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Camina continuamente, avanza sin parar; no te
pares en el camino, no retrocedas, no te desvies.
El que se para no avanza. El que anora el pasado
vuelve la espalda a la meta. El que se desvia
pierde la esperanza de llegar. Es mejor ser un cojo
en el camino que un buen corredor fuera de él.

San Agustin de Hipona

(Sermon 169, 18)
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Summary

Wine production is one of the oldest and most ingrained biotechnological
process in human history worth more than 4 billion euros in 2016. In the last
years, this ancient industry started a new era to adapt production to the interests
of consumers, who demand high quality natural and organic wines. The
employment of clear-cut methods of cultivation, harvesting and fermentation, as
stated within the framework of the “EU No 203/2012 of 8 March 2012” and the
use of indigenous yeasts from their cultivars and wineries, guarantee the
production of wines with unique flavor and aroma qualified by the
region's ‘“terroir’. The focus of this work has been the study of the indigenous
yeasts isolated from the wineries Aster and Diaz Bayo from Ribera del Duero
(P.D.O). One thousand two hundred indigenous yeasts from the cellar and
grapes of the wineries were isolated and characterized using molecular
standardized methods (ITS-RFLP and sequencing of D1/D2 regions). Then, 43
wild yeasts were characterized using AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) molecular markers obtained with seven primer pairs fluorescent
labelled (FAM or HEX). Using the species and strain specific AFLP alleles
amplified with two primer sets (S and J) a database was created for the
identification of wine yeasts in must samples, without the use of microbial
cultures. In addition, fermentation experiments using Tempranillo’s commercial
wort were carried out with selected wild strains in order to observe their
influence in the production of organic compounds determining the wine
aroma. Three yeast strains, Lty, Mp; and Hu,, standed out since they produced
ethyl hexanoate, ethyl octanoate and 2-phenylethanol, which contribute to the

fruity (banana, peach notes) and floral (rose notes) aromas in Tempranillo wine.
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I. Introduccién

1. EL VINO

En el B.O.E. del 11 de julio de 2003, el vino se define como: “el alimento
natural obtenido por fermentacién alcohdlica, total o parcial, de uva fresca,

estrujada o no, o de mosto de uva”.

Esta definicion puede completarse si se tiene en cuenta que desde un punto
de vista microbiologico el proceso de produccion del vino tinto implica dos
fases: la fermentacién alcohdlica y la fermentacion malolactica, ambas llevadas
a cabo por un conjunto heterogéneo de microorganismos (levaduras, bacterias
y hongos filamentosos) que interactian activamente entre ellos (Fleet, 2007;
Fleet y col., 2007; Fugelsang y Edwards, 2007; Moreno-Arribas y Polo, 2005).

1.1.1. Historia del vino

Los historiadores sitian el origen del vino en una regién de Oriente
Préximo que comprende los territorios de Irak, Iran y Armenia, donde se han
encontrado restos de vasijas datadas entorno a los afios 6.000 y 8.000 a.C.
Debido quizas a su efecto embriagador, la mayoria de los pueblos de la
Antigledad otorgaron al vino propiedades divinas y le hicieron un hueco en
su mitologia: los egipcios se lo atribuyeron a Osiris (dios de la resurreccion);
los griegos le entregaron una divinidad propia, Dionisio (dios del vino); e
incluso los judios consideran a Noé el primer viticultor. El apogeo de su
expansion se alcanzé a través del Imperio Romano y se potencié con el
Cristianismo, puesto que alli donde habia un monasterio fue sembrada la vid

para la produccion de vino liturgico (Standage, 2006).

En Espanfa, sin embargo, el origen del vino no esta tan claro. Algunos
historiadores atribuyen su importacion a los Tartessos (sur de Espafa) en
torno al afio 2200 a.C., mientras que otros se los atribuyen a los Pdnicos en
el s. V a.C., posiblemente por las técnicas de regadio que introdujeron en la
peninsula. Sobre lo que no hay ni ha habido disputa, es sobre la gran calidad

de los vinos que dan nuestras tierras. Este hecho quedd demostrado con la
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necesidad del edictum de pretiis maximis del emperador Diocleciano en el s.
IV, documento en el que se recogia la regularizacion comercial de productos
como el vino y que evitd la quiebra de los bodegueros italicos por causa de

los caldos iberos (Johnson y Diéguez, 2005).

1.1.2. El vino en numeros

Segun la Organizacion Internacional del Vino (OIV), el consumo de vino
en el periodo 2015-2016 fue de 239 millones de hectdlitros (capacidad del
embalse del Villar, Madrid), siendo los paises de mayor consumo EEUU,
Francia e Italia, mientras que Espafia alcanzd, junto a Argentina, la séptima
posiciéon. No obstante, durante este mismo periodo, Espafia alcanzé la
tercera posicion como productor, con 37,8 millones de hectdlitros (259
millones producidos a nivel mundial), por valor de 4,1 billones de euros (OIV,
2016).

1.2 LA DENOMINACION DE ORIGEN

La produccion de vino no se reparte de forma equitativa en Espafa, ya que
desde finales del siglo XIX y principios del XX se impulso la clasificacion de los
vinos por Denominacién de Origen (D.O.), es decir, la produccién de vino en
regiones delimitadas, bajo una estricta normativa y que se ajusta a ciertas
caracteristicas. En Espafa son mas de 60 las D.O. establecidas, habiéndose
trabajado a lo largo de este estudio Unicamente con la D.O. Ribera del Duero
(Ecoldgica, 2015).

1.2.1. D.O. Ribera del Duero

La zona de Ribera del Duero (Figura 1) tiene una tradicion vitivinicola muy
antigua, como demuestra el mosaico romano del s. V encontrado en Bafios
de Valdearados en 1972 (Pefin, 2011), pero no fue reconocida como

Denominacién de Origen hasta el 21 de Julio de 1982 de mano del Ministerio
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de Agricultura, Pesca y Alimentacién (Duero, 2013). Las caracteristicas y
normativa que hacen unica a esta D.O. fueron reflejadas en el B.O.E. del 10
de diciembre de 1992 y actualizadas en el B.O.C. y L. del 25 de octubre de
2006. Bajo esta normativa, durante el periodo 2014-2015, se comercializaron
58,8 millones de litros en Espafia y 8,4 millones en el extranjero,
representando la suma de ambos volumenes el 5,8% del volumen total de
vino comercializado por Espafia (MAGRAMA, 2016).

El presente estudio fue desarrollado en colaboracion con las bodegas
Aster y Diaz Bayo, pertenecientes a esta Denominaciéon de Origen y
localizadas en las areas de La Horra y Aranda de Duero (Burgos)

respectivamente.

Figura 1. Mapa de la region que ocupa la D. O. Ribera del Duero.
1.2.2. Vitis vinifera var. Tempranillo

Las variedades que se cultivan de Vitis vinifera en la D.O. Ribera del Duero
son: Tempranillo, Cabernet Sauvignon, Merlot, Malbec, Garnacha Tinta y
Albillo, siendo esta ultima la unica variedad blanca. La mas abundante y
relevante es la variedad Tempranillo, que supone el 20,9 % de los cultivos
vitivinicolas espafioles y el 95 % de la D.O. Ribera del Duero (Ramos y col.,

2015). En otras regiones de Espana, se ha bautizado con diferentes nombres
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como Cencibel, Tinto Fino, Tinto del Pais o Tinta de Toro (Mufioz-Organero
y col., 2001).

Debido a su distribucién geografica y a su heterogénea nomenclatura, la
variedad Tempranillo de Vitis vinifera fue considerada durante mucho tiempo
un ejemplo de planta con un origen genético diferente pero con
caracteristicas fenotipicas similares (Cabello y col., 1993). Haciendo uso de
marcadores moleculares AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos
Amplificados por PCR), Cerbera y colaboradores demostraron que la
variabilidad genética de esta especie era menor de lo que era su diversidad
geografica (Cervera y col., 2002; Cervera y col., 2001). De hecho se ha
comprobado que las vides de Tempranillo introducidas en Ameérica por los
colonizadores espafioles en el s. XVII, han mantenido su herencia genética
(Martinez y col., 2003).

Figura 2. Vitis vinifera var. Tempranillo.

La uva Tempranillo (Figura 2) debe su nombre a su temprana maduracion,
hecho que conlleva una sensibilidad mayor a las heladas primaverales y al
ataque de oidios, acaros y polillas del racimo. Se caracteriza por un ciclo
vegetativo corto, contrariamente al resto de uvas mediterraneas, y un fruto
uniforme de gruesa piel con bayas de color azul oscuro en racimos de forma
cilindrica y compactos. El mosto de uva producido por este grano es

equilibrado en azucar, color y acidez, aunque esta ultima suele ser reducida.



I. Introduccién

Ademas, presenta una alta concentracién de taninos, siendo una uva que se
conserva de una manera excepcional y con una exclusiva carga polifendlica
que hace que admita muy bien la madera. Los vinos obtenidos con estos
potentes mostos se caracterizan por un intenso color rojo rubi y por aromas
tipicos a tabaco, vainilla, cuero, hierba, bayas y ciruelo (Lucena y col., 2005).
Como sefalaban Clarke y Rand (Clarke y Rand, 2001): “para obtener
elegancia y acidez de la Tempranillo, se necesita de un clima fresco, pero
para conseguir niveles altos de azucar y las gruesas pieles que dan el color
intenso, se necesita calor’. Esta es la climatologia del verano en la regién de
la Ribera del Duero, con temperaturas medias de 21 °C, maximas de 40 °C y
minimas de 16 °C, lo que proporciona las condiciones Optimas para la

produccion de esta uva (Robinson y Robinson, 2006).

1.3. LA FERMENTACION ALCOHOLICA DEL MOSTO DE UVA

La fermentacion alcoholica del mosto de uva es un proceso bioquimico en
el que las levaduras metabolizan los azucares del mosto transformandolos en
etanol y dioxido de carbono, al tiempo que se producen gran cantidad de otros
productos metabdlicos que influyen en gran medida en la calidad y complejidad
del vino (Fleet y Heard, 1993a; Fugelsang, 1997). El 6ptimo desarrollo de este
proceso depende de la composicion del mosto, de los parametros limitantes
de la fermentacidon como son la aireacion o la temperatura, y de las levaduras

que lo llevan a cabo.

