producto, y por los efectos perjudiciales sobre la salud del consumidor
(5,6). En la seccion Anexo se exponen las concentraciones permitidas en vino blanco tanto
en la Unidon Europea como en otros paises (Tabla Al).

La evidencia toxicologica disponible ha llevado a que organismos internacionales
continuamente reevaliien su seguridad como aditivo para la salud humana y medioambiental.
En este sentido, el Comit¢ Unido de FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA), ha establecido desde hace afos una ingesta diaria admitida (IDA) de 0,7mg de
equivalentes de SO2>/kg de peso corporal/dia (7). Por otro lado, la EFSA, si bien en 2016
establecié la misma IDA que la JECFA, concluyé que esta deberia revisarse una vez se
dispusiera de informacion mas completa sobre los posibles efectos para la salud (8). Es asi
como en 2022 este organismo decide adoptar una posicion precautoria, retirando la IDA por
no contar con datos suficientes para sostener dicho limite como seguro. Esto se debio, en
parte, a los resultados obtenidos mediante la metodologia de margen de exposicion (MOE),
que mostraron valores bajos para la mayoria de las estimaciones, indicando que la exposicion
alimentaria actual es alta y generando preocupacion por los posibles riesgos para la salud (3).

Se han descrito distintos grados de sensibilidad frente a los sulfitos, que pueden provocar
diversos sintomas como dermatitis, urticaria, angioedema, dolor abdominal, diarrea,
broncoconstriccion y, en casos graves, anafilaxis (6). Las manifestaciones mas frecuentes
son las dermatoldgicas y respiratorias, destacando a los individuos asmaticos como un grupo
significativamente vulnerable. Ademas, se ha visto que la localizacion de las manifestaciones
no esta determinada por la via de exposicion y, de hecho, puede ocurrir més de un tipo de
manifestacion de forma simultinea. Sin embargo, los mecanismos moleculares y
bioquimicos responsables de la aparicion de estos sintomas alin no se conocen con exactitud
(3,9). Considerando la relevancia clinica que conlleva la exposicion a estos compuestos, las
autoridades internacionales han establecido como obligatorio declarar la presencia de sulfitos
en el etiquetado de los productos alimentarios, en los que el empleo de este aditivo esta
permitido. En concreto, el Reglamento (UE) n°® 1169/2011 sobre la informacion alimentaria
facilitada al consumidor obliga a declarar la presencia de dioxido de azufre y sulfitos en la
etiqueta de alimentos y bebidas siempre que su concentracion supere los 10 mg/kg o 10 mg/L

de SO: total, expresados sobre el producto listo para el consumo (10).



Algunas de las manifestaciones clinicas asociadas a la exposicion a estos aditivos
incluyen también sintomas intestinales, aunque aun se desconoce el mecanismo que los
desencadena y su frecuencia real en la poblacion. Entre las hipotesis propuestas, es plausible
pensar en un posible impacto en la microbiota intestinal, debido por un lado a las propiedades
antimicrobianas de los sulfitos y, por otro, a que una alteracion en este complejo ecosistema
microbiano puede influir significativamente en la salud digestiva y en la respuesta
inmunolégica del huésped. Sin embargo, actualmente el conocimiento sobre como afecta la
exposicion a los sulfitos a la microbiota intestinal es muy limitado y solo unos pocos estudios
han investigado este aspecto. Irwin et al. en un estudio in vitro empleando cultivos aislados
de cuatro especies de la microbiota intestinal (Lactobacillus casei, L. plantarum, L.
rhamnosus, Streptococcus thermophilus) observaron un efecto bacteriostatico por la
exposicion a sulfitos (250-500 mg/L) y un efecto bactericida (1000-3780 mg/L sobre todas
las especies de Lactobacillus, y a 2000 mg/L de bisulfito de sodio sobre S. thermophilus),
sugiriendo que los sulfitos podrian afectar a la microbiota intestinal (11). Otro estudio
realizado en saliva de donantes humanos planted que la abundancia relativa y la riqueza de
la microbiota oral (evaluada mediante secuenciacion del gen ARNr 16s y viabilidad celular)
se veria afectada por la exposicion a sulfito de sodio y bisulfito de sodio (12). Mas
recientemente, un estudio in vifro ha evaluado el efecto de los sulfitos en la digestion
simulada del consumo de vino tinto con dosis del aditivo dentro de las autorizadas,
concluyendo que los sulfitos presentes en el vino pueden alterar la composicion y
funcionalidad de la microbiota colonica humana (13). Sin embargo, hoy en dia, se desconoce
en gran medida el impacto que la exposicion a este tipo de aditivos tiene en las comunidades
microbianas intestinales, asi como la implicaciéon que otros componentes alimentarios

podrian ejercer en esta interaccion.

1.2. La microbiota intestinal y su papel en nuestra salud

La teoria endosimbidtica propuesta por Lynn Margulis cambid nuestra vision de los seres
vivos, mostrando que no constituimos entidades aisladas, sino el resultado de una compleja
red de interacciones simbidticas entre nuestras células y microorganismos que nos cohabitan
(14). De hecho, esta relacion se estima cercana al 1:1, dado que se ha calculado que una

persona tipo de 70kg tendria alrededor de 3.0 x10'® células sométicas y 3.9 x10'® células



bacterianas, de las cuales 3.8 x10'° estarian en el colon (15). El conjunto de microorganismos
(bacterias, arqueas, levaduras y hongos, protozoos, virus) que residen en un nicho ecologico
especifico se conoce como microbiota, mientras que la definiciéon de microbioma abarca
tanto la microbiota, sus genomas y las condiciones ambientales circundantes (16).

De todos los ecosistemas, la microbiota colonica ha sido una de las mas estudiadas por la
facil obtencion de las muestras de heces, su elevada carga microbiana y ademas por ser el
tracto gastrointestinal una de las superficies mas grandes del cuerpo humano que toma
contacto con el exterior (17). Se sabe que la colonizacion por esta comunidad microbiana
compleja y diversa se inicia en el momento del nacimiento (18) y su composicién no es
estatica, viéndose influenciada por factores intrinsecos (como la edad) y extrinsecos (como
la dieta o el uso de antibidticos), coevolucionando con nosotros a lo largo de nuestra vida.
En la etapa adulta, el 90% de la composicion bacteriana pertenece fundamentalmente a
miembros de dos filos: Bacillota (antes denominado Firmicutes) y Bacteroidota (antes
denominado Bacteroidetes), aunque la proporcion exacta de cada uno varia
significativamente entre individuos. El 10% restante estd representado por miembros de los
filos Actinobacteriota, Pseudomonadota (antes Proteobacteria), Fusobacteriota 'y
Verrucomicrobiota. En menor proporcion también se incluyen levaduras, hongos, fagos y
protozoos (19). Cada individuo tiene un patréon de composicion diferente, existiendo una gran
variabilidad interindividual, y a su vez, también hay cambios intraindividuales a lo largo del
tiempo. La microbiota intestinal presenta una serie de funciones indispensables para el estado
de salud y homeostasis, entre las que destacan: 1) su capacidad de degradacion de
carbohidratos complejos y la produccion de metabolitos beneficiosos, principalmente acidos
grasos de cadena corta (AGCCs), vitaminas del grupo B y vitamina K; ii) regulacion del
almacenamiento de lipidos; iii) desarrollo y funcion del sistema inmunologico; iv) sintesis
de compuestos con funciones neuroendocrinas; v) mantenimiento de la homeostasis e
integridad de la barrera intestinal; vi) regulacion de la produccién de mucus; vii) produccion
de péptidos antimicrobianos; viii) proteccion contra colonizacion por patogenos, etc. (19).
Una de las propiedades mas importantes que presenta es la resiliencia, que se define como la
capacidad de la comunidad microbiana de volver a su composicion taxonémica y/o funciones
iniciales manteniendo un balance entre las especies microbianas (eubiosis) tras una

perturbacion del ecosistema (20). Cuando estas alteraciones persisten o se tornan



irreversibles, la comunidad microbiana sufre un desequilibrio composicional y funcional,
denominado disbiosis, que en el caso de la microbiota intestinal, suele caracterizarse por un
aumento de patobiontes (microorganismos comensales que forman parte de la microbiota
normal que bajo determinadas condiciones pueden actuar como patdgenos), disminucion de
la abundancia de microorganismos beneficiosos y una reduccion de la diversidad. Un estado
de disbiosis se asocia con efectos perjudiciales en la salud del hospedador, pudiendo ser causa
o consecuencia de patologias (20), especialmente se ha asociado con enfermedades de
naturaleza inflamatoria, autoinmune, metabolica, neoplasica e incluso trastornos de la
conducta (19). En este contexto, resulta importante sefialar que los conceptos de “microbioma
sano” y “disbiosis” se encuentran actualmente en revision por parte de la comunidad
cientifica, en gran medida debido a la elevada variabilidad interindividual observada en la
composicion y funcionalidad microbiana (21,22). A ello se suman los retos metodologicos
asociados al estudio del microbioma mediante técnicas metagendmicas, que incluyen sesgos
en la obtencidn y analisis de datos, asi como limitaciones en la interpretacion funcional. Todo
ello dificulta la traslacion clinica de los hallazgos y plantea la necesidad de enfoques mas
integrativos y estandarizados (23).

La dieta constituye uno de los principales moduladores de la microbiota intestinal.
Cambios o alteraciones sostenidas en los patrones alimentarios pueden influir en la
composicion y funcionalidad de la microbiota y, en consecuencia, sobre el estado de salud y
enfermedad (24,25). Entre los componentes dietéticos mds relevantes se encuentran los
polifenoles, un grupo de compuestos bioactivos presentes en frutas, vegetales, té, cacao o
vino. Estos compuestos se caracterizan por su baja absorcion en el tracto gastrointestinal
superior, lo que hace que una fraccion muy elevada (=90-95%) alcance intacta el colon
(26,27). En esta region, los polifenoles interactiian con la microbiota intestinal, favoreciendo
su metabolismo colénico y dando lugar a metabolitos derivados con potencial relevancia
biologica. Ademas, se han relacionado con efectos positivos como el aumento de la
biodiversidad microbiana, la estimulacion del crecimiento de especies beneficiosas
(Lactobacillus, Bifidobacterium) y la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)
(26,28). Mas alla de este efecto potencialmente ‘prebiodtico’, estudios recientes han planteado
un posible papel protector de los polifenoles del vino tinto frente a los efectos negativos de

los sulfitos en la microbiota coldonica (13). No obstante, persisten interrogantes sobre los



mecanismos implicados, en particular si estas interacciones dependen de la dosis de sulfitos,

de la concentracion total de polifenoles o del tipo especifico de compuestos fendlicos.

1.3. Modelos in vitro de simulacion de la digestion gastrointestinal y sus aplicaciones

En los ultimos afios ha habido un creciente interés por comprender las interacciones de
la dieta con el microbioma intestinal, y su impacto en la salud humana. Sin embargo, esto
implica entender el proceso de digestion que sufren los alimentos y la compleja red de
interacciones a nivel fisioldgico. Si bien los ensayos clinicos serian la aproximacion ideal,
muchas veces no son posibles por limitaciones fundamentalmente éticas, econdomicas y
metodologicas, dado el caracter invasivo de la obtencion de muestras representativas. Por
otro lado, el uso de modelos animales también presenta algunas limitaciones, tanto por la
dificultad para acceder a las muestras del tracto gastrointestinal, principios bioéticos y de
gasto economico y de tiempo, y la cuestionada validez de la extrapolacion de sus resultados
a la digestion de alimentos en humanos. Por ello, los modelos in vitro cada vez son mas
utilizados y reconocidos en la simulacion de las condiciones fisiologicas del proceso de
digestion en el tracto gastrointestinal de forma controlada y reproducible (29,30).

Estos modelos se pueden trabajar en estatico o en dindmico, y en ambos casos es
indispensable tener en cuenta que la simulacion gastrointestinal no se produce en un tnico
paso, sino que incluye varias etapas con distintas condiciones y que es importante recrear los
aspectos anatomicos, fisicoquimicos y microbianos de cada una de ellas (31). Los modelos
estaticos son los mas simples y simulan un niimero limitado de pardmetros fisioldgicos en
biorreactores independientes, no siendo capaces de reproducir los parametros fisicos-
mecanicos o los cambios de las condiciones a lo largo del proceso (32). En estos modelos se
establecen valores fijos para las principales condiciones en las distintas etapas, incluyendo
fundamentalmente temperatura, enzimas, pH y sales biliares, sin presentar intercambio de
fluidos ni variaciones graduales de las condiciones entre etapas. Frente a la gran variedad de
modelos en estatico existentes y la necesidad de armonizar las metodologias para la obtencion
de resultados reproducibles y comparables, surgi6 el protocolo INFOGEST, desarrollado en
el marco de la red internacional que lleva el mismo nombre, con el objetivo de establecer
protocolos consensuados y normalizados de trabajo que permitan la comparativa de

resultados y asi establecer conclusiones solidas (29). De esta forma, se han estandarizado una



serie de pardmetros para la simulacion en estatico del proceso de digestion gastrointestinal
de alimentos en adultos, aunque ya existen variantes adaptadas para otras edades (33).