1.3.1. Composicion del mosto

El mosto de uva es un medio bastante complejo, que ademas de los
azUcares que necesitan las levaduras durante la fermentacion, contiene una
gran variedad de compuestos quimicos caracteristicos que pueden influir en
la cantidad y tipo de levaduras presente en él y en su crecimiento a lo largo

del proceso fermentativo. Los principales componentes del vino son:



* Azucares: los monosacaridos son los compuestos mas abundantes
después del agua, siendo los mas destacados la glucosa y la fructosa,
que se encuentran en concentraciones similares y representan entre el
20-25% de todos los compuestos. También pueden encontrarse bajas
concentraciones de disacaridos como la sacarosa (Ough, 1992) o
polisacéridos como las pectinas y dextrinas (Ribéreau-Gayon y col.,
2006). La concentracioén final de azucares debe ser menor de 300 g/L,
puesto que con concentraciones mas elevados el crecimiento de las
levaduras queda inhibido como consecuencia de la presién osmotica
(Nishino y col., 1985). Sin embargo, concentraciones muy bajas de

azucares provocan una disminucion en el grado alcohdlico.

¢ Lipidos: provienen del hollejo de la uva y son fundamentales para que
las levaduras puedan sintetizar membranas plasmaticas que garanticen
la resistencia al etanol y la asimilacion de azucares (Bertrand y Miele,
1984), ya que las levaduras sélo son capaces de sintetizar lipidos en
condiciones aerdbicas (Sablayrolles y col., 1996), condiciones opuestas

a las que se producen durante la fermentacion alcohdlica.

* Compuestos nitrogenados: estos compuestos son considerados un

factor limitante para el metabolismo de las levaduras, debido a que
pueden contribuir a detener el proceso fermentativo si se encuentran en
exceso o en cantidades insuficientes (Bisson, 1999; Ingledew y Kunkee,
1985). Los principales compuestos nitrogenados presentes en el mosto
son los polipéptidos (25-40%), los aminoacidos (25-30%), las proteinas
(5-10%) y el amoniaco (3-10%) (Monteiro y Bisson, 1992). Su
abundancia oscila entre 0,1 y 1 g/L en funcién de factores como el tiempo
de recogida, el uso de fertilizantes, la infeccion por Boftrytis cinerea, la

adicion de suplementos en la bodega vy la clarificacion (Lagunas, 1986).

» Acidos orgénicos: después de los azucares, los acidos organicos son

los compuestos mas abundantes en el mosto, con concentraciones
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comprendidas entre los 9 y los 27 g/L (Ough, 1992). De todos ellos, el
acido tartarico y el acido malico destacan sobre los demas representando
el 90% de la acidez fija, siendo el acido tartarico mas frecuente en mostos
de regiones calidas y el acido malico mas abundante en mostos de

regiones frescas (Jackson, 1994).

*Sales minerales: aportan los cationes (potasio, sodio, calcio y

magnesio) y aniones (sulfatos, cloratos y fosfatos) que regulan el pH y el
balance iénico de las levaduras (Ough y Amerine, 1988). En ocasiones
se afiaden de forma artificial para asegurar el desarrollo del proceso

fermentativo (Bisson, 1999).

* Polifenoles: son compuestos caracteristicos de las uvas que se
agrupan como flavonoides: flavonoles, flavan-3-oles y antiocianinas, y no
flavonoides: acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
estilbenos y acidos fendlicos (Cantarelli, 1989; Waterhouse, 2002). Estan
relacionados con el color, el aroma, la astringencia y la amargura de
ciertos vinos y se les atribuyen interesantes propiedades nutraceuticas
(Revilla 'y col., 2001). Aunque de forma general no afectan al crecimiento
de las levaduras durante la fermentacion, existen estudios que
demuestran la influencia de las levaduras en la composicién fendlica de
los vinos, reduciendo la astringencia de los mismos (Caridi y col., 2004;
Sacchi y col., 2005).

* Inhibidores: su procedencia esta vinculada a la accion humana y se
agrupan en dos categorias. Los sulfitos, que se afiaden en
concentraciones que oscilan entre 0,8 y 1,5 mg/L para eliminar los
microorganismos que pueden alterar el proceso fermentativo, evitando
concentraciones superiores, ya que pueden afectar al desarrollo de las
levaduras (Sudraud y Chauvet, 1985). El otro grupo son los pesticidas,
mayoritariamente fungicidas como el antiguo Captan®, que podian

afectar al crecimiento de las levaduras, o el actual Pavilion®, con base



de fenhexamida, que no tiene consecuencias negativas sobre el

crecimiento de las levaduras (Cabras y Angioni, 2000; Oliva y col., 2006).

1.3.2. Parametros limitantes de la fermentacion

Teniendo en cuenta la composicion del mosto, existen una serie de

parametros fisico-quimicos de los que depende el correcto desarrollo de la

fermentacién alcohdlica del mosto de uva:
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* Aireacion: la fermentacion es un proceso anaerobio, pero la presencia
de oxigeno al inicio ayuda al acondicionamiento del mosto, permitiendo
que las levaduras lleven a cabo la sintesis de los componentes de la
membrana plasmatica (Ingledew y Kunkee, 1985) e inicien el consumo
de compuestos nitrogenados (Sablayrolles y col., 1996), lo que provoca

un incremento de biomasa.

* Di6xido de Carbono: es un producto generado como resultado del

metabolismo fermentativo de las levaduras (Boulton y col., 1995), que
disminuye la temperatura del proceso y distribuye los nutrientes al
expandirse, aunque al igual que el aumento de temperatura, puede

involucrarse en la evaporacion de compuestos volatiles (Jackson, 1994).

* Temperatura: la temperatura influye de forma directa en el crecimiento
de las levaduras, siendo la temperatura éptima a 30 °C (Watson, 1987),
y en el desarrollo de la fermentacion (Fleet y Heard, 1993b). Cuando la
temperatura del tanque de fermentacion es muy elevada se altera el
metabolismo de las levaduras por choque térmico y el etanol y otros
compuestos volatiles de interés pueden evaporarse, afectandose de este
modo a la calidad del vino, mientras que temperaturas extremadamente
bajas inhiben el crecimiento de las levaduras impidiendo de esta manera

el avance de la fermentacion (Villanua y Torrija, 2003).
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* pH: el pH del mosto oscila entre 2,8 y 4,2 (Gao y Fleet, 1988). Un pH
muy acido (<2,8), puede resultar perjudicial para la fermentaciéon por
provocar una disminucién en la tolerancia de las levaduras al etanol
(Pampulha y Loureiro-Dias, 1989) y a los sulfitos (Kudo y col., 1998).
Mientras que un pH elevado (>4,2) puede resultar en un deterioro de las
propiedades estéticas del vino como el color y suscitar el crecimiento de
microorganismos causante del deterioro vinico (Kunkee, 1967; Vetsch y
Lathi, 1964).

1.3.3. Las levaduras vinicas

Las levaduras son hongos unicelulares que se reproducen asexualmente
por gemacién. La mayoria pertenecen al filum Ascomycota, debido a su
reproduccion sexual y a la formacion de cuatro ascosporas localizadas en el
asca tras la meiosis de las células diploides. Se han identificado miles de
microorganismos bajo esta definicidn, pero s6lo 15 especies se consideran
levaduras vinicas, cuyo habitat natural es el hollejo de la uva o las
instalaciones de las bodegas (Ribéreau-Gayon y col., 2006). Las levaduras
vinicas aisladas en estas localizaciones, se conocen como levaduras
autoctonas, silvestres o indigenas de una bodega, pago o regién (Gayevskiy
y Goddard, 2012; Goddard y col., 2010), y su presencia depende de factores
como las condiciones climatolégicas, la disposicion geografica, los tiempos y
técnicas de recoleccidn, el uso de fungicidas o la accién de ciertos insectos
(Boulton y col., 1995; Guzzon y col., 2014; Lafon-Lafourcade, 1983).

En el hollejo de la uva predominan las especies de levadura
pertenecientes a los géneros no-Saccharomyces: Torulaspora, Lachancea
(Kluyveromyces), Metschnikowia, Hansenula, Candida, Cryptococcus,
Rodotorula, Picchia y Hanseniaspora (Kloeckera), aunque de forma menos
frecuente, también se suelen obtener aislados de las especies consideradas
fermentadoras: Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum (Fleet,

1993). En las instalaciones de las bodegas la situacion es la contraria, ya que

11



predominan por encima de la demas las especies del género
Saccharomyces, aunque en ocasiones, también han sido aisladas especies
de algunos de los géneros no-Saccharomyces como Torulaspora,
Hanseniaspora, Hansenula, Candida, Debaromyces y Picchia (Martini y
Martini, 1990; Ribéreau-Gayon y col., 2006).

1.3.3.1. Las levaduras en la fermentacion

Cuando el proceso fermentativo se lleva a cabo de forma tradicional, son
las levaduras indigenas presentes en el hollejo las que comienzan el
proceso de forma espontanea, dando comienzo a lo que se conoce como
fermentacion autdctona del mosto de uva (Serna, 2010). Al inicio de la
fermentacion predominan las levaduras de los géneros no-Saccharomyces,
hasta que pasadas las primeras 20 horas las levaduras del tipo
Saccharomyces entran en accién, convirtiéndose a partir del tercer o cuarto
dia en las levaduras predominantes en el mosto, debido a la disminucién en
la concentracién de azucares y a su tolerancia al etanol (Ribéreau-Gayon y
col., 2006). Los principales factores que condicionan el crecimiento de las
levaduras autéctonas de tipo no-Saccharomyces son: una elevada
concentracion de azucares (barrera para el crecimiento de S. cerevisiae), la
produccién de etanol (téxico para algunas levaduras no-Saccharomyces),
un aumento de la temperatura consecuencia de la fermentacién o una alta
concentracion de sulfitos (dafiino para todas las levaduras). Ademas, el
numero de especies de levaduras indigenas y su concentracion en el mosto
varian generalmente en cada afiada, lo que puede provocar alteraciones no
controlables del producto final (Santiago y col., 2011). Este es el motivo por
el que en los afios setenta surge la alternativa de usar levadura seca activa
comercial, fundamentalmente cepas seleccionadas de S. cerevisiae que
aseguren una rapida y completa fermentacién del mosto de uva (Nikolaou y
col., 2006; Valero y col., 2005). Si bien, las levaduras indigenas, si no ven
inhibido su crecimiento debido a la competencia con la levadura comercial,

inoculada siempre en mayor concentracion que las autoctonas, pueden
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contribuir de manera significativa a las propiedades organolépticas del vino,
aportando en muchos casos notas aromaticas unicas (Querol y col., 1992;
Schitz y Gafner, 1993).