Los modelos en estatico se han aplicado de forma exitosa en el estudio de la interaccion
de numerosos componentes alimentarios y la microbiota colonica humana, especialmente
enfocados en compuestos bioactivos, incluidos los polifenoles (13,34-36), asi como
contaminantes alimentarios (37,38). No obstante, si bien los métodos estaticos muestran una
buena correlacion con los puntos finales de las fases de digestion y son adecuados para
investigaciones preliminares y desarrollo de hipdtesis, no permiten reproducir la cinética de
las distintas etapas de la digestion (29,39). Por ello, se han desarrollado modelos dindmicos
que introducen parametros de variacion en el tiempo, como el pH, y la simulacion de la
segregacion gradual de enzimas digestivas, ademds de la peristalsis y vaciado gastrico e
intestinal. Ademas, su mayor complejidad permite ajustar las condiciones de simulacion de
acuerdo con los objetivos del ensayo, e incluso, adaptarse a las caracteristicas fisiologicas de
distintos grupos poblacionales. Dentro de esta clasificacion, se han desarrollado modelos
monocompartimentales como DGM (Dynamic Gastric Model), que simula el proceso
gastrico, o ARCOL (Artificial Colon) que reproduce las fermentaciones coldnicas. También
existen modelos multicompartimentales como SHIME®, sistema TIM (TIM-1 que simula el
tracto gastrointestinal superior y TIM-2 que simula las condiciones colénicas) o Simgi®
(SIMulador Gastrolntestinal dinamico) (30,39). El modelo simgi®, desarrollado por
investigadores del CIAL-CSIC, permite simular las condiciones del tracto gastrointestinal
humano de forma continua o individual, y consta de cinco compartimentos gobernados por
un autémata que representan el estdmago, intestino delgado, colon ascendente, transverso y
descendente, incluyendo la microbiota adaptada a las condiciones de estas distintas

localizaciones (40—42).

2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Los sulfitos son aditivos ampliamente empleados en la industria alimentaria,
especialmente durante la vinificacion. Aunque su uso esta autorizado y regulado, su impacto
sobre la salud intestinal y la microbiota permanece poco explorado, asi como las posibles
interacciones con otros componentes alimentarios o condiciones de la matriz. En este marco,

el grupo de investigacion ‘Microbioma, Alimentacion y Salud’ (CIAL-CSIC) estudia los



efectos de los sulfitos presentes en el vino sobre el microbioma humano y su relacion con
reacciones adversas. Un trabajo previo del grupo sugirié un posible papel protector de los
polifenoles del vino tinto frente a los efectos negativos de los sulfitos, lo que plantea la
hipotesis de que estas interacciones podrian depender tanto de la concentracion y perfil
fenolico como de otros componentes de la matriz vinica.

Con este proposito, el objetivo general del presente estudio fue evaluar in vitro el impacto
de los sulfitos sobre la composicion y actividad metabdlica de la microbiota coldnica
humana, utilizando como modelo vino blanco joven, caracterizado por su bajo contenido
fendlico y una concentracion definida de SO.. Asimismo, se compararon el vino blanco con
y sin alcohol para explorar el papel del etanol en estas interacciones. Para ello, se empled la
simulacion de la digestion gastrointestinal mediante el sistema simgi®, seguida de
fermentaciones colOnicas estdticas con microbiota ex vivo de donantes sanos. Como
objetivos especificos de este estudio se han planteado los siguientes:

e Simular in vitro la digestion gastrointestinal de un vino blanco joven y del mismo
vino sin etanol (vino blanco desalcoholizado) en el sistema simgi®, monitorizando
los cambios en el perfil fendlico en relacion con la presencia de SO-.

e Simular el proceso de fermentacion colonica estdtica a partir de los digeridos
gastrointestinales utilizando microbiota fecal de tres donantes sanos.

e Evaluar el impacto de los sulfitos sobre la composicion de la microbiota colonica en
funcion de la presencia o ausencia de alcohol en el vino, mediante métodos de cultivo
y técnicas de secuenciacion de nueva generacion.

e Analizar la actividad metabdlica microbiana a través de la produccion de metabolitos

clave (ion amonio y AGCC).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Vinos blancos

Para este estudio se utilizd un vino blanco de la variedad Verdejo procedente de la
vendimia de 2024 y elaborado en una bodega de la D.O. Ribera de Duero. Los parametros
enoldgicos convencionales fueron proporcionados por la bodega, y se muestran en la Tabla

1. El contenido de etanol del vino (13%v/v), y la concentracion de SO» libre (28,1 mg/L) se



encuentran entre los rangos de vinos blancos. A partir de este vino blanco con alcohol (VBA),

se elabord en la misma bodega el vino blanco desalcoholizado (VBD) (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros enologicos convencionales de los vinos utilizados en el estudio, determinados en la

bodega. Az. Red (Azucares reductores), ATT (Acidez total titulable, g 4cido tartarico por litro), AV (Acidez volatil).

Muestra ‘ Grado ATT AV S02 libre SO2 total
(%vol (gth2/L) ((19) (mg/L) (mg/L)
Vino Blanco (VBA) 13,65 1,23 3,39 5.02 0,2 28,1 136
Vino Blanco Desalcoholizado (VBD) 0,32 1,8 2,89 4,8 0,11 11,2 86,4

3.2. Determinacion de sulfitos en los vinos

La concentracion de sulfitos totales en el vino blanco alcoholizado (VBA) y en el
desalcoholizado (VBD) se determin6 mediante el método de Paul-Rankine, reconocido como
método oficial por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (Método OIV-MA-
AS323-04A) (43). En primer lugar, se cuantifico el SO libre. Para ello se coloco la muestra
en un matraz conectado a un sistema de adicion de acido ortofosforico al 25% (v/v) que
redujo el pH de la muestra, formando SO, molecular. Este se arrastré con una corriente de
N> a través de un condensador para ser burbujeado en un matraz corazén que contenia una
trampa de solucién de H2O2 0,3% (v/v) con indicador mixto (0,1g de rojo de metilo, 0,05g
de azul de metileno en 50% etanol/agua (v/v). La difusion del SO: en la trampa produjo la
formacion de H.SOa y el viraje del indicador a violeta. Tras 15 minutos de reaccion, se valord
con NaOH 0,01 M hasta viraje a verde oliva. Posteriormente, para determinar el SO>
combinado, se calent6 la muestra acidificada de la primera etapa a 100 °C con el fin de liberar
el SO: unido a compuestos organicos de la matriz vinica, repitiendo el procedimiento
anteriormente descripto. El sistema de refrigeracion empleado permitié garantizar la
selectividad del método.

La suma de las dos fracciones permitio calcular el SO total (44). Finalmente, el VBD se
dopo con K2S:0s hasta alcanzar la concentracion de sulfitos del VBA, repitiéndose el ensayo
para confirmar la concentracion de SO; libre y total en el VBD dopado (seccion 4.1 de
Resultados).

3.3. Determinacion de concentracion de polifenoles totales
Se evalud la concentracion de polifenoles totales en ambos vinos (VBA y VBD) mediante

el método de Folin-Cicalteau, empleando un lector de placas BioTek Cytation 5 Imaging
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Reader (Agilent, Santa Clara, California, EE.UU). Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

3.4. Ensayos de simulacion de digestion gastrointestinal y fermentacion colonica

Se llevaron a cabo las digestiones gastrica e intestinal de los vinos de estudio (VBA y VBD)
en dinamico en la plataforma simgi® (CIAL-CSIC), utilizando los compartimentos del
estomago y del intestino delgado (Figura 1). La fermentacion colonica se realizo en estatico,
simulando las condiciones del colon descendente. Estos experimentos se llevaron a cabo con

supervision de los investigadores responsables.

3.4.1 Simulacion de la digestion gastrointestinal

Se prepararon en condiciones de esterilidad los fluidos de simulacion géstrico (SGF) e
intestinal (SIF) basados en el protocolo INFOGEST 2.0 (29) adaptado a las condiciones del
simulador simgi®. Se utilizo6 pepsina comercial de mucosa gastrica porcina (Sigma-Aldrich,
MERCK, USA) a concentraciéon de 2000 U/mL que fue disuelta en el SGF dando lugar al
jugo gastrico. El jugo pancredtico se prepard con 12,5g/L NaHCOs3, 6g/L de sales biliares
(Difco™ BD, USA) y 0,9¢/L de pancreatina porcina (Sigma-Aldrich, MERCK, EE.UU.). En
ambos casos fueron esterilizados por filtracion con filtro de 0,45um (45) y atemperados a
37°C previo a su uso.

Para la digestion en los compartimentos del estdbmago e intestino delgado se utilizaron
los parametros establecidos previamente por el grupo de investigacion para estudios sobre
vino y otras matrices alimentarias complejas (45). Se preacondiciono6 el estobmago con 120mL
de SGF a pH 2, y el intestino delgado con 150mL de SIF a pH 7. El volumen de alimento
(VBA o VBD) bombeado al estomago en cada digestion fue de 100mL. Una vez alli, con los
movimientos peristalticos se mezclo con el SGF y 15mL de jugo gastrico. El pH del estomago
se fue disminuyendo progresivamente con adicion de HCl 1M hasta 1,8. Tras el vaciado
gastrico, el digerido se mezcld gradualmente en el intestino delgado con 40mL de jugo
pancredtico y se incubd durante 2 horas en agitacion constante (150 rpm), a pH 7 (ajustado
con NaOH 1M) y 37°C en condiciones anaerobias (logradas con flujo constante de
nitrogeno). Se tomaron muestras al finalizar la digestion gastrica e intestinal que fueron

conservadas a -20°C 6 -80°C (segun el caso) para posteriores analisis (Figura 2).
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Figura 1. Imagen del simgi® (CIAL-CSIC) y la disposicion de sus distintos componentes y reactores.
Estomago (A), bomba de flujo (B), bafio de agua (C), intestino delgado (D), colon ascendente (E), colon
transverso (F), colon descendente (G) y las cajas de los controladores de pH, temperatura y nitrégeno (H).

Figura tomada de Cueva et al., 2019 (46).

‘./ DIGERIDOS GASTRICOS ‘\\ / DIGERIDOS INTESTINALES \
[ | Alicuotas 1mL Volumen sobrante 6 alicuotas x 30mL |

i ) @ @

(-80°C)

v3
'1' Andlisis perfil fendlico
Andlisis perfil fenélico
(-20°C)

L‘\ [Conservar a -20°C) 7__/:‘ ‘\\k e /

Figura 2. Tomas de muestra de las etapas de digestion gastrica e intestinal llevadas a cabo en este estudio.

3.4.2. Simulacion de la fermentacion colonica en estdtico
El ensayo de fermentacion coldnica en estatico fue realizado utilizando microbiota fecal
ex vivo de 3 voluntarios sanos, realizando 2 réplicas por cada uno de ellos por digerido

intestinal de VBA y VBD. En total se emplearon 12 matraces.

3.4.2.1 Seleccion de donantes y preparacion de inoculo fecal

Se seleccionaron 3 donantes (25-40 afios) que cumplieran con los criterios de inclusion:
ausencia de enfermedades o sintomas gastrointestinales, no haber utilizado antibidticos en
los 6 meses previos al estudio y que no tuvieran adherencia a patrones dietéticos restrictivos
o con probiodticos. La muestra de materia fecal fresca del dia se recogid en un recipiente
estéril, que fue cerrado parcialmente y colocado en una bolsa de cierre hermético que
contenia un sobre de generacion de atmoésfera anaerobia BD GasPak™ Anaerobe Container

System (BD, Maryland, EE. UU.). La muestra fue transportada al laboratorio en las
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siguientes 4 horas en condiciones de refrigeracion. Se preparé cada inoculo fecal a una
concentracion final 10% m/v con solucion PBS 0,1M pH 7 estéril previamente reducida,
utilizando un Stomacher® 400 Circulator (Seward, Reino Unido) durante 3 minutos a
300rpm para su homogenizacion. Para una caracterizacion inicial, se separaron 3 alicuotas
de 2mL de indculo fecal de cada donante que se centrifugaron en centrifuga Hettich®
Universal 320R (Sigma-Aldrich, EE.UU.) a 10.000rpm 4°C durante 10 minutos. Los
sobrenadantes se filtraron con filtros PVDF 13m, 0,22um (Symta SLL, Espafia) y se
conservaron a -20°C para el analisis de metabolitos. Los pellets se conservaron a -80°C para
la posterior extraccion de ADN y estudio de la composicion microbiana. El protocolo
experimental con muestras fecales humanas fue aprobado por el Comité de Etica del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), evaluado bajo el codigo de registro interno

PID2019-108851RB-C21, y cumpli6 con lo establecido en la Declaracion de Helsinki.

3.4.2.2 Fermentacion coldnica en estdtico o batch

Se emple6 un medio nutritivo (Colon Nutrient Medium, CNM) estéril compuesto de agua
de peptona (2g/L), extracto de levadura (2g/L), NaCl (0,1g/L), K2HPO4 (0,04g/L), KH2PO4
(0,04g/L), MgS04¢7H20 (0,01g/L), CaCl2¢6H>O (0.01g/L), NaHCO3 (2g/L), Tween 80
(2mL/L), hemina (0,05g/1), vitamina K (10uL /1), L-cisteina HCI (0,5g/L) y sales biliares
(0,5g/L). Se ajusto el pH a 6,8 con soluciones de HCI 1M y NaOH 10M. Para la fermentacion
en estatico, en cada matraz previamente esterilizado se mezclaron 30mL del digerido
intestinal correspondiente, 24mL de CNM (46) y 6mL de inéculo fecal. El proceso de
fermentacion coldnica se llevo a cabo para cada donante de forma independiente, y en
duplicado. Se colocaron los matraces en incubadora con agitacion orbital (Orbital Infors HT
Multitron Standard Incubation Shaker, Suiza), en condiciones de anaerobiosis, temperatura
fisiologica (37°C), y agitacién constante (150rpm) (Figura 3). Se recogieron muestras en
distintos tiempos del experimento. Por un lado, se tomaron muestras de 1mL a las Oh, 24hy
48h de fermentacion, que se destinaron al analisis microbiano mediante recuentos en medios
generales y selectivos. Por otro lado, se recogieron 3 alicuotas por matraz de 2mL cada una
y se centrifugaron en centrifuga Hettich® Universal 320R (Sigma-Aldrich, EE. UU.) a
10.000rpm 4°C durante 10 minutos.
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CONTENIDO MATRAZ:
24mL CNM (Colon Nutrient Medium)
Preparacién Volsneads Indcul %
P sano 18/10 mL PBS '“:lo Sk bl fecel

inéeulo fecal 0,1MpH7
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30mL digerido
VOLUNTARIO 1 VOLUNTARIO 2 VOLUNTARIO 3
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Vino Blanco Vino Blanco Vino Blanco Vino Blanco Vino Blanco Vino Blanco

con Alcohol Desalcoholizado con Alcohol Desalcoholizado con Alcohol Desalcoholizado
(150mg/LS02) (150mg/LS02) (150mg/LS02) (150mg/L502) (150mg/Ls02) (150mg/L$02)

Condiciones incubacion:
PH:6,8,37°C, 120 rpm

Figura 3. Disposicion de los matraces y esquema de trabajo seguido para la fermentacion coldnica en estatico.