S. cerevisiae ha sido, y sigue siendo, la levadura predominante en la
fermentacion alcohdlica del mosto por su tolerancia al etanol, de ahi su
capacidad de concluir la fermentacion. Son muchas las cepas de
Saccharomyces cerevisiae que se han seleccionado y comercializado
durante las ultimas décadas. Sin embargo, en los Ultimos anos las empresas
comercializadoras de levaduras han incorporado nuevas especies y cepas
con las que mejorar las propiedades enoldgicas y las caracteristicas
sensoriales de los vinos (Tofalo y col., 2014). A dia de hoy, las levaduras de
los géneros no-Saccharomyces se estan convirtiendo en una alternativa
muy interesante para llevar a cabo la fermentacion alcohélica del mostos de
uva, debido a que han demostrado una influencia positiva en el aroma y
sabor de los vinos (Cordero-Bueso y col., 2013; Domizio y col., 2009;
Renault y col., 2009; Romano y col., 2003; Suarez-Lepe y Morata, 2012).
Especies como Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans,
Metschnikowia pulcherrima, Hanseniaspora uvarum, Hansenula anomala y
Candida spp., son utilizadas en asociacion con especies del género
Saccharomyces para la produccion de diferentes tipos de vino, mejorando
de forma sustancial las propiedades quimico-sensoriales de los mismos
(Andorra y col., 2012; Anfang y col., 2009).

Estas levaduras se utilizan a concentraciones iniciales de un millon de
células por mililitro cada una y se inoculan como co-cultivos de manera
simultanea o secuencial (Lafon-Lafourcade, 1983). El primer método,
consiste en introducir en el tanque de fermentacion las levaduras de los
géneros Saccharomyces y no-Saccharomyces al mismo tiempo (Sadoudi y
col., 2012), mientras que si se hace de forma secuencial, primeramente se
afiaden las levaduras de los géneros no-Saccharomyces y a los tres o

cuatro dias las del género Saccharomyces (Sun y col., 2014). Estas
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inoculaciones pueden ser directas, rehidratando la levadura seca activa en
agua, o usando un pie de cuba, que consiste en el empleo de mosto de uva
en fermentacién para rehidratar las levaduras comerciales. Esto permite
una adaptacion previa de las levaduras a las condiciones del mosto, lo que
garantiza un inicio rapido y eficaz del proceso cuando las levaduras son

anadidas al mosto en el depésito de fermentacion (Fleet y Heard, 1993b).

Como contrapartida a la adicién de levaduras comerciales seleccionadas
al mosto de uva, esta surgiendo una creciente demanda de vinos naturales
y ecolégicos como los que se han estudiado en el presente trabajo. Estos
vinos se caracterizan por utilizar uva procedente de cultivos ecolégicos, es
decir, sin la aplicacion de productos quimicos en la vid, y por el uso de la
microbiota indigena, vinculando de esta manera las levaduras indigenas al
denominado ‘“terroir” de los vinos (Bokulich y col., 2014; Clemente-Jimenez
y col., 2004; Gilbert y col., 2014; Mingorance-Cazorla y col., 2003; Pretorius,
2000). Si se tiene en cuenta que son los consumidores los que dirigen el
mercado, tiene sentido que a dia de hoy se estén llevando a cabo
numerosos estudios para la identificacién de levaduras indigenas,
vinculando a éstas con el “terroir” de diferentes regiones de paises con
tradicién vitivinicola como Australia (Antalick, Suklje, y col., 2015), Chile
(Pavez y col., 2015), Suiza (Versari y col., 2015) o Italia (Garofalo y col.,
2015). Estos y otros estudios han demostrado como algunas de estas
levaduras mejoran el perfil organoléptico y la calidad de los vinos (Bagheri
y col., 2015; Combina y col., 2005; Knight y col., 2015), lo que justifica la
realizacion de estudios como el que se recoge en este trabajo, centrado en
la identificacion y el andlisis de las caracteristicas enoldgicas de levaduras

indigenas de la D.O. Ribera del Duero.

1.3.3.2. Bioquimica de la fermentacién alcohdlica

El principal proceso metabdlico que tiene lugar durante la produccion de
vino es la fermentacion alcohdlica. Es un proceso catabdlico que tiene lugar

en el citoplasma de las levaduras y que consiste en la transformacion de los
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azucares (hexosas) presentes en el mosto, en etanol y diéxido de carbono
(Figura 3). Las primeras reacciones que tienen lugar durante la
fermentacion alcohdlica se conocen como glicdlisis, una serie de 10
reacciones divididas en una fase dependiente de energia (ATP) en la que
la glucosa se transforma en fructosa-1,6-bifosfato y una segunda fase
productora de energia, en la que participan dos compuestos con una alta
capacidad de transferir fosfatos:1,3-bifosfoglicerato y el fosfoenolpiruvato.
Ambos compuestos intervienen en la generacion de ATP, el cual sera
utilizado por la levadura para su crecimiento. Tras la glicolisis, en la
fermentacion alcohdlica se terminan reoxidando dos moléculas de NADH a
NAD", garantizando asi la continuidad de la glicélisis. En la primera de estas
reacciones, el piruvato resultante de la produccién de ATP durante la
glicdlisis es descarboxilado a acetaldehido, el cual, finalmente, sera

reducido a etanol gracias a la alcohol deshidrogenasa.

Glucosa

AP,

Glucosa-6-fosfato

v

\y<-atp
DHAP <&~ Fructosa-1,6-bifosfato

Glicerol-3-fosfat
Gliceraldehido-3-fosfato
Glicerol \‘,9 NADH
1,3-bifosfoglicerato
\l,—)ATP

3-fosfoglicerato

v

Fosfoenolpiruvato
Acetaldehido *9 ATP
NADH -, Tpiruvato

Acetato

NADH

Figura 3. Representacion esquematica de la transformacion de glucosa en etanol durante

la fermentacion alcohoélica. (Norbeck y Blomberg, 1997)
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Como producto de la glicdlisis también se generan una serie de
metabolitos que son utilizados por la levadura para la generacion de
biomasa. Por ejemplo, la glucosas-6-fosfato puede ser redirigida
directamente a la ruta de las pentosas fosfato, donde se generara NADPH
y ribosa fosfato, ambos necesarios para la sintesis de acidos grasos y

nucleétidos respectivamente (Mathews y col., 2002).

Al mismo tiempo que la fermentacion alcohdlica también tiene lugar el
metabolismo de los compuestos nitrogenados presentes en el mosto
(aminoacidos, amoniaco, urea o derivados de prolina), los cuales son
asimilados, en su mayoria, por un sistema simporte de protones (Cooper,
1982). El proceso de asimilaciéon de compuestos nitrogenados se desarrolla
durante las primeras horas de la fermentacién (Monteiro y Bisson, 1991) y
los compuestos que adquiere la levadura son degradados en funcion de sus
necesidades (Cooper, 1982). El metabolismo de estos compuestos es
fundamental para la sintesis de productos vinculados con las propiedades

sensoriales del vino, como es el caso de los ésteres.

1.4. CARACTERIZACION DE LEVADURAS

1.4.1. Técnicas de identificacion no moleculares

En el pasado, la caracterizacion de las levaduras estaba basada en
criterios fisiolégicos, como el color y la forma de las colonias, y bioquimicos,
como el consumo y la fermentacion de azucares o la asimilacion de
compuestos nitrogenados (Barnett y col., 1990; Kreger-venrij, 1984). Estas
metodologias tienen ciertas limitaciones, ya que los resultados pueden variar
en funcion de las condiciones metodolégicas empleadas, como son el medio
de cultivo o la temperatura (Scheda y Yarrow, 1966, 1968). Sin embargo, han
sido determinantes para que los endlogos hayan podido diferenciar especies
como Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus, entre otras
(Kurtzman y Phaff, 1987; Price y col., 1978).
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Otras técnicas mas actuales se basan en el analisis del contenido total de
proteinas celulares (Van Vuuren y Van Der Meer, 1987; Vancanneyt y col.,
1991), el estudio de perfiles de isoenzimas (Duarte y col., 1999) o el analisis
de acidos por cromatografia de gases (Cottrell y col., 1986; Silva y col., 1994;
Tredoux y col., 1987).

1.4.2. Técnicas moleculares para la identificacion de especies

Las técnicas moleculares mas eficientes para la caracterizacion
interespecifica de levaduras vinicas se fundamentan en el uso de métodos
moleculares como: el andlisis del ADN ribosomal (secuenciacién y
restriccion), la amplificacion mediante PCR cuantitativa (Q-PCR) de locus
gendmicos especificos y el analisis de fragmentos de ADN amplificados por
PCR mediante electroforesis desnaturalizante en gradiente o DGGE (Perez-
Torrado y col., 2015):

* ADN ribosomal: la caracterizacion de levaduras en base al estudio

de los genes que codifican para los ARN de las subunidades
ribosémicas (5.8S, 18S y 26S) se sustenta en el andlisis de los
patrones de restriccion del producto amplificado mediante PCR de
las regiones ITS (regiones transcritas internas), ETS (regiones
transcritas externas) o NTS (espaciadores no transcritos) y en la
comparacion de la secuencia de nucledétidos de la regiéon D1/D2 del
ARN ribosémico 26S. Esta metodologia ha sido ampliamente
empleada para la identificacion de levaduras (Combina y col., 2005;
Lopandic y col., 2008; Sun y Liu, 2014), ademas de estudios sobre
la ecologia de fermentaciones naturales (Romancino y col., 2008) y
estudios de dindmicas de poblacion (Tofalo y col., 2009; Zott y col.,

2008), entre otras aplicaciones.

* Amplificacion por PCR vy Electroforesis en Gel con Gradiente

Desnaturalizante (PCR-DGGE): es una técnica de disefo reciente

(Muyzer y col.,, 1993) que se fundamenta en la separacion de
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cadenas sencillas de ADN, correspondientes en la mayoria de los
casos a genes que codifican la subunidad 18S del ARN ribosémico,
en geles de acrilamida en gradiente y desnaturalizantes en base a
las diferencias de su secuencia. Se ha aplicado para la deteccién de
levaduras vinicas (Cocolin y col.,, 2000), ya que permite la
identificacion de especies perjudiciales para el vino como
Brettanomyces bruxellensis (Renouf y col., 2007). También ha sido
utilizada como técnica para la identificacion de especies de los
géneros Saccharomyces y no-Saccharomyces presentes en

muestras de mosto (Andorra y col., 2008; Stringini y col., 2009).

Q-PCR: la rapidez de esta técnica, su poder cuantitativo y su
especificidad y sensibilidad, la han convertido en una herramienta
muy apreciada desde que fue disefiada en 1993 (Wilhelm y Pingoud,
2003). A pesar de ello, la necesidad de disefar sondas y cebadores
altamente especificos y exclusivos, se convierte en una limitacion
para su aplicacion. No obstante, existen cebadores especificos para
la amplificacién de las regiones ITS (James y col., 1996), la regiones
D1/D2 (Kurtzman y Robnett, 1998) y algunos genes del ADN
mitocondrial de levaduras (Belloch y col., 2000; Kurtzman y Robnett,
2003) que permiten detectar y cuantificar las levaduras presentes en
el mosto de uva, como hicieron Hierro y colaboradores
monitorizando las poblaciones de S. cerevisiae y H. uvarum en

mostos fermentados (Hierro y col., 2007).

1.4.3. Identificacion de cepas
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La diferenciacion entre cepas de una misma especie se fundamenta en
la deteccion de variaciones en el ADN genémico o en el ADN mitocondrial
por medio del uso de técnicas de hibridacion, de la amplificacién de

secuencias mediante PCR o de la comparacién de patrones de restriccion:
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* Restriccion del ADN mitocondrial: el uso de las enzimas de

restriccion Hinfl y Haelll para la digestion del ADN mitocondrial, hace
posible la obtencion de fragmentos de ADN que permiten establecer
patrones diferenciales entre cepas de una misma especie
(Guillamon y col., 1994).

* Técnicas de hibridacién: la hibridacién permite detectar variaciones

en regiones del genoma que dan lugar a nuevos sitios de restriccion,
0 que eliminan los existentes, y a alteraciones en genes completos
de los cromosomas. Esta técnica ha sido aplicada, por ejemplo, en
la industria de las levaduras vinicas como control de calidad en la

produccion de S. cerevisiae (Lavalliée y col., 1994).

* Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE): gracias a la movilidad de

las muestras en dos direcciones, los geles de electroforesis de
campo pulsado son utilizados para la separacion de grandes
fragmentos de ADN o para la obtencion del cariotipo de las
levaduras. Esta técnica se ha utilizado para la caracterizaciéon de

cepas de S. cerevisiae (Casaregola y col., 1998; Keogh y col., 1998).

» Métodos basados en la amplificacion por PCR: los métodos basados

en la amplificacion de fragmentos de ADN por la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), son muy utiles debido a su rapidez y eficacia
a la hora de discriminar cepas y especies (Perez-Torrado y col.,
2015):

a) El analisis de microsatélites y minisatélites (secuencias
repetidas en el genoma) por PCR, fue aplicada por primera
vez al estudio de levaduras vinicas por Gallego y col. (1998),
momento desde el cual este analisis se ha convertido en una

herramienta muy utilizada para la caracterizacion de cepas
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comerciales de levaduras vinicas (Howell y col., 2004;
Schuller y col., 2004).

b) La amplificacién polimérfica aleatoria del ADN (RAPD) se
fundamenta en el uso de cebadores de secuencia corta y no
requiere de un conocimiento previo del genoma, lo que ha
propiciado su uso en la caracterizacion taxondémica de
levaduras (Lopez y col., 2003; Molnar y col., 1995), pese a ser

una técnica con escasa reproducibilidad.

c) El estudio de los polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) ha sido valorado como una técnica muy
util para la identificacion de variedades, cepas y estirpes de
plantas, asi como para la caracterizacion de cepas de
levaduras vinicas (de Barros Lopes y col., 1999), habiendo
sido empleada en varios trabajos (Azumi y Goto-Yamamoto,
2001; Flores Berrios y col., 2005; Lopandic y col., 2008).

d) La amplificacién de las secuencias 6 que flanquean ciertos
retrotrasposones de la levadura, ha demostrado su utilidad en
la caracterizacion de cepas de S. cerevisiae (Fernandez-

Espinar y col., 2001; Pramateftaki y col., 2000).

1.4.4. Huella molecular mediante AFLP
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Algunas de las ventajas que tiene el uso de marcadores AFLP frente a
otros marcadores moleculares son la no necesidad de un conocimiento
previo del genoma debido al uso de adaptadores de secuencia conocida y
una alta sensibilidad, similar a la de los microsatélites, para resolver
diferencias intraespecificas, lo que permite una diferenciacién precisa de
cepas de una misma especie (Curtin y col., 2007). Ademas, el marcaje de

los alelos AFLP con diferentes fluoréforos permite que se puedan analizar
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mediante electroforesis capilar, lo que a su vez hace viable el analisis
simultaneo de varias muestras. Sin embargo, también presenta algunas
limitaciones para su implementacién en la industria, como son la necesidad
de complejos programas bioinformaticos y una cierta habilidad para llevar a
cabo los analisis (Esteve-Zarzoso y col., 2010). A pesar de esto, como se
demuestra a lo largo de este estudio, una vez puesto a punto el método es
posible obtener de forma rapida una informacién precisa que permite la

identificacion y diferenciacion eficaz de especies y cepas de levadura.

Adaptador Msel
A
L1 1111 dclalv
+ Enzimas de restriccion (EcoRly Msel) +
ADN ligasa Adaptador EcoRI
Afaltitlel T 1T 1 11
-1 I I I
||T Tlalal | | | I 11 |e AlalT|T]|C
| lalalr / 1111 L1 1 lclrfrlala \ el |
Adaptador Msel Adaptador EcoRI
FTTTTT le Alafrivlel T 1T 111
I I I 3 PN s <l 11111
LT Telrlalal T 11 U Telalalritlel T T T 11
P10l delalrfel | || [ 1 Jelvlrlajale] | 1 ]| [
B
LT T T T T Telalri]
T Telrlalal 111 U Telalalrfriel T T T T lee—
L1l delalrfel 1] Ll Jelrlriafajc] I 1 1 11
lelalalt]tlel 1T 1 1 11
C A TTNNN
c P LT T T Telrlafal 111 01 Telalalritlel T 1T 1T 11
L1111 Jefafrfel | 11 | 11 Jelrlrlajale] | 1] | [
N NNGA AT TG

Figura 4. Representacion esquematica de la metodologia AFLP. A: digestion del ADN
genomico de levadura y ligacién de los adaptadores; B: amplificacion preselectiva; C:

amplificacién selectiva.

El procedimiento de obtencion de los AFLP se desarrolla en tres pasos

(Figura 4). En el primero de ellos el ADN gendmico purificado de levadura,
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es sometido a digestion con dos enzimas de restriccion, una que corta
frecuentemente (Msel) y otra que corta menos frecuentemente (EcoRl). Los
fragmentos generados son ligados a adaptadores de secuencia conocida
por los extremos producidos por las enzimas, proceso que puede suceder
de forma conjunta a la digestién (Figura 4A). El segundo paso se conoce
como PCR preselectiva, proceso mediante el cual los cebadores
seleccionados para la amplificacion hibridan con los adaptadores y el sitio
incompleto de reconocimiento de las enzimas, siendo el resultado, un
aumento en el numero de los fragmentos generados durante la
digestién/ligacion (Figura 4B). El tercer paso consiste en otra amplificacion
por PCR, pero en este caso el paso es selectivo, ya que los cebadores
utilizados tienen la misma secuencia que los cebadores preselectivos con
1, 2 6 3 nucledtidos adicionales en el extremo 3’, lo que resulta en la
amplificaciéon de un subconjunto especifico de los fragmentos generados
tras la digestién (Figura 4C). El analisis de los fragmentos amplificados
selectivamente se hace mediante electroforesis en gel o capilar, de este
modo se pueden comparar los alelos especificos de las especies o cepas

de levadura analizadas con cada uno de los pares de cebadores utilizados.

L.5. EL AROMA EN EL VINO

El aroma del vino, junto al sabor y el color, es una de sus propiedades
organolépticas mas importantes y depende del contenido de una gran variedad
de compuestos volatiles (Palomo y col., 2007). Se han identificado mas de 800
de estos compuestos implicados en el aroma del vino, entre los que se incluyen
alcoholes, ésteres, acidos organicos, fenoles, tioles, monoterpenos y
norisoprenoides (Etievant, 1991; Reboredo-Rodriguez y col., 2015; Selli y col.,
2004). Debe tenerse en cuenta que no todos los compuestos volatiles
vinculados al aorma del vino contribuyen a éste de igual forma, de hecho, la
contribucién aromatica esta relacionada con el umbral de percepcion, que se
define como la minima concentracion para poder detectar el aroma por el olfato

o el gusto.
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1.5.1. Clasificacion aromatica

Dependiendo de su origen, el aroma del vino se subdivide en 3
componentes: varietal o primario, fermentativo o secundario y derivados del
envejecimiento o terciarios (Antalick, Tempere, y col., 2015; Rapp, 1998;
Schreier y Jennings, 1979). El componente varietal deriva de compuestos de
la uva y aporta aromas especificos dependiendo de las caracteristicas de la
vid y de la variedad de uva (Bauer y Pretorius, 2000; Riberau y col., 2000).
Dentro de los vinos de una categoria elaborados bajo procesos enoldgicos
similares, se considera que los aromas varietales contribuyen a la tipicidad
(Guillaumie y col., 2013). Algunos autores han relacionado la percepcion de
aromas frutales en vinos tintos con la presencia de C13-norisoprenoides y
furanonas derivados de las uvas (Kotseridis y col., 2000; Pineau y col., 2007).
Sin embargo, muchos de los compuestos vinculados con el aroma afrutado,
incluyendo en particular a los ésteres, son producidos por las levaduras
durante la fermentacion alcohdlica. Estos y otros compuestos volatiles, como
los acetatos, los alcoholes superiores o los compuestos sulfurosos (Figura 5),
resultantes del metabolismo de los microorganismos durante la fermentacién
alcohdlica (levaduras) o la fermentacion malolactica (bacterias lacticas), son
los que definen el aroma secundario o fermentativo del vino (Azzolini y col.,
2015; Genoves y col., 2003; Gerbaux y col., 2002; Lambrechts y Pretorius,
2000).

El aroma terciario también se conoce como bouquet y esta directamente
relacionado con la maduracién del vino. Durante este proceso una serie de
reacciones enzimaticas y/o fisico-quimicas tienen lugar en el vino, alterando
completamente el producto inicial. En funcién de donde tiene lugar el proceso
de maduracién o envejecimiento del vino, se puede hablar de un bouquet de
oxidacion, si tiene lugar en una barrica de madera, o de un bouquet de
reduccion, si tiene lugar en el interior de la botella (Perez-Prieto y col., 2003;

Pozo-Bayon y col., 2003).
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Figura 5. Formacién de compuestos vinculados al aroma del vino durante el proceso

fermentativo por acciéon del metabolismo de la levadura. (Rojas y col., 2002)
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5.2. Compuestos volatiles que caracterizan el aroma fermentativo

1.5.2.1. Alcoholes

Los alcoholes superiores son aquellos con mas de dos atomos de
carbono y un punto de ebullicion y peso molecular superiores a los del
etanol. Se caracterizan por un olor penetrante y se encuentran en
concentraciones comprendidas entre los 100 y los 400 mg/L, e incluso
superiores cuando hablamos de vinos defectuosos (Rapp y Mandery, 1986).
Cuando la presencia de estos compuestos volatiles es muy elevada, pueden
interferir en la deteccion de otros aromas, mientras que niveles bajos de
estos alcoholes propician una deteccién mas eficaz de aromas afrutados
(Viana y col., 2009). Incluso algunos alcoholes como el 7-butanol, el
isobutanol, el 1-hexanol, el alcohol bencilico y el 2-feniletanolposeen ciertas

notas aromaticas que mejoran el perfil organoléptico de los vinos (Gil y col.,
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2006; Vilanova y Martinez, 2007). En concreto, la presencia de 2-
feniletanolen vinos tintos resulta muy apreciada debido a su contribucion al
aroma floral (pétalos de rosa), al mismo tiempo que aporta notas de miel
(Mendes y col.,, 2012). En la Figura 6 se muestran tres descriptores
aromaticos de los alcoholes superiores estudiados en la presente tesis y

que pueden percibirse en vinos tintos de calidad.