3.5. Analisis de la composicion microbiana

3.5.1 Recuentos microbianos en medios de cultivo

Inmediatamente después de la recogida, se realizaron diluciones seriadas de cada muestra
colonica en un factor de diez, y se sembraron en diferentes tipos de medio de cultivo,
empleando las condiciones que se muestran en la Tabla 2. Se emple6d la cabina de
anaerobiosis (BACTRON Anaerobic/Enviromental Chamber, SHELLAB) a 37°C para los
medios que requirieron esta condicioén de incubacion. Cumplido el tiempo de incubacion, se
realiz6 el recuento de las colonias con el contador SC6PLUS (Stuart, UK), expresando el

resultado en log UFC/mL. El analisis se llevo a cabo en triplicado para cada dilucion.

Tabla 2. Condiciones de incubacion utilizadas segun el medio de cultivo.

Medio de cultivo Microorganismo Tiempo y T° de incubacion
Ambiente aerobio
Tryptic Soy Agar (TSA) Aerobios totales 24h, 37°C
BBL CHROMAgar Staphylococcus spp. 48h, 37°C
Ambiente anaerobio
Wilkins-Chalgren (WC) Anaerobios totales 24°C, 37°C
MacConkey Agar Enterobacterias totales 24h, 37°C
Reinforced Clostridial Medium Agar (RCM) Clostridium spp. 48h, 37°C
MRS Agar (pH 5,4) Bacterias acido lacticas 48h, 37°C
Enterococcus Agar Enterococcus spp. 48h, 37°C
LAMVAB Lactobacillus intestinales 72h, 37°C
Bifidobacterium Agar Modified by Beerens Bifidobacterium spp. 72h, 37°C

3.5.2. Extraccion de ADN y secuenciacion del gen ARN ribosomal 16S

La extracciéon del ADN total de las muestras tomadas a los distintos tiempos de
fermentacion (Oh, 24h, 48h) y de los in6culos fecales iniciales de los 3 donantes, se llevo a
cabo utilizando el pellet bacteriano obtenido tras la centrifugacion, y el kit comercial Qiagen
Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo un protocolo optimizado
por el grupo de investigacion (47). Brevemente, el pellet de muestra fue resuspendido en

buffer de lisis preparado en el momento y se incubd 1h a 37°C en baio termostatizado
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Memmert (Schwabach, Alemania). Posteriormente, se afiadido buffer Inhibitex del kit
comercial templado a 37°C, pasando el contenido a un epperdorf de rosca estéril que contenia
1 perla de vidrio (~5mm de diametro) y arena de vidrio (~100mg, 0.1mm de didmetro). Se
llevo a cabo la lisis mecanica en el sistema homogeneizador de muestras Fast Prep (FastPrep-
24™ MP Biomedicals). Se centrifugd 1 minuto a 13000rpm y 4°C (Biofuge pico, Heraeus,
Alemania). Se recogid el sobrenadante resultante y se afiadié proteinasa K y buffer AL,
llevandose al bafio 15 minutos a 70°C. Se afiadi6 etanol de grado molecular y se continud
con el protocolo de purificacion utilizando las columnas del kit de extraccion y los buffers
de lavado segun las recomendaciones del fabricante. EI ADN se eluyé en 50uL de agua
Sigma (Sigma-Aldrich) atemperada, se incubé 1 minuto a temperatura ambiente y se
centrifugd 1 minuto a maxima velocidad a 4°C. La concentracion e integridad del ADN total
extraido se midio en el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y mediante
fluorimetria utilizando el Qubit 4 y el kit de deteccion dsDNA High Sensitivity (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific). Las muestras se normalizaron a una concentracion de Sng/uL y se
conservaron a -20°C hasta su andlisis. Para la secuenciacion del ADNr 16S se empled el
protocolo de dos pasos de generacion de librerias recomendado por la empresa Illumina®,
que consta de dos pasos de PCR: en una primera reaccion de PCR se amplifica parte de la
region V3-V4 del ADNr 16s, y en una segunda etapa se realizo una PCR para la union de los
indices que permiten posteriormente identificar correctamente las muestras de estudio. Se
llevo a cabo la secuenciacion en el equipo Illumina® MiSeq (Illumina®, San Diego,
California, EE.UU.), mediante una aproximacion “paired-end” con lecturas 2x300 pb (13).
Este equipo esta disponible en el CIAL (CSIC-UAM) en el servicio de la plataforma simgi-

Metagenomica, donde se llevaron a cabo estos andlisis por personal especializado.

3.6. Analisis de datos de secuenciacion

El anélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas en Illumina MiSeq se realizo en
RStudio utilizando el paquete DADAZ2 para el filtrado de calidad, eliminacién de quimeras,
ensamblaje de lecturas y generacion de variantes de secuencia de amplicon (ASVs) (48,49).
La asignacion taxonomica se llevd a cabo con el clasificador bayesiano de DADA2
empleando la base de datos Silva v.138.2 ((50), identificandose un total de 4875 ASVs. La

diversidad alfa se estim6 con los indices Observados, Shannon y Simpson, y la diversidad
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beta mediante disimilitud de Bray-Curtis y analisis NMDS, evaludndose los resultados a

nivel de filo y género bacteriano.

3.7. Evaluacion de la produccion de metabolitos microbianos durante la fermentacion
colonica en estatico
3.7.1. Andlisis de produccion de ion amonio

La produccion de i6n amonio se llevo a cabo empleando el kit Spectroquant Ammonium

Test (Merck, Alemania) (45). Los analisis se hicieron por duplicado.

3.7.2. Anadlisis de dacidos grasos de cadena corta

El analisis de acidos grasos de cadena corta y media (AGCC y AGCM), acético,
propidnico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico, caproico y caprilico, se llevd a cabo
por UPLC/MSTQD (AcquityTM UPLC, Waters Corporation, EE. UU.), previa
derivatizacion con 3-nitrofenilhidrazina (3-NPH), siguiendo un protocolo adaptado de Han
et al. (51) Las determinaciones se realizaron por duplicado, en las muestras recogidas a 0, 24
y 48 h de fermentacion colonica derivadas de cada uno de los vinos de estudio. Este analisis,
al igual que el del perfil de compuestos fenolicos (seccion 3.8.), se llevo a cabo por miembros

del grupo de investigacion.

3.8. Analisis del perfil fendlico

Se analiz6 el perfil de compuestos fendlicos en los vinos de partida (VBA y VBD), en
las muestras digeridas, y en los distintos tiempos de fermentacidon colonica, mediante
UPLC/MS de acuerdo con metodologias del grupo de investigacion (42,52). Los analisis se

realizaron por duplicado.

3.9. Analisis estadistico

Se llevd a cabo el andlisis estadistico utilizando el software XLSTAT Statistic para
Microsoft Excel, 2022.3.1 (Addisoft-SARL, EEUU). Se utiliz6 el andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, con una correccion posterior de Games-Howell, para estudiar las
diferencias entre VBA y VBD para los distintos tiempos en relacion con los recuentos

bacterianos, produccion de i6n amonio, y produccion de AGCC y AGCM. Este método se
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utiliz6 también para analizar las diferencias en la abundancia relativa de los taxones
obtenidos mediante secuenciacion del ADNr16S a nivel de filo y género. Ademas, en el caso
de los recuentos microbioldgicos se consideraron unicamente las diferencias que, ademas de
ser significativas estadisticamente, eran igual o superior a una unidad logaritmica (>1 log
UFC/mL), debido a las fluctuaciones propias de la evoluciéon microbiana durante la

fermentacién colonica.

4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacion inicial de los vinos utilizados en el estudio

Previo a la simulacion de la digestion, se llevo a cabo la caracterizacion de los vinos
objeto de estudio en relacion al contenido de SO;. Teniendo en cuenta las diferencias en la
concentracion de partida de sulfitos (Tabla 3), esperada por tratarse de vinificaciones
diferentes, y que el objetivo de este trabajo es poder comparar el efecto del SO» dependiendo
de la matriz del vino, tal y como se indico en la seccion 3.2. de M&M, se llevo a cabo el
dopaje del vino blanco desalcoholizado (VBD) siguiendo la estequiometria de reaccion con
K2S20s. Las concentraciones obtenidas se indican en la Tabla 3. Se observa una
concentracion similar de SO total entre los vinos de estudio (144 mg/L para el VBA y 137
mg/L para el VBD), si bien el vino desalcoholizado (VBD) presenté una concentracion
ligeramente superior de SO> libre (59 mg/L) en comparacion con su homodlogo con alcohol
(42 mg/L)

Tabla 3. Concentracion de SO, libre, combinado y total en mg/L en los vinos de partida, y el VBD dopado.

Concentracién de SO (mg/L) Vino Blanco Vino Blanco Vino Blanco Desalcoholizado
2 (mg Alcoholizado (VBA) Desalcoholizado (VBD) (VBD) dopado
SO, libre 42 24 59
SO, combinado 102 79 78
SO; total | 144 103 137

Posteriormente, se analizd la concentracion de polifenoles totales en ambos vinos de partida,
que se expreso en equivalentes de acido galico (Tabla 4), con valores similares para ambos
tipos de vino, que ademas se encuentran dentro de los rangos generales de polifenoles totales

en vinos blancos.

Tabla 4: Concentracion de polifenoles totales (mg/mL) en el vino de partida VBA y el VBD.

Equivalentes de acido galico (mg/mL) + Desviacion estandar
Vino Blanco Alcoholizado (VBA) 0,50+ 0,01

Vino Blanco Desalcoholizado (VBD) 0,47+ 0,01
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4.2. Cambios en el perfil de compuestos fenolicos del vino durante la digestion
gastrointestinal

Por otro lado, se analizaron los cambios en las principales familias de compuestos
fenolicos (flavan-3-oles, acidos hidroxicinamicos y acidos hidroxibenzoicos) presentes en
los VBA y VBD, tanto en los vinos originales de partida, como en los digeridos géstricos e
intestinales obtenidos durante la digestion en el simgi®. Como se aprecia en la Figura 4, los
acidos hidroxibenzoicos fueron los que se encontraron en mayor cantidad en ambos vinos
(VBA: 36,06£14,97ppm; VBD: 37,35+17,22ppm), seguidos por cantidades mucho menores
de acidos hidroxicinamicos (VBA: 6,42+1,16ppm; VBD: 5,77+0.99ppm) y flavan-3-oles
(VBA: 5,11+0,71ppm; VBD: 4,36+0,77ppm) La concentracion de estos compuestos fue
disminuyendo de forma progresiva a lo largo de la digestion gastrointestinal, de forma que
su concentracion al final de este proceso y antes de la fermentacion colonica resultdé muy
baja. En el caso de los flavan-3-oles, no se detectaron en el VBD al final de este proceso
(Figura 4A). Sin embargo, tras la fermentacion coldnica se observd un incremento del
metabolismo fendlico, especialmente de los acidos 4-hidroxifenilacético, 3-(3-
hidroxifenilpropidnico), y 3.,4-dimetoxifenilacético, con resultados dependientes del

voluntario (Figura Al).

Principales familias de polifenoles
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40 .
£ B Acidos hidroxibenzoicos
£ 30

20 IEELE ﬁ-._ B Acidos hidroxicindmicos
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Dig GastDig Gast Dig Dig
Intest  Intest

Figura 4. Concentracion (partes por millon, ppm) de las principales familias de polifenoles presentes en los

vinos del estudio, y su modulacién a lo largo de la digestion gastrointestinal en el simgi®.

4.3. Impacto de la digestion y fermentacion coldnica del vino blanco dependiendo de su
contenido en alcohol sobre la composicion de la microbiota colonica
4.3.1. Evaluacion mediante recuentos microbianos

En primer lugar, se analizaron mediante métodos dependientes de cultivo los posibles
cambios en la microbiota colonica tras la fermentacion colonica con ambos vinos (VBA y
VBD) a la misma concentracion de sulfitos. Para ello, se llevaron a cabo recuentos

microbianos en distintos medios de cultivo generales y selectivos. Esto permitio tener una
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primera aproximacion de la evolucion de las comunidades bacterianas a lo largo del ensayo
teniendo en cuenta la fraccion de estas que es cultivable. El andlisis de los resultados para
cada voluntario mostré6 cambios en la microbiota coldnica en funcion de cada donante,
aunque con algunas similitudes (Tabla A2). En general, en todos los voluntarios se observa
un incremento mantenido durante la fermentacion (24h y 48h) de aerobios totales y
Enterobacteriaceae en presencia de VBD. En los voluntarios 1 y 3, ademés el VBD
promueve un aumento de Clostridium spp. Para el VBA, se observa un incremento de estos
grupos a las 24h, sin embargo, a las 48h de fermentacion los niveles disminuyen o vuelven a
su estado inicial. Ambas matrices vinicas promueven un aumento de Staphylococcus spp. a
partir de las 24h, y de Enterococcus spp. especialmente a las 48h, sin embargo, no se observan
diferencias significativas de >1log UFC/ml entre ambas matrices. De forma aislada, en el
voluntario 1 y 3 se observa un aumento de bacterias del acido lactico en presencia de ambos

vinos, y en el 3, se observa un aumento de los recuentos de Bifidobacterium spp. (Tabla A2).

4.3.2 Perfil metataxonémico de la microbiota colonica

Si bien los recuentos por técnicas de cultivo microbiolodgico son un método validado y
que de forma rutinaria y sencilla permite monitorizar el proceso de fermentacion colonica in
vitro, presentan ciertas limitaciones, ya que aproximadamente el 75% de los
microorganismos de la microbiota intestinal no son cultivables, debido a sus estrictos
requerimientos (53). Por este motivo, se realizd el andlisis metataxondmico de las muestras
obtenidas en este estudio, permitiendo acceder no sélo a aquellas especies cultivables en
condiciones de laboratorio, sino también a la amplia diversidad microbiana no cultivable.

En cuanto a la biodiversidad microbiana, los resultados muestran cambios dependientes
del tipo de vino, asi como del voluntario (Figura A2). El VBA promueve un incremento de
los niveles de cepas distintas observadas o “Observed ASVs” para los voluntarios 1 y 2,
mientras que estos niveles se mantienen constantes durante la fermentacion en el voluntario
3. Por el contrario, el VBD conduce hacia un descenso en los ASVs observados en los
voluntarios 1 y 3 (Figura A2). Los gréficos de diversidad beta indican también una
modulacién diferencial dependiendo del tipo de vino y del voluntario (Figura A3).

A nivel de filo, se detectaron en las muestras del voluntario 1 hasta 9 filos bacterianos

distintos, mientras que en los voluntarios 2 y 3 se detectaron 7 filos (Figura 5, Tabla A3).
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En general, en los tres voluntarios ambos vinos aumentaron la abundancia relativa del filo
Pseudomonadota, siendo este efecto significativamente mayor en presencia del VBD,
condicion que también disminuy6 en mayor proporcion los niveles de los filos Bacteroidota
y Actinomycetota. Ademas, ambas matrices disminuyeron los niveles del filo Bacillota en las
primeras 24h en los voluntarios 1 y 3, y a las 48h en el voluntario 2, siendo mayor este efecto
también en presencia de VBD. Respecto a filos con menor abundancia relativa, los resultados
mostraron un incremento en los niveles de Thermosulfobacterota y Verrucomicrobiota en
presencia de ambas matrices, que fue menor en presencia de VBD en el voluntario 2; y en
los voluntarios 1y 3, respectivamente (Figura 5, Tabla A3).

En relacion a los resultados a nivel de género, los tres voluntarios mostraron una
respuesta similar a la fermentacion en presencia de VBA y VBD, aunque con un perfil
dependiente de cada voluntario y de su microbiota colénica inicial. En términos generales,
tanto el VBA y VBD promovieron un aumento en los niveles de Escherichia-Shigella,
Enterococcus, Alistipes, Klebsiella y Sellimonas, entre otros, y un descenso en numerosos
taxones destacando Bacteroides, Fusicatenibacter, Ruminococcus 'y Coprococcus (Tabla 6,
Tabla A4). Si nos centramos en las diferencias entre vinos para cada voluntario, en el
primero, se observo un incremento en los niveles de Escherichia-Shigella y Klebsiella més
evidente en presencia de VBD. Por el contrario, la fermentacion de VBD promovié un
descenso en las proporciones de numerosos taxones, destacando comensales y
microorganismos beneficiosos como Bifidobacterium, Dorea, Bacteroides, Streptococcus,
Ruminococcus y Coprococcus, entre otros (Tabla 6, Tabla A4). En el voluntario 2, se
observaron resultados similares en relacion al incremento en los niveles de Escherichia-
Shigella y Klebsiella en presencia del VBD, acompainados ademds en este caso por un
incremento importante en los niveles de Dorea y la disminuciéon de numerosos géneros
microbianos, que ademas de los ya observados en el voluntario 1, se acompafiaron por
Collinsella, Enterococcus, Blautia, Bilophila y Parasutterella. En este caso, los niveles de
Bacteroides se mantuvieron relativamente durante la fermentacion, aunque fueron menores
en presencia del VBD (Tabla 6, Tabla A4). Finalmente, en el voluntario 3 se observaron
también mayores niveles de Escherichia-Shigella en presencia del VBD, asi como una
disminucién en numerosos grupos ya visualizados en los voluntarios 1 y 2, y destacando en

particular Faecalibacterium, Acidaminococcus 'y Lachnoclostridium (Tabla 6, Tabla A4).
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Figura 5. Evolucién de la abundancia relativa a nivel de filo bacteriano en cada voluntario del estudio en los

distintos tiempos de toma de muestra (0, 24 y 48h) de las fermentaciones con VBA y VBD.

Tabla 6. Evolucion de la abundancia relativa a nivel de género para cada voluntario en los distintos tiempos de

toma de muestra de las fermentaciones con VBA y VBD. Se muestran los géneros con una abundancia relativa

media >1% en al menos un punto. En naranja claro se marcan aquellos géneros que presentan diferencias

significativas entre condiciones (VBA y VBD).

Voluntario 1

\ VBA*0h

VBD*0h

VBA*24h VBD*24h

VBA*48h

VBD*48h

Escherichia-Shigella 0.60 £ 0.06 ¢ 0.86 +0.07 b 2547+1.50a 30.83 +5.66a 29.80+2.48a 34.15+4.50 a
Bifidobacterium 0.34+0.03d 0.36+0.04d 1.02+0.04 b 0.67+0.09 ¢ 1.60 £ 0.09 a 0.86 +0.05 ¢
Bacteroides 15.84+0.26a 16.31+0.65a 15.02 +0.67 a 10.84 +0.54 ¢ 12.57+0.08 b 12.04 £ 1.61 be
Streptococcus 2.75+0.07b 2.84+0.16 b 2.71+0.13b 2.53+0.16b 340+0.18a 2.33+0.50b
Fusicatenibacter 5.84+0.09a 538+£0.34a 1.01 £0.09b 0.75 +0.06 ¢ 0.55+0.03d 0.61+0.07 cd
Dorea 3.46 +0.16 ab 3.71+0.13 ab 4.13+0.59a 1.29 + 1.10 be 0.71+0.21 ¢ 042+046¢
Phascolarctobacterium 1.56 £ 0.04 b 1.56 +0.12 b 2.46 £ 0.38 ab 3.09+0.04 a 0.49+0.19 ¢ 1.92+£0.16 b
Ruminococcus 8.62+0.48 a 8.55+0.22a 3.44+027b 237+£027c¢ 4.04+041b 2.42+0.29¢c
Klebsiella 0.00 + 0.00 b 0.00+0.01 b 0.03+0.02b 536+0.88a 0.00 £ 0.01 b 4.37+2.17 ab
Parabacteroides 0.41+£0.04 ¢ 0.49+0.03 ¢ 1.30+0.05b 1.09+0.14b 2.04+0.18a 1.51+£0.16 b
Gemmiger 2.10+0.07 a 2.00 +0.06 a 0.63 + 0.04 be 0.46 +0.05d 0.80 +0.08 b 0.53 +0.08 cd
Clostridium 0.06 +0.01 a 0.05+0.01 a 1.93+0.64 a 529+2.05a 0.19+0.06 a 0.93+0.27a
Coprococcus 227+0.12a 222+0.04a 0.67+0.07b 0.47+0.03 ¢ 0.61 +0.03 b 041+0.12¢
Erysipelotrichaceae UCG-003 1.534+0.10 a 1.60+0.11a 0.46 + 0.06 be 0.37 + 0.06 be 0.47 £0.03 b 0.36+0.03 ¢
Sellimonas 0.00 +0.00d 0.00 +0.00 e 0.76 £ 0.04 b 0.24+0.08 ¢ 1.74+0.12 a 0.67+0.16 b
Holdemanella 1.01+£0.06 a 1.01+0.09a 0.68 +0.13 ab 0.38+0.11b 1.11+0.19a 0.47 £ 0.09 b

Veillonella
Voluntario 2

0.06 + 0.02 ¢

0.06 + 0.01 ¢

1.74+0.41 a

0.62+0.18b

0.31+0.13 be

0.23 + 0.08 be

Escherichia-Shigella 0.13+0.02 ¢ 0.21 £0.04 ¢ 8.67+049a 6.98+135a 2.02+0.24b 7.39+1.80a
Collinsella 4.13+0.10b 3.90+0.34b 4.75+0.28 b 1.32+0.57¢ 5.78 £0.09 a 0.95+0.46 ¢
Bifidobacterium 20.73£0.65 a 19.85+045a 2025+1.19a 7.96+0.30¢ 1836 +0.35b 683+1.71¢
Enterococcus 0.25+0.04 ¢ 0.39+0.03d 5.86+0.55b 3.08+0.84 ¢ 10.75 £ 0.61 a 5.03 &+ 1.34 be
Bacteroides 6.12+0.27d 7.80+£0.30 ¢ 11.13+0.36 a 6.47+0.26d 9.16£0.24b 8.89 +0.76 be
Streptococcus 0.15+0.01 ¢ 0.20+0.05¢ 0.90+0.15a 0.35+0.08 be 1.01£0.12a 0.36 £0.02b
Fusicatenibacter 2.17+0.14a 2.13+0.03a 0.40 +0.05 b 0.25+0.01 ¢ 0.34+0.03 b 0.18 +£0.04 ¢
Alistipes 2.08 £ 0.06 ¢ 2.22+0.08 ¢ 435+0.15b 231+0.12¢ 531£0.16a 4.08+0.15b
Dorea 3.03+0.08 ¢ 2.92+0.03 ¢ 1.51 £ 0.06 d 20.79+2.01 a 0.41 +£0.07 e 8.67+0.44b
Blautia 9.65+0.04 a 8.51+£049a 3.53+0.38b 1.55+0.15¢ 3.33+£0.12b 1.28+0.25¢
Klebsiella 0.00 +£0.00 ¢ 0.00 +0.00 d 1.15+0.01b 2824+131a 0.67+£0.10 ¢ 26.64+1.03 a
Oscillibacter 0.14+0.02d 0.17+0.03d 1.42+0.09 a 0.49 +0.04 ¢ 0.48 £ 0.01 ¢ 0.80 +0.08 b
Parabacteroides 2.10+0.05d 2.39+0.13d 521+033b 2.72+0.40d 7.53+£025a 4.12+032¢
Bilophila 0.00 +0.00 d 0.00 +0.00 d 1.39+0.16 b 0.48 £0.23 cd 332£0.15a 0.86+0.18 ¢
Clostridium 0.07+0.01 b 0.06 + 0.03 be 0.01+0.01 ¢ 1.20+0.21a 0.01 £0.01 ¢ 0.01 £0.01 ¢
Enterocloster 0.61+0.02d 0.61+0.07d 323+0.16a 1.53£0.06 ¢ 2.56 £0.07b 1.50+0.12 ¢
Dialister 3.06+0.15a 2.96+0.18a 0.48 +0.04 ¢ 0.78 £ 0.08 b 0.23+0.03d 0.37 +0.08 cd
Parasutterella 0.91+0.02d 0.92+0.04d 5.07+0.09b 2.51+0.15¢ 6.56 £0.14 a 2.88+0.13 ¢
Lachnoclostridium 0.38+0.02b 0.44+0.04b 1.14£0.09 a 0.14+0.01 ¢ 1.70+0.22 a 0.16 £0.01 ¢
Flavonifractor 0.05+0.0l e 0.04+0.0l e 1.04 +0.03 b 0.35+0.03d 1.71+£0.09 a 0.53+0.03 ¢
UCG-002 1.30£0.07a 1.26 £0.03 a 0.37+0.05b 0.18+0.03 ¢ 0.54+£0.08 b 0.35+0.10 be
Sellimonas 0.28 £ 0.04 ¢ 0.30+0.05¢ 1.43£0.02a 0.20+0.03 ¢ 1.26 £0.06 b 0.19+0.07 ¢
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Tabla 6 (Continuacién). Evolucion de la abundancia relativa a nivel de género para cada voluntario en los
distintos tiempos de toma de muestra de las fermentaciones con VBA y VBD. Se muestran los géneros con una
abundancia relativa media >1% en al menos un punto. En naranja claro se marcan aquellos géneros que

presentan diferencias significativas entre condiciones (VBA y VBD).