Hay estudios que demuestran que la produccion de estos alcoholes
superiores apenas se ve influenciada por la presencia de especies no-
Saccharomyces como H. uvarum y K. apiculata en fermentaciones mixtas
con S. cerevisiae, frente a los valores obtenidos con cultivos puros de S.
cerevisiae (Gil y col., 1996). Sin embargo, otros estudios han demostrado
que especies no-Saccharomyces como T. delbrueckii, resultan
fundamentales en la produccién de alcoholes como el 3-etoxi-1-propanol y

el 2-feniletanol(Herraiz y col., 1990; Longo y col., 1992).

Figura 6. Representacion visual de los descriptores aromaticos de tres alcoholes. A: 1-

propanol (fruta madura); B: isobutanol (desagradable aroma a vino); C: 2-feniletanol(rosa).

1.5.2.2. Acetatos y ésteres

En la literatura, los vinos tintos se describen con aromas afrutados,
generalmente de frutos rojos o negros y son tratados como grupos
independientes debido a la abundancia e importancia de los acetatos en el
aroma del vino. Son muchos los autores que han intentado caracterizar este

conjunto de aromas tan especificos sin dar con la molécula clave (Ferreira
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y col., 2004; Kotseridis y Baumes, 2000; Moio y col., 1995). Fueron Pineau
y colaboradores quienes demostraron que el caracter tipico afrutado de los
vinos tintos depende en gran medida de una serie de ésteres de etilo y
acetatos, los cuales, aunque estén por debajo de su umbral de percepcion,
influyen en el perfil afrutado del vino (Pineau y col., 2009). El aporte de los
ésteres y acetatos al aroma del vino ha sido ampliamente estudiado,
habiendo determinado que por su aporte al perfil aromatico algunos de los
ésteres mas importantes son el succinato de dietilo (afrutado/floral), el
lactato de etilo (mantecoso) o el malato de dietilo (afrutado/herbaceo),
mientras que entre los acetatos desacataban el acetato de etilo
(afrutado/barniz), el acetato de isoamilo (platano) y el acetato de hexilo
(cerezalpera) (Atanasova y col., 2005; Atanasova y col., 2004; Lytra y col.,
2014; Segurel y col., 2004). En lo referente a los ésteres y acetatos
cuantificados en este estudio, en la Figura 7 se recogen los precursores
aromaticos y las estructuras quimicas de algunos de los analizados en este

trabajo.

/\OJOK/\/\ /\Oj\/\/\/\ )J\o/\ )CJ)\O/\)\

’wh
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)J\o/\/\/\ /\o)l\/\

O

Figura 7. Representacion visual de nueve de los descriptores aromaticos de los ésteres y
acetatos mas habituales en los vinos tintos. A: hexanoato de etilo (pifia); B: octanoato de
etilo (albaricoque); C: acetato de etilo (barniz); D: acetato de isoamilo (platano); E: acetato de 2-

feniletilo (rosa); F: acetato de hexilo (cereza); G: valerato de etilo (manzana).
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En los vinos tintos el acetato de etilo destaca por encima de los demas,
ya que suele encontrarse en concentraciones entre los 50 y los 100 mg/L.
Sin embargo, pese a que influye de forma positiva en el perfil aroméatico de
los vinos, cuando su concentracién es superior a los 150 mg/L, aparecen
unas desagradables notas a pegamento o barniz en el vino (Barth y col.,
1994). Las levaduras apiculadas, como Kloechera apiculata, han sido
descritas como sobresalientes productoras de acetato de etilo, lo que
supone que su presencia durante la fermentacion se asocie a la produccion
de vinos de baja calidad (Schuller y Casal, 2005). Otra de las especies
vinculada con una produccion destacable de acetato de etilo es Picchia
anomala (Plata y col., 2003). Si bien, también se ha demostrado que Picchia
anomala influye positivamente en el perfil aromatico del vino al producir
grandes cantidades de acetato de isoamilo (Rojas y col., 2001), que en
combinacion con el acetato de 2-feniletanolda lugar a una remarcable

percepcion de notas florales (Petka y col., 2006).

El empleo de co-cultivos de H. guillermondi o P. anomala junto a S.
cerevisiae con respecto al uso de cultivos puros de S. cerevisiae, ha
resultado en un aumento de la concentracion de los ésteres de acetato en
el vino (Rojas y col., 2003; Viana y col., 2008). También se ha descrito una
mayor produccion de propionato de etilo y isobutanoato de etilo, en
fermentaciones llevadas a cabo con co-cultivos de T. delbrueckii y S.
cerevisiae en comparacion a las desarrolladas empleando Unicamente S.
cerevisiae. Esto permitié6 a los autores afirmar que cuanto mayor es la
concentracion de T. delbrueckii en el mosto, mayor es la concentracion de
dichos compuestos en el vino, lo que supone una mayor percepcion de
notas frutales, efecto muy deseado en vinos de calidad (Renault y col.,
2015).

1.5.2.3. Acidos

Los &acidos se vinculan aromaticamente a términos como “rancio” y

“desagradable” (Escudero y col., 2004), pero no puede atribuirseles
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Unicamente esta caracteristica, puesto que se ha demostrado su influencia
positiva en la percepcion de matices afrutados en vinos (Ferreira y San
Juan, 2011; Romano y col., 2009). Algunos son el &cido nonanoico, el acido
octanoico y el &cido decanoico (Molina y col., 2007). La Figura 8 incluye

algunos de los que se han cuantificado en este estudio.

En varios estudios se ha demostrado que el uso de ciertas cepas de
especies como T. delbrueckii (Bely y col., 2008; Comitini y col., 2011) y M.
pulcherrima (Lopes y col., 2007; Sadineni y col., 2012) resultan en una
reduccion de la acidez total de los vinos. Mientras que al emplear cepas de
especies crio-tolerantes, como Saccharomyces uvarum, lo que se ha
registrado es un aumentando de la acidez en el producto final (Masneuf-

Pomaréde y col., 2010).

Figura 8. Representacion de los descriptores aromaticos y su estructura quimica de tres
de los acidos volatiles mas habituales en vinos tintos. A: acido hexanoico (queso); B: acido

decanoico (grasa); C: acido octanoico (fruta acida).

1.5.3. Analisis de la fraccion volatil

A raiz del interés mostrado en la identificacion y cuantificacion de los
compuestos volatiles implicados en el aroma de los alimentos, muy
concretamente en el vino, se han desarrollado o aplicado una gran variedad
de metodologias y técnicas fundamentadas en las propiedades fisico-
quimicas de estos compuestos (solubilidad, volatilidad, etc.). Los compuestos
volatiles presentes en el vino se clasifican en funcion de su abundancia como

mayoritarios, con concentraciones minimas comprendidas entre 0,5 y 5 mg/L
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(etanol o acetato de etilo) o como minoritarios, categoria en la que se
encuentran la gran mayoria de compuestos volatiles de los vinos con
concentraciones que oscilan entre 0,1 ug/L y 0,1 mg/L (Gassiot y col., 1983;
Noble, 1982). Mientras que para el analisis de los primeros no hace falta una
pre-concentracion, los minoritarios requieren de un tratamiento previo de

aislamiento y concentracion que permita su deteccién posterior.

Algunas de las técnicas aplicadas en la obtencion de los compuestos
volatiles del vino son la extraccién con un disolvente organico (Moio y col.,
1995), la destilacion de muestras de vino (Likens y Nickerson, 1964), la
extracciéon en fase sélida o SPE (Arrhenius y col., 1996), la microextraccion
en fase sélida o SPME (Lord y Pawliszyn, 2000), el analisis del espacio en
cabeza o la extraccién con un soporte de agitacién magnética o SBSE (Liu y
col., 2004).

Debido a su sencillez, su bajo coste, la ausencia de disolventes y la
facilidad para acoplarse a un cromatdgrafo de gases, la metodologia mas
extendida para llevar a cabo el analisis de los compuestos volatiles del vino
es la microextraccion en fase sélida asociada al analisis del espacio en
cabeza o HS (Gachot y col., 2010; Jelen y Szczurek, 2010; Noguerol-Pato y
col., 2009; Sagratini y col., 2012; Weldegergis y col., 2011). Este método
consiste en la absorcidn, o adsorcion, de los compuestos que forman la
fraccion volatil del vino en una fibra de silica recubierta por una fase
polimérica, hasta que se alcanza el equilibrio (Kataoka y col., 2000). El éxito
de la técnica de microextraccion en fase sélida radica en la eleccion de la
fibra adecuada, ya que el revestimiento de la fibra puede ser mas o menos
polar y en funcion de esto se podran extraer unos compuestos u otros
(Pawliszyn y col., 2012). La asociacion de la HS-SPME a un cromatégrafo de
gases acoplado a un detector masas (MS) o a un detector de ionizacién de
llama (FID), suele ser el método de andlisis més utilizado para muestras

liquidas como el vino (Heaven y Nash, 2012).
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La cromatografia de gases (GC) fue introducida en 1960 y rapidamente se
convirtid en la herramienta 6ptima para este tipo de analisis (Bayonove y
Cordonni, 1971; Riberau-Gayon y Glories, 1971). El proceso se fundamenta
en hacer pasar a través de una columna cromatografica la muestra
volatilizada haciendo uso de un gas portador inerte. En el interior de dicha
columna los compuestos quedaran retenidos en funcidén de sus propiedades
fisico-quimicas e iran eluyendo a distintos tiempos (tiempo de retencion),
para ser posteriormente registrados por el detector en base a su
conductividad eléctrica. El resultado es un cromatograma en el cual cada uno
de los picos corresponde a un compuesto volatil y cuya altura y area

determinan la abundancia.