Voluntario 3 ‘ VBA*0h VBD*0h VBA*24h ‘ VBD*24h VBA*48h VBD*48h
Escherichia-Shigella 3.14+033 f 471+031e 31.70+1.26 ¢ 48.65+1.55b 20.13+0.67d 56.16+1.75a
Collinsella 2.99 +£0.06 ¢ 2.79+0.05d 4.80+0.13b 2.16 +£0.26 de 6.66+0.05a 1.88+0.19¢
Bifidobacterium 247 +0.04 b 2.29 +0.10 be 4.62+0.12a 2.13+0.10¢ 4.01+035a 0.75+£0.02d
Enterococcus 0.11+0.01d 0.13+0.01d 3.38+0.13b 2.51+£0.09c 536+0.54a 231+£0.20c¢
Bacteroides 12.57+022a 12.12+0.20 a 7.06 +0.38 b 3.79+0.14 ¢ 7.93+0.30b 3.46+024 ¢
Agathobacter 6.89+025a 7.18+020a 0.13+0.01 ¢ 0.17+0.02b 0.02+0.02d 0.02+0.02d
Alistipes 2.83+0.20c 2.88+0.05¢ 391+031b 7.04+037a 6.68+0.11a 6.55+045a
Blautia 447+0.16a 4.58+0.06a 1.48+0.15¢ 0.85+0.09d 2.23+0.26b 0.68 +£0.02 d
Faecalibacterium 18.62+0.21a 18.58+0.27 a 4.11+0.28b 3.01+0.19¢ 3.02+0.19¢ 1.83+0.26d
Phascolarctobacterium 0.47+0.05¢ 0.48 +0.00 ¢ 440+0.11b 6.30+0.28a 4.00+0.53 b 4.58+0.15b
Oscillibacter 0.21 £0.04 ¢ 0.19+0.02¢ 244+0.11a 1.39+0.09b 2.06 +0.31 ab 1.65+0.14b
Parabacteroides 1.19+0.10 cd 1.16 +£0.06 d 2.40+0.18a 1.42+0.05¢ 296+0.23a 1.82+0.08 b
Acidaminococcus 0.04+0.01d 0.03+0.01d 2.50+0.10b 1.67+0.11 ¢ 534+031a 243+0.11b
Coprococcus 1.39+0.12a 1.33+0.12a 0.12+0.02b 0.03+0.02 ¢ 0.08 + 0.03 be 0.01+£0.01c
Parasutterella 0.25+0,03d 0.22+0.03d 1.16 £ 0.07 b 0.65+0.07 c 1.68 £0.07 a 0.84+0.11¢
Lachnoclostridium 0.29+0.06 ¢ 0.33 +0.04 be 1.13+0.08 a 0.48+0.07 b 1.25+0.02a 0.34 + 0.05 be
UCG-002 1.48+0.15a 1.31+0.08a 0.34+0.04b 0.17+0.04 ¢ 0.30+£0.03b 0.22 +0.05 be
Mediterraneibacter 2.11+0.06a 2.12+0.03a 1.14+0.05b 0.44+0.06 ¢ 0.61 +0.06 ¢ 0.17+0.03d
Sutterella 0.23+0.02d 0.22+0.02d 1.56 + 0.05 ab 1.24+0.18 be 1.81+£0.19a 1.23+£0.09¢
Sellimonas 0.01+0.02d 0.01+0.01d 0.93+0.03b 0.48+0.03 ¢ 1.32+0.04 2 0.42+£0.09 ¢
[Eubacterium] eligens group 1.27+£0.07 a 1.30£0.07 a 0.21 £0.03 be 0.14+£0.03 ¢ 0.26 £0.03 b 0.18£0.02 ¢
Extibacter 0.13 +0.00 cd 0.09 +0.02 d 0.93+0.04a 0.31+0.05b 1.11+£0.10a 0.24 +0.04 be

4.4. Efectos sobre la microbiota colonica a nivel funcional
4.4.1 Produccion de dacidos grasos de cadena corta y media

En relacién con el estado funcional de la microbiota colonica, medido en funcién de su
capacidad para producir metabolitos como AGCC y AGCM, en todos los casos se observa
que la fermentacion en presencia de ambos vinos (VBA y VBD) produce un incremento
importante en la produccion de AGCC a partir de las 24h, un efecto esperado teniendo en
cuenta el proceso de la fermentacion colonica. Si nos centramos en las diferencias entre
vinos, el vino desalcoholizado (VBD) promueve una mayor produccién de acido acético por
parte de la microbiota coldnica en los tres voluntarios (Figura 6, Tabla AS). Los resultados
en el caso de los acidos butirico y propidnico son dependientes del donante, de forma que se
observa una mayor produccion para el VBD en los voluntarios 1 y 2, mientras que en el 3
estos niveles varian dependiendo del tiempo de fermentacion, observandose menores niveles
a las 48h en comparacion con el VBA (Figura 6). El isobutirato y 2-metil butirato se
encontraron en concentraciones menores frente a ambos tratamientos, como puede

observarse en la Tabla A5 (Anexo).
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Figura 6. Concentraciones de acidos acético, propionico y butirico (mg/L) para cada voluntario en los distintos

tiempos de toma de muestra de la fermentacion con digerido de VBA y VBD.

4.4.2. Produccion de ion amonio

Los resultados mostraron que la fermentacién en presencia de ambos vinos produce un
aumento sostenido y similar de la produccion de amonio a partir de las 24h, excepto en el
voluntario 3, en el que se observa un ligero descenso a las 48h en presencia de VBA. En los
tres voluntarios, la produccién de amonio parece ser mayor en respuesta a la presencia de

VBA en comparacion con el VBD (Figura 7) (Tabla A6).

Voluntario 1 Voluntario 2 Voluntario 3
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Figura 7. Concentracion de amonio evaluada en cada voluntario a las Oh, 24h y 48h de fermentacion con VBA
y VBD.
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5. DISCUSION

Los sulfitos se emplean tradicionalmente como aditivos con el fin de prevenir el deterioro
de alimentos por microorganismos indeseados y favorecer su conservacion gracias a sus
efectos antimicrobianos y antioxidantes. Con el avance de la industrializacion, la exposicion
a los sulfitos ha incrementado notablemente, y en ciertos individuos se ha descrito
sensibilidad y manifestaciones clinicas asociadas a estos aditivos (3,8,54). Sin embargo, los
mecanismos responsables de estas reacciones no se conocen completamente, y
especificamente el estudio de la interaccion de los sulfitos con la microbiota intestinal
humana, es un aspecto necesario en la investigacion cientifica. En este contexto, el vino
representa un modelo de especial interés. Es una de las bebidas en las que el uso de sulfitos
resulta indispensable para su conservacion, a la vez que es una matriz compleja que combina
etanol y compuestos bioactivos con potencial efecto a nivel intestinal. Basandonos en un
trabajo reciente del grupo de investigacion en el que se empled vino tinto como modelo (13),
y puesto que no existen antecedentes que analicen los efectos del vino blanco sobre la
microbiota intestinal, ha surgido el disefio del presente estudio in vitro, en el que hemos
evaluado el impacto de la digestion gastrointestinal de los sulfitos presentes en el vino blanco
sobre la microbiota intestinal humana, considerando la influencia de la presencia o ausencia
de alcohol en la matriz y utilizando una dosis equivalente de sulfitos totales.

La caracterizacion en bodega de los vinos utilizados en el estudio mostré que el vino
desalcoholizado presentaba una menor concentraciéon de SO> libre y total. El proceso de
desalcoholizacion del vino puede modificar, entre otros parametros, el contenido de SO,
dependiendo de las técnicas utilizadas, el grado de reduccion de alcohol, la variedad de vino
y el contenido inicial de SO en la matriz. De hecho, se ha descrito que la desalcoholizacion
de vinos de la variedad Verdejo puede reducir significativamente el contenido de SO total
en el vino (55). Esto coincide con lo observado en nuestro estudio, en el que la concentracion
inicial de sulfitos en el vino desalcoholizado era aproximadamente la mitad en comparacion
con su homologo con alcohol.

Para poder comparar ambas matrices, se iguald la concentracion de sulfitos totales
dopando el vino desalcoholizado. Aunque el ajuste fue exitoso en términos de concentracion

global, la adicion de sulfitos provoco un incremento de la fraccion libre de SO, sin modificar
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la fraccion combinada. Este efecto se relaciona con el equilibrio quimico del SO: en el vino,
presente en tres formas: molecular (SO-), bisulfito (HSOs") y sulfito (SOs*"), siendo la
molecular o “libre” la mas activa desde el punto de vista antimicrobiano y antioxidante (56).
La proporcion de estas formas depende del pH y de la capacidad de la matriz para reaccionar
con compuestos como aldehidos y azucares. Sin embargo, dicha capacidad es limitada: una
vez saturados los sitios de union, el SO- adicional permanece principalmente en su forma
libre (57). En consecuencia, tras el dopaje se observé un aumento de la fraccion libre sin
cambios en la combinada. Esta diferencia es relevante, dado que la fraccion libre de SO: es
mas reactiva y biodisponible, lo que podria explicar y potenciar los efectos observados
durante la fermentacion colonica del vino desalcoholizado (56). Ademas, a concentraciones
similares de SO; total, la fraccion libre fue ligeramente superior en el vino desalcoholizado,
debido probablemente a diferencias en la matriz vinica, que también podrian marcar un efecto
diferente sobre la microbiota.

Por otro lado, y como era de esperar, ambos vinos blancos presentaron una concentracion
inicial de polifenoles relativamente baja en comparacion con la encontrada en vinos tintos,
lo que se explica por las diferencias en el proceso de elaboracion: en los vinos blancos no se
realiza una maceracion prolongada con la piel de la uva, lo que limita la extraccion de
compuestos fenolicos (58). Tras la simulacion de la digestion gastrointestinal, la
concentracion de polifenoles disminuy6 significativamente en ambos vinos blancos, en
concordancia con estudios previos en el simgi®, donde este efecto se atribuyé en parte a la
dilucion del proceso (35,45). Resultados similares también se observaron en el estudio de
Relafo de la Guia et al., (13) en el que la simulacion de la presencia de SO» en el vino tinto
en condiciones comparables también report6 un descenso, si bien una fraccion importante y
diversa de polifenoles alcanz6 la etapa de fermentacién coldnica, debido a la mayor
concentracion inicial de estos compuestos en el vino tinto (13). Por otro lado, en el presente
estudio, los polifenoles que alcanzaron la etapa de fermentacion colonica fueron convertidos
a metabolitos fenolicos de bajo peso molecular, aunque en comparacion con el trabajo de
Relano-de la Guia (13), las concentraciones detectadas fueron mucho menores, sin
diferencias claras aparentes entre las dos matrices de vino blanco.

En relacion a los cambios en la microbiota, durante la fermentacion colonica en presencia

de vino blanco con alcohol (VBA) y desalcoholizado (VBD) (ambos con dosis similares de
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SO2 total) se observd un impacto diferencial en la composicion microbiana intestinal,
condicionado en parte por el estado basal de cada voluntario. Esto concuerda con la elevada
variabilidad inter- e intraindividual descrita en la literatura, que explica las diferencias
observadas entre participantes y la diversidad de respuestas ante intervenciones dietéticas
(59,60). No obstante, de forma general, se observo una tendencia comun en los tres donantes.
Los analisis de recuento microbiano y metataxondmicos, evidenciaron un aumento de
patobiontes y microorganismos asociados a efectos negativos, principalmente del filo
Pseudomonadota (géneros Escherichia-Shigella y Klebsiella), acompafiado de un descenso
de comensales y taxones beneficiosos como Bacteroides, Ruminococcus y Coprococcus.
Estos hallazgos concuerdan con estudios previos en los que se empled vino tinto con bajo
contenido en polifenoles (45) e incluso vino sintético con SO> (13). A concentraciones
similares de SO total, el efecto fue més acusado en el vino blanco desalcoholizado (VBD),
donde se detectd un descenso de la biodiversidad microbiana y un incremento mas
pronunciado de Escherichia-Shigella y Klebsiella, géneros vinculados con procesos
inflamatorios y diversas patologias intestinales y extraintestinales (61). Paralelamente, se
observo una reduccion mas marcada de Bacteroidota y Bacillota, junto con una disminucioén
de multiples géneros asociados a efectos beneficiosos, entre ellos Bacteroides, Blautia,
Faecalibacterium, Ruminococcus, Coprococcus 'y Dorea. Sin embargo, estos efectos fueron
mas evidentes en el caso del vino blanco desalcoholizado, en el que los resultados mostraron
un impacto aparentemente mas negativo sobre la microbiota intestinal.

En cuanto a los efectos funcionales sobre la microbiota coldnica, ambos vinos blancos
promovieron un aumento de la produccion de AGCC durante la fermentacion, en linea con
lo descrito previamente para el vino tinto (13,35,45), aunque en niveles mas bajos debido a
la menor concentracion de polifenoles, considerados los principales precursores en estas
condiciones (26,62). Este incremento fue especialmente notable en la produccion de acido
acético en el vino desalcoholizado, mientras que no se observaron diferencias relevantes en
el resto de AGCC. Como marcador adicional de la actividad metabolica microbiana, se
evaluo la produccion de amonio, metabolito derivado del catabolismo proteico, cuyo
aumento se asocia con desequilibrio microbiano, proliferacion de patobiontes y efectos
inflamatorios o nocivos sobre la salud (63—65). En nuestro estudio, ambos vinos blancos

incrementaron la produccion de amonio, lo que era esperable dado que en las fermentaciones
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en batch las fuentes de carbohidratos fermentables suelen agotarse entre las 2448 h,
favoreciendo el metabolismo proteico. No obstante, la produccion de amonio fue menor en
el vino desalcoholizado, posiblemente debido a diferencias en su composicion y a los
cambios asociados en la microbiota que condicionaron la transicién al metabolismo proteico.

Teniendo en cuenta el conjunto de resultados, la fermentacion coldnica de los vinos
blancos, con y sin alcohol, produjo cambios en la composicién y funcionalidad de la
microbiota intestinal humana, en parte, dependiente del tipo de vino. Una posible explicacion
es la concentracion ligeramente mayor de SO: libre observada tras el dopaje en el vino
desalcoholizado, en comparacioén con su homoélogo con alcohol. Dado que el SO: libre es la
fraccion responsable de la accion antimicrobiana (56), su mayor disponibilidad podria
justificar el impacto diferencial sobre la microbiota. Aunque en el trabajo previo se sugirid
que los polifenoles del vino tinto ejercen papel protector frente a los efectos negativos de los
sulfitos, probablemente mediante su interaccion con el SO: (13), la menor concentracion y
diversidad fendlica en el vino blanco limitaria esta capacidad de combinacion con el SO: y
favoreceria una mayor proporcion de fraccion libre, capaz de interactuar directamente con la
microbiota y ejercer efectos bacteriostaticos o bactericidas (56). Ademas, los polifenoles
también se han asociado con un posible efecto protector frente al alcohol en el vino tinto (66).
En este contexto, la menor presencia de polifenoles junto con la mayor proporcion de SO2
libre en el vino blanco desalcoholizado podrian explicar los efectos observados en la
fermentacion colonica de esta matriz. Sin embargo, hay que tener en cuenta que este estudio
se ha realizado con un modelo de simulacion in vitro que, aunque reproducible y controlado,
no puede reproducir por completo la complejidad del entorno intestinal humano. Es por ello
que los datos obtenidos deben considerarse preliminares y requerirdn ser confirmados
mediante nuevos ensayos in vivo para validad su relevancia fisioldgica. Aun asi, este estudio
representa la primera aproximacion de este tipo aplicada a vinos blancos, lo que refuerza su

interés en la investigacion sobre la sensibilidad a los sulfitos.

CONCLUSIONES
1. El uso combinado del simulador gastrointestinal dindmico simgi® y fermentaciones
colonicas en estatico, permitid reproducir el proceso de digestion y fermentacion

intestinal de la presencia de SO> en dos matrices vinicas, vino blanco con alcohol y su
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homologo desalcoholizado. En general, la presencia de sulfitos se asocidé con una
disminuciéon de la biodiversidad microbiana y una modulacion diferencial de las
comunidades bacterianas dependiente tanto de la matriz vinica como del donante.

El estudio reveld una fuerte variabilidad interindividual en la respuesta microbiana al
SO,, tanto en términos de biodiversidad alfa y beta como en la abundancia relativa de
filos y géneros bacterianos. No obstante, se observaron patrones comunes, como el
aumento de taxones oportunistas o patobiontes (por ejemplo, Escherichia-Shigella,
Klebsiella, Enterococcus) y la reduccion de géneros beneficiosos (Bacteroides,
Bifidobacterium, Ruminococcus, Faecalibacterium), efectos que fueron mas
pronunciados en la matriz desalcoholizada.

Las diferencias observadas entre las dos matrices vinicas sugieren que el vino
desalcoholizado genera un impacto microbiano mas profundo, que podria estar
relacionado con una mayor proporcion de SO libre en esta matriz, derivada de las
reacciones quimicas en ausencia de etanol, lo que a su vez podria influir en la interaccion
con la microbiota.

La baja concentracion de polifenoles en ambas matrices puede limitar su posible efecto
protector frente al impacto de los sulfitos, lo que explicaria las diferencias observadas
respecto a estudios previos con vinos tintos, en los que estos compuestos atenuan los
efectos negativos del SO, sobre la microbiota.

Junto con los cambios en la composicion microbiana, ambas matrices modificaron la
funcionalidad de la microbiota intestinal, promoviendo un aumento global en la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), en particular 4cido acético, y una
reduccién del metabolismo proteico, reflejada en menores niveles de produccion de
amonio en presencia de vino desalcoholizado. Estos efectos funcionales también

mostraron variabilidad interindividual y una dependencia del tipo de vino.
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ANEXOS

Tabla Al. Limites de presencia de SO, para vino blanco convencional establecidos en la UE y paises externos.

Region/ Pais Limite de SO, total (mg/L) Fuente
- 200 mg/L (si el contenido de sustancias
reductoras <4g/L)
UE - 300 mg/L (si el contenido de sustancias | OIV, Compendium of international methods of wine and
reductoras >4g/L) must analysis (2025)
- 400mg/L excepcionalmente en vinos blancos
dulces
Estados Unidos 350 mg/L Alcohol and Tobacco Tax and Trade Bureau (TTB)
Canada 350 mg/L Canadian Food Inspection Agency (CFIA)
Austrzillizlfdljueva 250 mg/L Food Standards Australia New Zealand (FSANZ)
Chile 300 mg/L Servicio Agricola y Ganadero (SAG)
Argentina 210 mg/L Instituto Nacional de la Vitivinicultura
Sudafrica 200-250 mg/L Department of Agriculture
China 200-300 mg/L GB Standards
Japon 350 mg/L Japanese Food Sanitation Act
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Figura A1. Concentracion (partes por millon, ppm) de los principales metabolitos de polifenoles en los distintos
tiempos de fermentacion para cada voluntario.
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Tabla A2. Diferencias observadas en los recuentos microbianos en placa para cada voluntario (V1, V2, V3) en
los distintos tiempos de fermentacion. En verde se sefialan los resultados que muestran diferencias significativas
y un Alog(UFC/mL) > 1 respecto a la otra matriz vinica en el mismo tiempo; y en rosa aquellos resultados que
muestran diferencias significativas, pero sin Alog >1.

VBA*0h 6.18+0.04d |6.74£0.05d 8.27+0.08 bc | 4.77+0.05d | 4.85+£0.16¢c | 7.71 £0.06c ] 4.97+0.01 ¢ 4.25+0.04a | 6.32+0.09 ab
VBA*24h 8.51+0.10a | 8.46+0.05a 8.45+0.07a | 556+0.07c | 6.35+0.08a |8.67+0.12a ] 6.43+£0.05a 435+0.06a | 6.41+0.04a
VBA*48h 6.35+£0.09¢ [639£0.25d 7.92+0.08d |631£0.10a | 636+£0.06a |7.54+0.10a | 6.33+£0.13ab | 4.11£0.04b | 6.36+0.03 ab
VBD*0h 6.44+0.08¢c |649+0.11d 8.17+0.05¢c |473+£0.05d |482+0.14c |7.60+0.04d | 480+0.02d 435+0.05a |643+0.07a
VBD*24h 8.37+0.05ab | 8.54+0.05a 8.37+0.06ab | 5.56+0.10c ] 6.22+0.17ab | 8.60+0.11a ] 6.36+£0.19ab | 4.34+0.05a | 6.39+0.05 ab
VBD*48h 8.38+0.03b |820£0.07b 8.31+0.06b | 6.12+0.05b ] 6.10+0.11b | 8.19+0.04b ] 6.20£0.10b 3.17+0.07¢c | 6.29£0.06b
VBA*0h 593+0.04e [539£0.04¢ 8.27+0.08a |529+0.04c |7.44+004a |8.15+0.11b ]5.67+0.05¢ 2.97+£0.08b | 7.65+0.08a
VBA*24h 7.14+£0.05¢c | 6.77+0.06 ¢ 8.28+0.04a |5.12+0.12¢ | 6.56+0.04d | 7.57+0.08c ] 6.87+£0.05a 3.04+0.15ab | 7.42+0.03 b
VBA*48h 6.80+0.08d | 5.09£0.23 ¢ 7.46+0.04b | 6.85+0.04a | 6.80+0.06b |7.28+0.12d ] 6.92+0.06a 2.81+0.13b | 7.19+0.03d
VBD*0h 6.00+0.10e |595£0.05d 8.44+0.06a |527£0.02c |7.53+0.10a |831+0.24ab|592+0.12b 298+0.10b | 7.71£0.06 a
VBD*24h 8.19+0.10a | 7.93+0.01 a 8.46+0.12a | 5.52+0.09b | 6.60+0.09cd | 839+0.07a ] 6.92+0.09a 3.23+£0.12a | 7.41+£0.12 bc
VBD*48h 7.51+0.05b | 7.63+0.01b 8.25+0.09a | 6.88+0.03a | 6.72+0.03bc | 8.37+0.05a ] 6.95+£0.08a 3.03+£0.13ab | 7.27 +0.07 cd
VBA*0h 7.01+£0.09¢e |6.73+0.05d 8.18+0.06b | 5.54+0.06bc | 5.78£0.06¢c | 7.28+0.08c ] 5.44+0.06 d 3.40£0.11¢c | 6.57+0.06d
VBA*24h 7.44+0.04c |7.18£0.14¢ 8.17+0.08 bc | 5.57£0.06bc | 6.58£0.08a | 7.75+0.08b | 6.53£0.04a 3.67+0.03b | 7.42£0.06b
VBA*48h 7.35£0.04d ]7.34+0.20¢c 8.02+0.06¢c | 643+0.06a | 6.45+0.08ab | 7.59+0.08b | 6.50+0.03a 2.15+£025e |7.29+0.02¢
VBD*0h 7.10+£0.04e | 6.79+0.02d 8.14+0.06 be | 5.54+0.04c | 5.70+£0.07¢c | 7.30+0.05¢ ] 5.58+£0.07 ¢ 3.53+£0.07¢c | 647+0.07d
VBD*24h 8.65+0.03a |858+0.05a 8.61+0.02a |563£0.05b |624+0.13b |8.77+0.08a | 6.27£0.15b 4.02+0.11a | 7.55+0.04a
VBD*48h 8.40+0.04b |8.38+0.08b 8.58+0.02a |6.18£0.15a | 6.26+0.15b |8.72+0.05a | 6.30£0.08b 3.01+£0.07d |7.41£0.03b




Tabla A3. Evolucion a nivel de filo de la abundancia relativa para cada voluntario en los distintos tiempos de
toma de muestra (Oh, 24h, 48h) en respuesta al VBA y VBD. Los datos se expresan en forma de media y
desviacion estandar en %.

Voluntario 1 VBA*0h VBD*0h VBA*24h VBD*24h VBA*48h VBD*48h
Pseudomonadota 1.50+0.10 ¢ 1.77+0.11 ¢ 3033+ 1.72b 41.34+4.54 ab 34.69£2.65b 43.84+1.96 a
Actinomycetota 475+0.22b 4.53 £0.24 be 5.10+0.38 ab 3.83+0.30¢ 5.60+025a 3.52+094 ¢

Bacillota 7415+ 033 a 73.61+0.82a 43.15+057b 37.74+4.61 ¢ 39.28+2.63 ¢ 33.29+231d

Bacteroidota 19.19+0.30 a 19.68 +0.75 a 18.82 + 0.94 ab 1472+ 047 ¢ 16.86 +0.27b 16.12 +2.02 be

Thermodesulfobacteriota 0.34+£0.03 ¢ 0.32+0.06 ¢ 1.87+0.15b 2.00+0.14b 2.88+0.07a 2.86+0.28 a
Verrucomicrobiota 0.05+0.00 ¢ 0.06+0.02 ¢ 0.65+0.07 a 0.34+0.08 b 0.53 + 0.06 ab 0.32£0.10 be
Synergistota 0.00+0.00 b 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b 0.03+0.01 a 0.00 + 0.00 b
Fusobacteriota 0.00 £ 0.00 a 0.00 £ 0.00 a 0.08 £ 0.06 a 0.01 £0.01 a 0.13+£0.06a 0.03+£0.04a
Patescibacteria 0.01 £0.01 a 0.01 £0.01 a 0.00 £ 0.00 a 0.00 £ 0.00 a 0.00 £ 0.00 a 0.00£ 0.0l a

Voluntario 2
Pseudomonadota 1.04+0.02d 1.14+0.04d 15.06+0.59 b 38.00+2.60 a 9.32+0.10c 37.25+2.01 a
Actinomycetota 2527+0.63 a 24.15+0.76 a 2537+126a 9.44+0.88 b 24.92+0.37a 8.05+2.13b

Bacillota 47.46+0.70 a 45.67+0.63 a 35.72+0.28 be 38.98+1.51b 38.69+0.24b 32.83+3.39¢

Bacteroidota 26.21+0.46b 29.01+0.53a 22.25+0.79 ¢ 13.03+0.19d 23.39+045¢ 20.89 +2.61 ¢

Thermodesulfobacteriota 0.01+0.00d 0.02+0.00d 1.41+0.16 b 0.49+0.23 cd 338+0.17a 0.89+0.20 ¢
Verrucomicrobiota 0.00 + 0.00 a 0.00 +£0.00 a 0.18+0.18a 0.05+0.06a 027+020a 0.08+0.05a
Patescibacteria 0.01 +0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 a 0.01 +0.01 a 0.00 + 0.00 a

Voluntario 3 VBA*24h VBA*48h VBD*48h
Pseudomonadota 3.71+£035f 526+029¢ 3446+ 1.17¢ 50.78 £ 1.40 b 23.76 £0.70 d 58.48+1.76 a
Actinomycetota 5.88+0.09¢ 545+0.13d 9.91+021b 4.65+0.34d 11.56 £0.25 a 3.10+022¢

Bacillota 72.97+0.50 a 72.35+0.46 a 41.33+0.60 ¢ 31.86+0.69 d 46.16 £ 0.22 b 26.08+1.16 ¢

Bacteroidota 17.30 £ 0.17 ab 16.79+£0.25b 13.75+0.73 ¢ 12.50+0.40 ¢ 18.05+0.43 a 12.13+0.73 ¢

Thermodesulfobacteriota 0.00+0.00 a 0.01+£0.00 a 0.01+0.0l a 0.00+0.01 a 0.01 +£0.00 a 0.01+0.01 a
Verrucomicrobiota 0.13+0.02b 0.13+£0.03b 0.53+0.042a 0.20+£0.04b 0.46 +0.13 ab 0.20+£0.03b
Patescibacteria 0.00 +0.00 a 0.00 +0.00 a 0.00 +0.00 a 0.00 +0.00 a 0.00+0.00 a 0.00 +0.00 a
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Tabla A4. Evolucion a nivel de género de la abundancia relativa para cada voluntario en los distintos tiempos
de toma de muestra (Oh, 24h, 48h) en respuesta al VBA y VBD. Los datos se expresan en forma de media y

desviacion estandar en %.