En la actualidad, son muchas las bodegas que producen vinos de autor
con el objetivo de diferenciarse del resto con un producto exclusivo y uUnico.
Estos vinos, se producen siguiendo procesos vitivinicolas mas naturales y
clasicos en los que se incluye la utilizacidon de las levaduras ecotipicas de la
bodega y la defensa de su “terroir’. En el presente trabajo, en colaboracién
con dos bodegas de la D.O. Ribera del Duero, se ha llevado a cabo una
caracterizacion de levaduras indigenas recogidas de muestras de uva y
mosto de la variedad Tempranillo, con el objeto de estudiar la implicacién de
las especies no-Saccharomyces en la produccién de compuestos volatiles
vinculados con el aroma del vino durante la fermentacién alcohdlica y

determinar asi su influencia en el “terroir’ de los vinos de estas bodegas.
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I1. Objetivos

I.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es caracterizar levaduras indigenas no-
Saccharomyces y determinar su potencial enolégico en cuanto al aporte de

compuestos volatiles, resultantes de su metabolismo, al vino.

1.2. OBJETIVOS PARCIALES

* Objetivo 1. Identificar y caracterizar mediante técnicas moleculares las
especies y cepas de levadura aisladas de muestras de uva y mosto durante
las vendimias de 2010, 2011y 2012 de las bodegas Aster y Diaz Bayo (D.O.

Ribera del Duero).

* Objetivo 2. Generar una base de datos de alelos AFLP especificos de
especies y cepas de levaduras vinicas, que sirva como base para la

comparacion e identificacion de otras levaduras.

* Objetivo 3. Aplicar el método de AFLP en muestras complejas de mosto de
uva o vino, con el fin de identificar las levaduras presentes en la muestra sin

la necesidad de utilizar cultivos microbiologicos.

* Objetivo 4. Estudiar el potencial enolégico de las levaduras indigenas
aisladas, especialmente las de tipo no-Saccharomyces, en base al aporte

de compuestos volatiles que determinan los aromas secundarios del vino.
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III. Materiales y Métodos

li.1. MATERIAL BIOLOGICO
I1.1.1. Levaduras

La mayoria de las cepas de levadura utilizadas en este trabajo fueron
aisladas en el laboratorio a partir de muestras de uva y mosto. Ademas de
éstas, se han utilizado algunas levaduras comerciales y levaduras tipo como

control en la caracterizacion mediante marcadores AFLP (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de levaduras comerciales y de levaduras tipo.

Levaduras Cepa Proveedor
Saccharomyces cerevisiae ES42 Enartis
Kluyveromyces thermotolerans CH Kt421 CHR-HANSEN Concerto

Dekerea bruxillensis CECT12005
Hanseniaspora uvarum CECT12946
Metschnikowia pulcherrima CECT12825
Picchia anomala CECT12765

Picchia membranifaciens CECT1115 CO'ECCié”T'?sg?ggg‘%e Cuttivos
Saccharomyces uvarum CECT12641
Torulaspora delbrueckii CECT12698
Zygosaccharomyces bailli CECT11042
Zygosaccharomyces rouxii CECT11121

11.1.2. Enzimas

Las enzimas empleadas para la purificacion y manipulacién de &cidos
nucleicos se muestran en la Tabla 2, indicando sus proveedores y la

aplicacién a la que se han destinado.

Tabla 2. Enzimas empleadas en al manipulacion de acidos nucleicos.

Enzimas Proveedor Aplicacion
Taq ADN polimerasa Biotool Amplificacién ADN (ITS;AFLP)
iotools
Pfu polimerasa Amplificacion ADN (Secuenciacion)
ARNasa Eliminacién de ARN
Roche
Proteinasa K Degradacion de proteinas
Hha |
Haelll Takara Digestion ADN (ITS)
Hinf|
ADN ligasa Ligacion (AFLP)
EcoR| New England Biolabs . »
Vsel Digestion ADN (AFLP)
se

41



I1.2. MATERIAL QUIMICO Y BIOQUIMICO

111.2.1. Reactivos

Las sales inorganicas, polimeros, disolventes organicos y otros
compuestos que se han utilizado en el presente estudio se muestran en la

Tabla 3, indicando el distribuidor y el proceso en el que han sido utilizados.

Tabla 3. Reactivos necesarios para la caracterizacion de los aislados de levadura.

Reactivos Calidad N°CAS Distribuidor Uso
Glicerol =99,5 % 56-81-5 Sigma-Aldrich Crioconservacion
Acetato de potasio 99,00 % 127-08-2
Acetato de sodio 99,00 % 127-09-3
Alcoholisoamilico 98,00 % 123-51-3
Cloroformo 99,0-99,4 % 67-66-3
Na2EDTA 99,00 % 60-00-4 Purificacion ADN
Panreac
Etanol 99,50 % 64-17-5
Fenol 99,50 % 108-95-2
Sorbitol 99,00 % 50-70-4
Tris-HCI 99,00 % 1185-53-1
NaCl 99,5 % 7647-14-5 Caracterizacion de levaduras
MgCl> 99,00 % 7786-30-3
Biotools Amplificacion por PCR
dNTPs - 1927-31-7
Agarosa - 9020-36-6
BioRad Geles electroforesis
Bromuro de etidio 0,1-1,0 % 1239-45-8

Otros compuestos empleados en la caracterizacion de las levaduras
fueron: Hi-Di"™ Formamide de Thermo Scientific y GeneScan™ 500ROX

de Applied Biosystems, como control interno de la electroforesis capilar.

111.2.2. Medios de cultivo

Para el aislamiento y crecimiento de levaduras se utilizaron 3 medios de

cultivo:

* YPD: peptona al 2%, extracto de levadura al 1%, dextrosa al

2%, agar bacteriolégico al 1,5% para preparar medio sélido en
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placas. Todos los reactivos fueron suministrados por

laboratorios Conda.

* Agqar lisina: agar lisina al 6,6%, lactato potasico SR0037 al 1 %,
acido lactico al 0,01%. Estos reactivos los suministré la casa
Oxoid.

* Agar mosto: mosto de uva a 19,5 grados Brix (concentracion de
azucar), obtenido a partir de mosto de uva concentrado de la
variedad Tempranillo a 65 grados Brix abastecido por Mostos

Espafioles S. A., agar bacterioldgico al 1,5%.

Los medios se suplementaron con ampicilina a 100 ug/mL cuando fue
necesario con el fin de evitar el crecimiento de bacterias. Esta fue

proporcionada por de Sigma Aldrich.

11l.2.3. Tampones y soluciones

Los métodos de purificacion de ADN, caracterizacion molecular de las
levaduras y analisis quimico de la fraccion volatil de los mostos fermentados,
han sido llevados a cabo con los tampones y soluciones que se muestran en
la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de los tampones y soluciones empleados en este estudio.

Tampones/Soluciones Composicion Métodos
Tampodn extraccion ADN | Sorbitol 1 M, Na2zEDTA (pH 7,4) 0,1M
Tampén extraccion ADN I Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM, Na2EDTA 20mM Purificacion
Tampon TE 10 mM Tris-HCI, 1 MM EDTA, pH 7,5 ADN
Fenol:Cloroformo:lsoamilico 25:24:01
Tampon TBE 1x 44,5 mM Tris borato, 1 MM EDTA, pH 8

Electroforesis
Tampon de cargaADN 10x ~ TBE 10x, glicerol 30%, azul de bromofenol 0,25%, xilencianol FF 0,25%

Tampon tartarato 4 g/L de &cido tartarico, 10% v/v de etanol, pH 3 Andlisis

Tampon citrato 0,5 g/L de &cido citrico, pH 3, saturado con NaCl quimico
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lll.2.4. Oligonucleétidos

Las secuencias de los oligonucleodtidos utilizados para la caracterizacion
interespecifica de levaduras mediante analisis ITS-RFLP del gen del ARN
ribosdmico 5.8S (ITS-1 e ITS-4) y secuenciacion de la regiéon D1/D2 del ADN
ribosémico 26S (NL-1 y NL-4) se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los oligonucleétidos empleados en la caracterizacion

interespecifica de levaduras.

Nombre Secuencia Disefiados por
ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
White et al. (1990)
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
Peterson and Kurtzman (1991)
NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

En la Tabla 6 se exponen la secuencia de los oligonucleétidos empleados
en la caracterizacion intraespecifica de las levaduras indigenas mediante
AFLP.

Tabla 6. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para obtener los AFLP de las

levaduras. Los fluoréforos empleados fueron HEX: M, N, Jy Q,y FAM: H, Gy S.

Nombre Secuencia
EcoRI-1p CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI-2p AATTGGTACGCAGTCTAC
Msel-0 GATGAGTCCTGAGTAA
Msel-A1 GACGATGAGTCCTGAG
Msel-A2 TACTCAGGACTCAT
EcoRI-TA-HEX HEX-GACTGCGTACCAATTCTA
M Msel-CG GATGAGTCCTGAGTAACG
EcoRI-TA-HEX HEX-GACTGCGTACCAATTCTA
N Msel-CA GATGAGTCCTGAGTAACA
EcoRI-TA-HEX HEX-GACTGCGTACCAATTCTA
’ Msel-CT GATGAGTCCTGAGTAACT
EcoRI-TA-HEX FAM-GACTGCGTACCAATTCTA
@ Msel-CC GATGAGTCCTGAGTAACC
EcoRI-AC-FAM FAM-GACTGCGTACCAATTCAC
4 Msel-CC GATGAGTCCTGAGTAACC
EcoRI-AC-FAM FAM-GACTGCGTACCAATTCAC
¢ Msel-CA GATGAGTCCTGAGTAACA
EcoRI-AC-FAM FAM-GACTGCGTACCAATTCAC
S Msel-T GATGAGTCCTGAGTAAT
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Todos los oligonucledétidos fueron facilitados por Isogen Life Science.

lll.2.5. Compuestos volatiles

En la Tabla 7 se recogen los compuestos identificados en la fraccion volatil
de los mostos fermentados en el laboratorio y analizados mediante GC-FID y
GC-MS.

Tabla 7. Compuestos utilizados para la cuantificacion de acidos, ésteres, aldehidos,
acetatos y alcoholes. El umbral de percepcion se muestra en mg/L. Distribuidores: Sigma-
Aldrich (a), Eastman (b), Dr. Ehrenstorfer GmbH (c) y K&K (d).