Voluntario 1 VBA*0h VBD*0h VBA*24h VBD*24h VBA*48h VBD*48h
Escherichia-Shigella 0.60 +0.06 d 0.86+0.07d 2547+1.50¢ 30.83 £5.66 b 29.80+2.48 b 34.15+4.50a
Collinsella 244+0.16a 2.31+0.19a 2.85+0.19a 2.15+0.28a 2.13+0.15a 1.48 £0.62 a
Bifidobacterium 0.34+0.03d 0.36 £0.04d 1.02+£0.04 b 0.67 +0.09 ¢ 1.60 + 0.09 a 0.86 +0.05 ¢
Enterococcus 0.01£0.02b 0.00 £ 0.00 b 0.71£0.16 a 0.78£0.15a 1.18+0.22a 1.07£0.19a
Bacteroides 15.84+£0.26a 16.31 £0.65a 15.02+0.67 a 10.84 +£0.54 ¢ 12.57£0.08 b 12.04 £ 1.61 be
Agathobacter 13.38+0.32a 13.07+042a 1.87+042b 1.20£0.31 be 0.75+0.14 ¢ 0.70+0.25¢
Streptococcus 2.75+0.07b 2.84+0.16b 2.71+0.13b 2.53+0.16b 340+0.18 a 2.33+0.50b
Fusicatenibacter 5.84+0.09 a 538+034a 1.01 £0.09 b 0.75+0.06 ¢ 0.55+0.03d 0.61 +0.07 cd
Alistipes 1.70 £ 0.06 a 1.69£0.13 a 2.32+027a 2.62+£0.39a 1.92+0.11a 2.32+022a
Dorea 3.46+0.16 ab 3.71+0.13 ab 4.13+0.59a 1.29 £ 1.10 be 0.71+021¢ 0.42+0.46 ¢
Blautia 4.90+0.37 a 521+021a 1.65+0.09b 1.30 £ 0.22 be 1.20+0.15¢ 1.08+£0.23 ¢
Faecalibacterium 6.87+0.14a 6.68£0.28 a 2.05+0.55b 222+0.83b 1.50+£042b 1.73+£0.37b
Phascolarctobacterium 1.56 £ 0.04 b 1.56 +0.12 b 2.46 £0.38 ab 3.09+0.04a 0.49+0.19 ¢ 1.92+£0.16 b
Ruminococcus 8.62+048a 8.55+0.22a 3.44+027b 237+027¢c 4.04+041b 242+0.29¢
Klebsiella 0.00 +0.00 b 0.00+0.01 b 0.03+0.02b 536+0.88a 0.00 +0.01 b 437+2.17a
Oscillibacter 0.30£0.03b 0.29+0.04 b 1.48 £ 0.49 ab 0.94 £ 0.41 ab 2.43+0.65a 1.59+0.16 a
Parabacteroides 0.41+0.04 c 0.49+0.03 ¢ 1.30£0.05b 1.09+£0.14b 2.04£0.18a 1.51£0.16 b
Gemmiger 2.10+0.07 a 2.00+0.06 a 0.63 £ 0.04 bc 0.46 + 0.05 d 0.80+0.08 b 0.53 £ 0.08 cd
Bilophila 0.32+0.03 ¢ 0.31+0.05¢ 1.78 £ 0.14 b 1.94+0.15b 2.41+0.05a 264+025a
Clostridium 0.06 £0.01 ¢ 0.05+£0.01 ¢ 1.93+0.64b 529+2.05a 0.19+0.06 ¢ 0.93+£0.27c¢c
Enterocloster 0.17£0.02b 0.15+0.03b 322+0.34a 505+192a 335+0.12a 6.14+1.16a
Anaerobutyricum 0.57+0.13 a 0.51£0.08a 0.07+0.02 b 0.04+0.01 b 0.05+0.01 b 0.02+0.02b
Coprococcus 227+0.12a 222+0.04a 0.67£0.07 b 0.47£0.03 ¢ 0.61£0.03b 041£0.12¢
Parasutterella 0.13£0.02b 0.14+0.01 b 2.71+0.59a 1.81+0.31a 2.64 +0.60 a 1.69+0.23 a
Lachnoclostridium 0.31+0.05¢ 0.31+0.05¢ 0.83 +0.09 ab 0.58 +0.12 be 0.94+0.05a 0.80 + 0.28 abc
Ruthenibacterium 0.02+0.01 ¢ 0.01 +£0.01 ¢ 0.37+0.07b 0.34+0.06 b 0.69 +0.03 a 0.42+0.05b
Erysipelotrichaceae UCG-003 1.53+£0.10a 1.60+0.11 a 0.46 £ 0.06 bc 0.37 £ 0.06 bc 0.47+0.03 b 0.36+0.03 ¢
Flavonifractor 0.03+£0.01 ¢ 0.04+0.00 ¢ 0.41 +£0.12 ab 0.33+0.03b 0.54+£0.05a 0.38 + 0.08 ab
UCG-002 1.73+£0.13a 1.73 £0.09 a 0.52+0.19b 0.83 £0.52 ab 1.25+0.82 ab 1.19+0.52 ab
Mediterraneibacter 1.46+£0.05a 1.52+£0.04a 0.54+0.16 b 0.44+0.30b 0.35+0.02b 0.14 +£ 0.06 b
Roseburia 2.68+0.09a 2.63£0.10a 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b
Sutterella 047+0.03a 0.46 +0.04 a 0.92+040a 1.13+045a 1.20+0.55a 0.93+0.28a
Sellimonas 0.00 +0.00d 0.00 £ 0.00 e 0.76 + 0.04 b 0.24+0.08 ¢ 1.74+0.12 a 0.67£0.16b
Senegalimassilia 0.67+0.04a 0.61 + 0.05 ab 0.35+0.01 ¢ 0.29+0.02d 0.51+£0.03b 0.34 +0.10 cd
[R“"””"C";Zi{) gauvreautt 0.60+0.01 a 0.57+0.05a 0.05+0.01 b 0.04 % 0.03 be 0.00+0.01 ¢ 0.00 +0.00 ¢
Akkermansia 0.05+0.00 ¢ 0.06 +0.02 ¢ 0.65+0.02a 0.34+0.08 b 0.53 £ 0.06 ab 0.32+0.10 bc
L"””“””gfjj; NK4A136 0.68+0.03a 0.67+0.02a 0.03£0.02b 0.02+0.02b 0.00 +0.00 b 0.00 +0.00 b
Holdemanella 1.01 £0.06 a 1.01£0.09a 0.68 +0.13 ab 0.38+0.11b 1.11+0.19 a 0.47£0.09b
Massiliprevotella 0.99+0.01 a 0.95+£0.05a 0.00+0.01 b 0.01+0.01b 0.00 +0.00 b 0.00+0.01 b
Lachnospira 1.02+£0.07 a 1.09+0.08 a 0.23+0.03b 0.20+0.01 b 0.16£0.03b 0.16£0.04 b
Intestinimonas 0.08+0.02 ¢ 0.09£0.01 ¢ 0.45+0.04 b 0.27 +£0.10 be 0.73£0.06 a 0.39 4+ 0.15 be
Extibacter 0.00 +0.00 e 0.00 +0.00 0.32+0.02b 0.10+0.03 d 0.56 + 0.08 a 0.22+0.04 ¢
Lachnospiraceae UCG-010 0.15+0.01 ¢ 0.15+0.01 ¢ 0.52+£0.12 ab 0.76 £0.12a 0.32 +0.07 bc 0.23 £ 0.10 be
Veillonella 0.06 £0.02 ¢ 0.06 £0.01 ¢ 1.74+ 041 a 0.62+0.18b 0.31£0.13 be 0.23 £ 0.08 be
Colidextribacter 0.06 £0.01 b 0.06 +0.02 b 0.70+0.21a 0.22 £ 0.06 ab 0.45+0.06 a 0.07+0.01b
Megasphaera 0.00 £ 0.00 a 0.00£0.00 a 0.01 £0.01 a 0.03£0.0l a 0.00 £ 0.00 a 0.71£0.82a
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Tabla A4. (Continuacién). Evolucion a nivel de género de la abundancia relativa para cada voluntario en los
distintos tiempos de toma de muestra (Oh, 24h, 48h) en respuesta al VBA y VBD. Los datos se expresan en
forma de media y desviacion estandar en %.

Voluntario 2 VBA*0h VBD*0h VBA*24h VBD*24h VBA*48h VBD*48h
Escherichia-Shigella 0.134+0.02¢c | 0.21+0.04c | 8.67+049a | 6.98+1.35a | 2.02+024b | 7.39+1.80a
Collinsella 4.13+£0.10b | 3.90+0.34b | 4.75+£0.28b | 1.32+0.57¢c | 5.78+0.09a | 0.95+0.46 ¢
Bifidobacterium 20.73+0.65a [ 19.85+0.45a | 2025+ 1.19a | 7.96+0.30c | 1836+0.35b | 6.83+1.71c
Enterococcus 0.25+0.04e | 0.39+0.03d | 5.86+0.55b | 3.08+0.84c [ 10.75+0.61 a [ 5.03 +1.34 bc
Bacteroides 6.12+0.27d | 7.80+0.30c | 11.13+0.36a | 6.47+0.26d | 9.16+£0.24b | 8.89 +0.76 bc
Agathobacter 0.69+0.04a | 0.90+0.11a | 0.11£0.01b | 0.06+0.02¢ | 0.12+0.01 b [ 0.08 +0.02 bc
Streptococcus 0.154+0.0lc | 0.20+£0.05¢c | 0.90+0.15a | 0.35+0.08bc [ 1.01 +0.12a | 0.36+£0.02b
Fusicatenibacter 2.17+£0.14a | 2.13+0.03a | 040£0.05b | 0.25+0.01c | 0.34+0.03b | 0.18+0.04¢c
Alistipes 2.08+0.06¢c | 2.22+0.08¢c | 435+0.15b | 2.31+0.12¢c | 531+0.16a | 4.08+0.15b
Dorea 3.034+0.08¢c | 2.92+0.03¢c | 1.51+0.06d | 20.79+2.0la | 041+0.07¢ | 8.67+0.44b
Blautia 9.65+0.04a | 851+049a | 3.53+0.38b | 1.55+0.15¢ | 3.33+£0.12b | 1.28+0.25¢
Faecalibacterium 12.67+0.38a | 11.91+0.38a | 2.09+0.12b | 1.95+£0.24b | 1.60+0.13b | 2.10+0.38b
Ruminococcus 0.00£0.00a | 0.06+0.05a | 0.01£0.0la | 0.16+0.18a | 0.02+0.0la | 493+225a
Klebsiella 0.00+0.00e | 0.00+£0.00d | 1.15+0.01b [2824+1.3la| 0.67+0.10c | 26.64+1.03a
Oscillibacter 0.14+0.02d | 0.17+0.03d | 1.42+0.092a | 049+0.04c | 048+0.0lc | 0.80+0.08 b
Parabacteroides 2.10+0.05d | 2.39+0.13d | 521+0.33b | 2.72+0.40d | 7.53+0.25a | 4.12+0.32¢
Gemmiger 0.88+0.0la | 0.92+0.07a | 0.39+£0.02b | 0.10+0.02d | 0.49+0.04b | 0.25+0.03 ¢
Bilophila 0.00+0.00d | 0.00+0.00d | 1.39+0.16b | 0.48+0.23 cd [ 3.32+0.15a | 0.86+0.18 ¢
Clostridium 0.07+0.01b [ 0.06+0.03bc | 0.01+0.0lc | 1.20+0.21a | 0.01+0.0lc | 0.01+0.0l ¢
Enterocloster 0.61+0.02d | 0.61+0.07d | 3.23+0.16a | 1.53+£0.06¢c | 2.56+0.07b | 1.50+0.12¢
Dialister 3.06+0.15a | 296+0.18a | 0.48+0.04c | 0.78£0.08b | 0.23+0.03d | 0.37+0.08 cd
Parasutterella 091+0.02d | 0.92+0.04d | 5.07£0.09b | 2.51+0.15¢c | 6.56+0.14a | 2.88+0.13 ¢
Lachnoclostridium 0.38+0.02b | 044+0.04b | 1.14+0.092a | 0.14+£0.01c | 1.70+0.22a | 0.16+0.01 ¢
Erysipelotrichaceae UCG-003 | 0.93+0.05a | 0.93+0.07a [ 0.07+£0.02b | 0.04£0.01bc | 0.11£0.03b | 0.02+0.01 ¢
Anaerostipes 1.624+0.03a | 1.41+0.10a | 0.01£0.02b | 0.01 +0.0lb [ 0.00£0.00b | 0.00+0.00 b
Flavonifractor 0.05+0.0le | 0.04+0.0le | 1.04+£0.03b | 0.35+0.03d | 1.71+0.09a | 0.53+£0.03 ¢
UCG-002 1.30+0.07a | 1.26+0.03a | 0.37+0.05b | 0.18+0.03¢c | 0.54+0.08b [ 0.35+0.10 bc
Segatella 15.12+0.10a [ 15.69+0.43a | 0.67+0.03b | 0.79+0.15b | 0.06+0.02b | 2.54+2.10b
Sellimonas 028+0.04c | 0.30+0.05¢c | 1.43+0.02a | 0.20+£0.03¢c | 1.26+0.06b | 0.19+0.07 ¢
Barnesiella 0.50+0.0la | 0.54+0.07a | 0.51+0.0la | 0.36+0.03b | 0.54+0.02a | 0.55+0.03 a
Faecalimonas 0.09+0.0lc | 0.08+0.01c | 0.68+0.03a | 0.48+0.05b | 0.53+0.06b [ 0.20+0.15bc
Intestinimonas 0.23+0.02b | 0.23+£0.02b | 0.90+0.02a | 0.39+0.10b | 0.66 +0.11 ab | 0.82 + 0.23 ab
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Tabla A4. (Continuacién). Evolucion a nivel de género de la abundancia relativa para cada voluntario en los
distintos tiempos de toma de muestra (Oh, 24h, 48h) en respuesta al VBA y VBD. Los datos se expresan en
forma de media y desviacion estandar en %.

Voluntario 3 | VBA*0h VBD*0h VBA*24h VBD*24h VBA*48h VBD*48h
Escherichia-Shigella 3.14+033f | 471+031e [31.70+1.26c¢c | 48.65+1.55b | 20.13+0.67d | 56.16 +1.75a
Collinsella 2.99+0.06¢c | 2.794+0.05¢ | 480+0.13b [ 2.16+0.26cd | 6.66+£0.05a | 1.88+0.19d
Bifidobacterium 247+0.04b [2.29+0.10bc | 4.62+0.12a | 2.13+0.10c | 401+0.35a | 0.75+£0.02d
Enterococcus 0.11+0.01d | 0.13+0.01d | 3.38+0.13b | 2.51£0.09¢c | 536+0.54a | 231+£0.20¢c
Bacteroides 12.57+0.22a | 12.12+0.20a | 7.06+0.38b | 3.79+0.14¢c | 7.93+030b | 3.46+0.24¢
Agathobacter 6.89+025a | 7.18+£0.20a | 0.13+0.0l¢c | 0.17+0.02b | 0.02+0.02d | 0.02+0.02d
Fusicatenibacter 551+0.14a | 557+0.03a | 0.97+0.06b | 0.83+£0.03b | 0.62+0.06b | 0.48+0.05b
Alistipes 2.83+0.20c | 2.884+0.05¢ | 3.91+0.31b | 7.04+0.37a | 6.68+0.11a | 6.55+045a
Dorea 1.65+0.08a [ 1.60+0.06a | 0.73+0.06b | 1.06+0.31ab | 0.27+0.02b | 0.30+0.13b
Blautia 447+0.16a | 4.58+0.06a | 1.48+0.15¢ | 0.85+0.09d | 2.23+0.26b | 0.68 +0.02 d
Faecalibacterium 18.62+0.21a | 18.58+0.27a | 4.11+0.28b | 3.01+0.19¢ | 3.02+0.19¢c | 1.83+£0.26d
Phascolarctobacterium 047+0.05¢c | 0.48+£0.00c | 440+0.11b | 6.30+£0.28a | 4.00+£0.53b | 4.58+0.15b
Ruminococcus 3.94+0.10a | 3.69+0.17a | 0.05+0.01b | 0.10+£0.02b | 0.08+0.06b | 0.06+0.02b
Oscillibacter 021+0.04c | 0.194+0.02¢c | 244+0.11a | 1.39+0.09b | 2.06+031ab | 1.65+0.14b
Parabacteroides 1.194+0.10cd | 1.16£0.06d | 2.40+0.18a | 1.42+0.05¢c | 2.96+0.23a | 1.82+0.08 b
Gemmiger 0.97+0.03a | 0.95£0.02a | 0.31+£0.04b | 0.16£0.04c | 0.42+0.05b | 0.19+0.04¢c
Clostridium 0.20+0.01b [ 0.20+0.0lb | 0.10£0.01¢c | 0.63+0.07a | 0.07+0.01d | 0.15+0.03 bc
Acidaminococcus 0.04+0.01d | 0.03+£0.01d | 250£0.10b | 1.67£0.11¢c | 534+031a | 243+0.11b
Enterocloster 0.11+0.01b | 0.13+£0.02b | 0.89+0.05a | 1.20£0.14a | 0.96+0.09a | 1.09+0.11a
Dialister 0.87+0.03a | 0.84+0.10a | 0.15+0.02b | 0.12+0.02b | 0.15+0.01b | 0.10+0.01b
Coprococcus 1.39+0.12a | 1.334+0.12a | 0.12+0.02b | 0.03+0.02¢ | 0.08+0.03bc | 0.01+£0.01¢
Parasutterella 0.25+0,03d | 0.22+0.03d | 1.16+0.07b | 0.65+0.07¢ | 1.68+0.07a | 0.84+0.11 ¢
Lachnoclostridium 0.29+0.06¢c | 0.33+0.04bc | 1.13+0.08a | 0.48+0.07b | 1.25+0.02a | 0.34 +0.05 bc
Erysipelotrichaceae UCG-003 0.93+0.08a | 0.83+£0.02a | 0.20£0.03b | 0.14+0.01b | 0.26+0.04b | 0.16+0.03b
Flavonifiactor 0.02+0.01d | 0.01+0.01d | 0.39+£0.03b | 0.22+0.04c | 0.55+0.04a | 0.21+£0.03¢c
UCG-002 1.48+0.15a | 1.31+£0.08a | 0.34£0.04b | 0.17£0.04c | 0.30+£0.03b | 0.22 +0.05 bc
Mediterraneibacter 2.11+0.06a | 2.124+0.03a | 1.14+£0.05b | 0.44+£0.06¢c | 0.61£0.06¢c | 0.17+0.03d
Roseburia 0.97+0.05a | 0.97+0.06a | 0.01+0.01b | 0.01+0.01b | 0.00+0.00b | 0.00+0.00b
Sutterella 0.23+0.02d | 0.22+0.02d | 1.56+0.05ab | 1.24+0.18 bc | 1.81+£0.19a | 1.23+0.09¢
Sellimonas 0.01+0.02d | 0.01+0.01d | 0.93+0.03b | 048+0.03¢c | 1.32+0.04a | 0.42+0.09¢
Faecalimonas 0.05+0.01c | 0.05+0.01c | 0.50+0.04b | 0.74+0.06a | 0.04+0.03cd | 0.01 +0.02d
Akkermansia 0.08+0.02¢ | 0.09+0.0l bc | 0.50+0.04a | 0.19+0.04b | 0.39+0.11 ab | 0.15+0.03 bc
Lachnospiraceae NK4A136 group | 2.35+0.08a | 2.37+0.09a | 0.27+0.02b | 0.31£0.07b | 0.28+0.06b | 0.16+0.02 b
Turicibacter 0.51+0.04a | 0.52+0.04a | 0.17£0.02b | 0.09£0.02¢c | 0.27+0.04b | 0.08+0.02 ¢
Lachnospira 0.71+0.03a | 0.76+£0.04a | 0.08+0.01b | 0.04+0.02bc | 0.05+0.03bc | 0.04+0.01c
Intestinimonas 0.09+0.01d | 0.10+0.02d | 0.60+0.04b | 043+0.02¢c | 0.89+0.08a | 0.62+0.05b
[Eubacterium] eligens group 1.274+0.07a | 1.30£0.07a | 0.21£0.03bc | 0.14£0.03¢c | 0.26+0.03b | 0.18£0.02 ¢
Family XIII AD3011 group 0.18+0.02¢ | 0.15+0.04c | 0.64+0.02b | 020+0.04c | 0.73+£0.03a | 0.25+0.03 ¢
Extibacter 0.13+0.00cd | 0.09+0.02d | 0.93+0.04a | 031+0.05b | 1.11+0.10a | 0.24 +0.04 bc
Lachnospiraceae UCG-010 0.16+0.01b | 0.14+0.00b | 0.73+0.05a | 0.71£0.05a | 0.21+0.01 b | 0.53 +0.28 ab
Christensenellaceae R-7 group 0.75+0.06a | 0.77+£0.01a | 025+0.03¢c | 0.16+0.03d | 0.47+0.02b | 0.22 +0.02 cd
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Tabla AS. Concentraciones medias detectadas (en mg/L) y desviacion estandar de acidos grasos de cadena
corta y media en los distintos tiempos de fermentacion con VBA y VBD. Los datos se muestran para cada
voluntario (V1, V2 'y V3). En rosa se marcan los resultados que presentan diferencias significativas respecto al

tiempo anterior.

VBA*0

VBD*(

VBA*24

VBD*24

VBA*48

VBD*48

VBD*24

2983.41 +£335.40 a

1684.49 + 260.47 b

Acético 17246 £2.63 ¢ | 204.41 £2091 e | 1737.83 £ 137.86 ¢ | 2517.60 £265.47b | 2329.42 +166.19 b | 3290.96 + 126.53 a
Propioénico 3191+051¢ 44.78 £ 6.27 ¢ 667.68 £ 75.65b 724.37+93.16 b 756.74 £ 54.80 b 955.96 + 13.24 a
Iso-Butirico 448+0.18¢ 4.80+0.29¢ 37.66 +4.10 b 18.07+2.03 ¢ 85.26 £4.58 a 47.63 +£2.06 b

Butirico 3024+ 1.51b 34.59+3.44b 23381 +6.16a 226.10 £24.96 a 27248 +61.01 a 330.74 £ 50.45 a

2-metil-butirato 226+0.14¢ 2.80+0.38¢ 39.91+4.61b 21.13+144c 66.74 £5.39 a 4343 +0.71b
Iso-Valérico 1.73+0.11e 222+027e¢ 28.11 +3.68 b 11.18+1.59 ¢ 54.67+491 a 31.37+3.06 b

Valérico 3.69+0.19¢ 4.10+£0.50 ¢ 31.84 £ 29.00 be 1595+ 11.86 ¢ 14134+ 13.48 a 102.4+11.08 b
Iso-caproico 0.00 +0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 2.41+0.60b 5.28 +1.44 ab 2.86+0.20b 6.40+0.95a

Caproico 4.98+0.19a 5.75+0.46a 531+055a 4.79+0.64 a 6.24+0.63 a 6.24+0.53a

Caprilico 0.50+0.04 a 0.68+0.04 a 0.44+0.04 a 0.50+0.04 a 0.59+0.04 a 1.11+0.63 a

VBD*48

3452.32£71.86a

VBA*0

VBD*0

VBA*24

VBD*24

VBA*48

Acético 245+£17.63d | 267.17+591d | 1921.84+64.91 b
Propidnico 33.04+1.45¢ 39.71+1.90d 516.21 =3.84 ab 513.85+10.69 ab 428.04 +59.58 b 657.91 £64.30 a
Iso-Butirico 3.79+0.19b 3.72+0.13b 7416 +1.63 a 61.31+14.50 a 62.86+9.82 a 76.40 £5.38 a
Butirico 14.04 +£0.92d 14.34+0.20d 331.83£5.76b 378.98 = 27.06 ab 268.31 +42.40 b 45783 +3421a
2-metil-butirato 1.68 +0.09 b 1.79+0.06 b 51.92+0.40a 4471+ 11.01 a 4381 +6.26a 53.64+533a
Iso-Valérico 1.25+0.14b 1.11+£0.06 b 46.04+0.28 a 36.96+9.43 a 39.13+5.65a 43.5+593a
Valérico 2.18+0.06 b 2.31+0.10b 59.32+3.05b 92.53 +36.36 ab 57.66 +5.10 b 131.05+2.47 a
Iso-caproico 0.00 £ 0.00 a 0.00+0.00 a 1.88+0.12a 1.92+0.62a 145+037a 241 +1.15a
Caproico 0.86+0.13b 0.97+0.06 b 1.21+0.05b 1.62 +0.52 ab 0.87+0.16b 2.57+0.09a
Caprilico 0.46 + 0.08 be 0.54+0.03b 0.31+0.06 ¢ 0.36 +0.06 ¢ 0.27+0.03 ¢ 1.35+0.09 a

VBD*48

Acético 22438 +2220e | 23497+579e | 1588.54 +£99.15¢c | 2499.72 +249.84 ab | 2102.20 + 56.28 b | 2818.87 + 124.68 a
Propiodnico 29.16+525¢ 35.05+0.74 ¢ 630.32 +54.06 b 941.72+109.61 a | 719.83£58.85ab | 469.73 +35.06 ¢
Iso-Butirico 4.93+£0.27¢ 4.96+0.13 ¢ 19.71+1.69 ¢ 23.10+234 ¢ 33.93+3.05b 46.42+2.16a

Butirico 2041+ 1.44c¢ 21.48+0.40c¢ 199.83 +16.02 a 257.40+21.30a 237.96 +7.08 a 217.62+11.27a

2- metil-butirato | 2.68 +0.10 d 2.81+0.10d 2343+1.86b 26.24+2.73 b 40.94+4.80a 4634+ 1.11a
Iso-Valérico 1.80+0.12d 1.99+0.09d 1293+ 091 b 1321+ 1.47b 23.79+297a 25.55+0.38a

Valérico 3.62+0.16d 379+0.15d 11539+9.49b 12893+ 11.76 b 187.21+42.73 b 357.61 +10.05 a
Iso-caproico 0.00 +0.00 d 0.00+0.00 d 2.61+0.15¢ 6.84+041a 3.24+0.10b 7.76 £0.54 a

Caproico 6.08+0,25b 6.40+0.23 b 1048 +1.56 b 17.68 £0.35 b 61.06 +46.56 b 349.92 +£3.88 a

Caprilico 1.13+0.09b 1.32+£0.05b 0.79+0.05b 091+0.14b 2.18+1.33b 3476 £2.77 a
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Tabla A6. Concentraciones de amonio (en mg/L y mg totales) y desviacion estandar detectados en los distintos
tiempos de fermentacion en presencia de VBA y VBD. Los datos se muestran para cada voluntario por separado
(V1,V2,V3). En rosa se marcan los resultados que presentan diferencias significativas entre presencia de VBA
y VBD para el mismo tiempo.

VBD*48h
129.26 +1.30 b

VBD*24h

VBA*48h
153.37+6.55a

VBA*24h |
146.35 + 8.03 ab

VBA*0h | VBD*0h |

125.56 +6.59 b

Amonio (mg/L)

VBA*0h
22.19+1.95¢

VBD*0h
26.37+2.14 ¢

7.61+£042a
VBA*24h
200.03 + 12.23 a

6.53 + 0.34 ab
VBD*24h
144.90 + 12.90 b

6.90 £0.29 a
VBA*48h
212.83 +6.50 a

5.82+0.06 b
VBD*48h
120.86 +2.86 b

Amonio (mg)

Amonio (mg/L)

1.33£0.12d
VBA*0h |
23.55+2.26¢

1.58+0.13 d
VBD*0h |
25.80 + 1.68

10.40 + 0.64 a
VBA*24h
204.56+9.12 a

7.54%0.63 b
| VBD*24h
14231 + 16.83 b

9.58£0.29a
VBA*48h
154.58 +5.37b

5.44+0.13 ¢
VBD*48h
147.69 £4.40 b

Amonio (mg)

1.41+0.14 ¢

1.55+0.10 ¢

10.64 +0.47 a

7.40 +0.87 b

6.96+0.24 b

6.65+0.20 b
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Figura A2. Cambios en los indices de alpha-diversidad durante la fermentacion colonica en presencia de
VBA y VBD para los tres voluntarios. A) Voluntario 1. B) Voluntario 2. C) Voluntario 3.
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Figura A3. Cambios en los indices de beta-diversidad (representados por NMDS) durante la fermentacion
colonica en presencia de VBA y VBD para los tres voluntarios. A) Voluntario 1. B) Voluntario 2. C)

Voluntario 3.
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