Férmula empirica Calidad N°CAS Descriptor® Umbr?’l "
percepcion
Acidos
Acido decanoico? C10H2002 99,50% 142-62-1 Grasa; desagradable 2,2 - 102
Acido laurico? C12H2402 99,50% 143-07-7 Graso; queso; cera 5
Acido hexanoico? CsH1202 99,00% 142-62-1 Queso; grasa; sudor 0,093 - 10
Acido nonanoico® CoH2802 99,50% 112-05-0 Grasa; cera 3-9
Acido octanoico? CgH1602 99,50% 124-07-2 Fruta 4cida; rancio 0,91 - 19
Esteres
Butirato de etilo®® CsH1202 99,50% 105-54-4 Afrutado; notas de pinia  0,0001 — 0,018
Decanoato de etilo? C12H2402 99,00% 110-38-3 Afrutado; notas de uva 0,008 - 0,012
Hexanoato de etilo®° CgH1602 99,50% 123-66-0 Pifia; platano 0,0003 - 0,005
Octanoato de etilo®° C10H2002 99,00% 106-32-1 Flores; notas de albaricoque 0,005 — 0,092
Valerato de etilo®® C7H1402 99,70% 539-82-2 Notas de manzana 0,0015 — 0,005
Propionato de etilo® CsH1002 99,70% 105-37-3 Ron; pifia 0,009 - 0,045
Succinato de dietilo® CgH1404 99,50% 123-25-1 Suaves notas a fruta y flor 1,2
Aldehidos
Acetaldehido® C2HsO 99,50% 75-07-0 Hierba verde; manzana 0,027 - 0,38
Alcoholes
1-Propanol® C3HgO 99,90% 71-23-8 Fruta madura 5,7 — 40
2-Feniletanol? CgH100 99,00% 200-456-2 Rosa; notas de melocotdn 0,015 - 3,5
Acetatos
Acetato de etilo® C4HsO2 99,80% 141-78-6 Notas frutales; bamiz 0,005 - 5
Acetato de 2-feniletilo®® C10H1202 97,00% 103-45-7 Rosa; afrutado; miel 3-5
Acetato de hexilo®® CoH1602 99,70%  142.927  CereZd Do AN 0,002 - 0,48
Acetato de isoamilo® C7H1402 99,70% 123-92-2 Fruta dulce; platano; pera 0,002 - 0,043
Acetato de isobutilo®d CsH1202 99,80% 110-19-0 Grosella; jacinto rosa 0,065 - 0,9

*(Burdock, 2016)
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Como patrones internos de los andlisis de CG-FID y CG-MS se emplearon

los compuestos volatiles que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Compuestos volatiles utilizados como patrones internos. Todos fueron distribuidos

por Sigma-Aldrich.

Patrones Internos Calidad N°CAS Técnica
Tetrahidrofurano 99,90% 109-99-9 GC-FID
4-octanol 97,00% 589-62-8 HS-SPME-GC-MS

II.3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LEVADURAS

111.3.1. Aislamiento de levaduras

111.3.1.1. Levaduras de la uva

Para estudiar las levaduras presentes en el hollejo de la uva se
seleccionaron 50 uvas sanas de los diferentes pagos muestreados: 25
fueron introducidas en una botella con 250 mL de agua destilada estéril y
las otras 25 en una botella con 250 mL de medio YPD. Las botellas,
ligeramente abiertas, fueron incubadas durante 72 horas a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, se hicieron diluciones seriadas de las
suspensiones y se cultivaron aquellas comprendidas entre 102 y 10° en
placas de medio YPD, medio agar mosto y medio selectivo agar lisina. Las

placas se incubaron a 30 °C durante 48 horas (Figura 9).

Las diferencias en la morfologia y la coloracidn de las colonias crecidas
en los tres medios facilité la diferenciacion entre algunas de ellas. Se
seleccionaron aleatoriamente al menos 5 colonias de las diferentes
morfologias y se crecieron en medio YPD durante 24 horas a 30 °C para la

obtencidén de cultivos puros de cada una de las colonias seleccionadas.
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>
Agar Mosto
—> T aa—
YPD
Recogida — =
de Diluciones Agarlisina
muestras seriadas
Uvas en
YPD

Figura 9. Representacion grafica del método utilizado para el aislamiento de las levaduras

presentes en el hollejo de la uva.

111.3.1.2. Levaduras del mosto de uva

Previamente a la preparacién del mosto, las uvas, tras su recogida, se
sometieron a un proceso de maceracion en frio, manteniéndose a 5 °C en
una cémara frigorifica industrial. Transcurridos 7 dias, las uvas se
introdujeron en tanques de fermentacién de 5.000 6 10.000 L de aluminio,
hormigon o madera, siguiendo los criterios de los endlogos de las bodegas.
Las uvas se dejaron caer al interior de los tanques desde la parte superior
tras haber sido despalilladas y seleccionadas, lo que provoca su ruptura y
la liberacion de su jugo, siendo el resultado tanques llenos de mosto natural
de uva. De estos mostos, aun sin fermentar, se recogieron muestras de 200
mL y se dejaron fermentar a temperatura ambiente (22-25°C) en el

laboratorio, al mismo tiempo que el proceso se desarrollé en la bodega.

De los tanques de fermentacion que contenian unicamente mosto de uva
de los pagos seleccionados, se tomaron muestras de 100 mL a distintos

tiempos, de los cuales, 10 mL se utilizaron para el aislamiento de levaduras
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y el resto fue almacenado para la extracciéon del ADN gendmico total del

conjunto de levaduras presentes en cada muestra.

Recogida de muestras

Fermentacién
en ellaboratorio Diluciones
seriadas
-
> EEEE—
AgarMosto
\4 \4
T —
O - . YPD
Introduccion de las uvas —
dentro de lostanques de Agarlisina
NV NV

fermentacion — -
Fermentacion en bodega

Figura 10. Procedimiento para el aislamiento de las levaduras presentes en el mosto de

uva.

De forma similar a como se hizo con las suspensiones de uva, se
realizaron diluciones seriadas de todas las muestras de mosto y con las
diluciones comprendidas entre 10° y 10 se realizaron siembras en placas
de medio YPD, medio agar mosto y medio selectivo agar lisina (Figura 10).
Las placas se incubaron a 30 °C y a las 48 horas se seleccionaron
aleatoriamente entre 5 y 7 colonias de cada una de las diferentes

morfologias que se pudieron apreciar para obtener cultivos puros.

111.3.2. Conservacion de levaduras

Para la conservacion de las levaduras se recogieron 750 uL de cultivo puro
en fase estacionaria, crecido en medio YPD, y se homogeneizaron con 250
uL de glicerol al 60%, manteniéndose dicha mezcla a -80 °C hasta su préximo
uso (Sambrook y col., 2006).
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lIl.4. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
lll.4.1. Purificacion de ADN genémico de levadura

La purificacion del ADN gendmico de levaduras crecidas en cultivos puros
en el laboratorio se hizo siguiendo el método descrito por Philippsen y
colaboradores (Philippsen y col., 1991) o utilizando el kit MasterPure™ DNA

Purfication de Eppicentre.

Para la purificaciéon directa del ADN gendémico de las levaduras presentes
en las muestras de mosto evitando las impurezas del mismo, se aplicé el pre-
tratamiento que se describe a continuacion, fundamentado en estudios
previos que perseguian el mismo objetivo (Andorra y col., 2008; Cocolin y
col., 2000). Se mezclaron 25 mL de mosto con 25 mL de
fenol:cloroformo:isoamilico y se agité la muestra hasta obtener una solucién
homogénea que se dejo reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Una vez separadas la fase acuosa y la organica, se transfirié la primera de
ellas a un tubo limpio y se centrifugé a 4.000 rpm durante 5 minutos para
sedimentar las levaduras. Se eliminé el sobrenadante y las células se lavaron
dos veces con 2 mL de agua estéril, centrifugando de nuevo a 4.000 rpm
durante 5 minutos. Tras los dos lavados, las células se resuspendieron en
5mL de agua destilada y se repartieron en alicuotas de 1 mL en tubos
eppendorf de 1,5 mL. A continuacion, se centrifugaron nuevamente a 10.000
rom durante 2 minutos. Tras eliminar el sobrenadante las células se
resuspendieron en 200ulL de tampdn de extracciéon de ADN |. Seguidamente,
se afadieron 100 uL de SDS 2% y 50 uL de proteinasa K 4,5 mg/mL y la

mezcla se incubd a 37 °C durante 24 horas.

Teniendo en cuenta la sensibilidad de algunos métodos de caracterizacion
molecular de levaduras, el ADN extraido de las levaduras, ya fuese de
cultivos puros o de muestras de mosto, fue sometido al siguiente método de
limpieza. Al ADN purificado se le afadi®é un volumen de

fenol:cloroformo:isoamilico y se mezclé vigorosamente la mezcla hasta
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obtener una solucién homogénea. Seguidamente, se centrifugd a 13.000 rpm
durante 8 minutos y se transfiri6 la fase acuosa de cada muestra a un tubo
limpio, donde se le afadié 1/10 del volumen de AcNa 3 M y dos volumenes
de etanol frio al 100%. Las mezclas se incubaron durante 12 horas a -20 °C
y después se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 minutos. Se descarto el
sobrenadante de todas ellas y se lavo el precipitado con 100uL de etanol frio
al 70% centrifugando por ultima vez a 13.000rpm durante 2 minutos. El
sobrenadante se elimind y el sedimento de ADN se dejo secar al aire. EI ADN

precipitado se resuspendi6 en 30 uL de tampén TE.

111.4.2. Caracterizacion molecular de levaduras

lll.4.2.1. Analisis ITS-RFLP

Para la identificacién de las levaduras se hizo el anélisis de los
polimorfismos de restriccion de las regiones espaciadoras transcritas
internas del gen del ADN ribosémico 5.8S (ITS-RFLP). Para su
amplificacién por PCR se utilizaron los cebadores ITS-1 e ITS-4 (Tabla 5) y
los productos de la amplificacion fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Haelll, Hinfl y Hhal durante 12 horas a 37 °C, siguiendo el
protocolo descrito por Esteve-Zarzoso y col. (1999). Los fragmentos
generados se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1,5% (p/v) y los patrones obtenidos se compararon con los incluidos en la

base de datos www.yeast-id.org y otras publicaciones.

11.4.2.2. Secuenciacion de la regiéon D1/D2

Las levaduras que no pudieron ser identificadas mediante ITS-RFLP
debido a que los fragmentos de restriccidon obtenidos no eran especificos,
se analizaron mediante secuenciacion de la region D1/D2 del ADN
ribosémico 26S. Basandonos en el protocolo establecido por Kurtzman y
Robnett (1998), se amplificé dicha region del ADN ribosémico mediante
PCR utilizando los cebadores NL-1 y NL-4 (Tabla 5). Los productos
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obtenidos se purificaron con el kit Q/Aquick PCR purification de Quiagen,
eluyendo el ADN en 25 ulL de agua miliQ estéril. La integridad del ADN se
analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% p/v (Sambrook y col.,
2006) y su concentracién se determiné utilizando un NanoDrop 2000c de
Thermo Scientific. La secuenciacion de los fragmentos amplificados se llevo
a cabo en un secuenciador ABI 3130 XL en el Departamento de
Secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”
(CSIC-UAM). La secuencias obtenidas se compararon con las incluidas en
la base de datos de secuencias no redundantes del NCBI (http://www.ncb-

i.nIm.nih.gov) utilizando el programa BlastN (Altschul y col., 1997).

111.4.2.3. AFLP

La caracterizacion intraespecifica de las levaduras aisladas se hizo
mediante el analisis de los polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP). En este trabajo se ha utilizado el protocolo que se
describe a continuacién basado en el Kit AFLP Microbial Fingerprint de

Applied Biosystems y en los estudios de Vos y col. (1995).

1°.Restriccion/Ligacion: se tomaron entre 75 y 300 ng de ADN gendmico

purificado y se incubaron a 37 °C durante 12 horas junto con las
enzimas de restriccion EcoRIl y Msel y los adaptadores EcoRI-1p,
EcoRI-2p, Msel-A1y Msel-A2 (Tabla 7). Las reacciones se llevaron a
cabo empleando las siguientes concentraciones y reactivos en un
volumen final de 11 uL: 1 U de Msel, 5 U de EcoRI, 1 U de T4 ADN
Ligasa, 20 mM de los adaptadores Msel, 2 mM de los adaptadores
EcoRl y 0,1 uL de NaCl 0,5 M. Finalizado el proceso de
restriccion/ligaciéon se anadieron 19 uL de tampdn TE, un volumen 10
veces menor a lo indicado en el protocolo de Applied Biosystems, para
obtener una muestra mas concentrada y garantizar de esta manera el

éxito del proceso.
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2°,

PCR preselectiva: 4 uL de la solucion resultante del paso anterior

fueron utilizados como molde en la reaccion de PCR preselectiva [0.5
uM de los cebadores EcoRI-1p y Msel-0 (Tabla 6); 0,625 mM de cada
dNTP; 1mM de MgCl,; 1x de tampdn Taq polimerasa; 1 U de Taq
polimerasa]. El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente:
72 °C durante 2 minutos; 20 ciclos de 94 °C 20 segundos, 56 °C 30

segundos, 72 °C 2 minutos; 4 °C indeterminado.

.PCR selectiva: se emplearon 1,5 ul de la reacciéon anterior como

molde para llevar a cabo esta amplificacion selectiva [0.25uM de cada
uno de los cebadores de los pares M, N, J, Q, H, G o S (Tabla 6);
0,625 mM de cada dNTP; 1 mM de MgCl,; 1x del tampén Taq
polimerasa; 1 U de Taq polimerasa]. En esta reaccion uno de los
cebadores especificos estaba marcado con un fluoréforo (HEX o
FAM). Los parametros utilizados en el termociclador para llevar a cabo

esta reaccion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Programa de amplificacion selectiva para la obtenciéon de AFLP.

Temperatura estable Ciclos N° de ciclos

94 °C 2 min. - - - 1
- 94°C20s 66 °C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94°C20s 65°C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94 °C20s 64 °C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94 °C20s 63 °C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94 °C20s 62°C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94°C20s 61°C30sec. 72°C2 min. 1
- 94°C20s 60°C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94°C20s 59°C30 sec. 72°C2 min. 1
- 94°C20s 58°C 30 sec. 72°C2 min. 1
- 94 °C20s 57°C30 sec. 72°C2 min. 1

- 94 °C20s 56 °C 30 sec. 72°C2 min. 20
60 °C 30 min. - - - 1
4 °C indeterminado - - - 1
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4°.

5°.

Electroforesis capilar: los fragmentos amplificados en la reaccion

anterior se resolvieron mediante electroforesis capilar en un sistema
ABI 3130 XL en el Departamento de Secuenciacion del Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (CSIC-UAM). Las
muestras se prepararon con 0,5 uL de la reaccion de PCR anterior,
0,25 uL de patrén interno GeneScan™ 500ROX y 9,25 uL de
Formamida Hi-Di™. Las muestras se incubaron a 95 °C durante 3
minutos, seguidamente se enfriaron en hielo durante 2 minutos y se

resolvieron en el equipo de electroforesis.

Analisis de resultados: los AFLP resueltos por el sistema ABI3130 XL

fueron analizados utilizando el programa GeneMapper de Applied
Biosystems, que muestra el producto de la electroforesis capilar como
electroferogramas coloreados en funcién del fluoréforo utilizado: HEX
(verde) y FAM (azul). Cada uno de los picos de los electroferogramas
se corresponden con uno de los alelos, o fragmentos AFLP
generados. La posicion de estos picos en el eje de abscisas indica el
tamaio en pb del alelo, y su altura la abundancia del mismo en
unidades de fluorescencia. Los electroferogramas obtenidos con el
mismo par de oligonucledtidos a partir de aislados de la misma
especie fueron analizados entre ellos por comparacion
(superposicion) para identificar los alelos comunes y diferenciales
entre muestras de una misma especie con un error de +/-0.5 pb.
Unicamente fueron considerados los alelos cuya abundancia fue
superior a las 200 wunidades de fluorescencia (copias),
considerandose los que presentaron valores inferiores como ruido de
fondo. Cabe destacar que los alelos con tamanos inferiores a los 100
pb no fueron tenidos en cuenta, debido a que son comunes entre
muestras de diferentes especies. De igual manera, los alelos de mas
de 400 pb fueron descartados en el analisis debido a su escasez. La
informacién contenida en cada electroferograma también es muestra

de manera numérica por el software en una tabla, lo que facilita la

53



comparacion e identificacion de los alelos AFLP comunes entre

diferentes muestras de levadura.

I.L5. FERMENTACIONES

Las fermentaciones que se llevaron a cabo en el laboratorio para este
estudio se realizaron empleando como medio normalizado mosto de uva
Tempranillo esterilizado por sulfatacion. Se parti6 de un mosto con una
concentracion inicial de 65 grados Brix, que se diluyé hasta los 19,5 grados
Brix con agua destilada estéril para dejar una concentracion de azucares
similar a la de los mostos naturales de uva tinta. Ademas se le afiadieron 15
g/hL de fosfato aménico (Laffort) como fuente de nitrégeno. Se utilizaron
volumenes de mosto de 50 6 240 mL que se introdujeron en matraces de 100

mL o en botellas/fermentadores de 250 mL respectivamente (Figura 11).

Figura 11. Fermentador disefiado para llevar a cabo fermentaciones en el laboratorio. A:
filtro Midisart 2000 (0,20uM PTFE); B: llave Hoffman; C: tapén de goma maciza (diametro mayor
de 3,5 cm y menor de 2,8 cm) con dos orificios atravesados por dos cilindros de vidrio de 9 cm
de longitud, un diametro exterior de 0,9 cm y un diametro interior de 0,6 cm; D: tubos de silicona
de 13,5 6 10,5 cm con un diametro exterior de 1,2 cm y un diametro interior de 0,8 cm; E: botella
pirex de 250 mL; F: fermentador listo para su uso. Todo el material fue suministrado por Arpival
salvo los filtros Midisart, que fueron suministrados por Sartorius.

Todas las fermentaciones tuvieron lugar en una sala a oscuras y con una

temperatura controlada y estable de 19°C. El tiempo de fermentacion oscild
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desde los 4-5 dias en algunas fermentaciones individuales (mosto inoculado
con una unica levadura), hasta los 22 dias en las fermentaciones complejas
(mosto inoculado con mas de una levadura). La finalizacion del proceso
fermentativo se fijo en base a la disminucién en la produccién de CO, hasta
que ser imperceptible y/o en un valor de densidad del mosto inferior a 1 g/mL.
Diariamente, se homogeneizaron de manera suave los matraces y botellas, y
se permitio la salida de los gases cuando se seguian produciendo, lo que
facilité el control del avance de la fermentacién. Para medir la densidad de los
mostos se utilizd un mostimetro (Probodega), que es un densimetro
especializado de doble escala con el que poder medir las variaciones de
densidad (comprendida entre 0,980 y 1,130 g/mL) y el porcentaje de alcohol
probable (rango entre 3 y 17%), factores que varian con la evolucién de la

fermentaciéon en funcién del consumo de azucares.

En lo que respecta a las levaduras se llevaron a cabo tres tipos de
fermentaciones: individuales, dobles y complejas. En las fermentaciones
individuales s6lo se inocularon levaduras de géneros no-Saccharomyces de
manera singular, en las fermentaciones dobles se inocul6 una levadura de tipo
no-Saccharomyces junto a una del género Saccharomyces y en las
fermentaciones complejas se utilizaron diferentes combinaciones con mas de
dos levaduras. Se empled un método de inoculacion secuencial: el dia 0 se
afadieron las levaduras de los géneros no-Saccharomyces y 3 dias después
del inicio de la fermentacion se afiadieron las levaduras del género
Saccharomyces. La concentracién inicial de cada levadura inoculada en el
mosto oscilé entre las 1.000 y los 3 millones de células/mL, dependiendo del

experimento y la especie de levaduras.

I1.L6. ANALISIS DE COMPUESTOS VOLATILES VINCULADOS CON EL
AROMA DEL VINO

Para poder determinar la influencia de las levaduras en la calidad de los
vinos tintos fermentados en el laboratorio, se llevd a cabo un analisis sensorial

de sus propiedades organolépticas y un analisis quimico de su fraccién volatil.
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111.6.1. Analisis sensorial

Los mostos fermentados individualmente fueron evaluados en base a su
color, aroma y sabor por un panel de cata formado por 5 evaluadores: 2
expertos que dirigian la cata y 3 investigadores. El cuarto en el que se llevo
a cabo la cata se mantuvo a una temperatura constante de 18°C y los vinos
se sirvieron a temperatura ambiente en vasos certificados y codificados. La
evaluacion de la calidad de los vinos fue hecha con las opciones de deseable
(7-9 puntos), aceptable (4-6puntos) y no deseable (1-3puntos). Las
puntaciones finales fueron calculadas en base a la media teniendo en cuenta

la evaluaciéon de cada catador.

11.6.2. Analisis de la fraccién volatil por GC-FID

Para el estudio de la fraccion volatil de algunos de los mostos fermentados
se utilizé la cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion de
llama (GC-FID). La preparacién de la muestra se hizo afiadiendo en un vial
de cromatografia 1 mL de mosto fermentado y 100 uL de tetrahidrofurano (25
mg/L) como patrén interno. El método de andlisis utilizado fue la inyeccion
directa de las muestras en un cromatografo de gases 7980A de Agilent
Technologies equipado con un detector de ionizacion de llama. Las
condiciones de la cromatografia fueron: temperatura del inyector y del
detector 280°C, el tipo de inyeccion utilizada split (ratio de Split 10:11) y el
tamafo de la muestra 2 L. Para la separacion de los compuestos analizados
se utilizé una columna TRB-FFAP de silica gel (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym)
suministrada por Teknokroma, helio como gas portador (37,3 psi) y un
gradiente de temperatura que iba desde los 60 °C a los 200 °C, manteniendo
la temperatura inicial durante un minuto y con un incremento lineal de 20
°C/minuto (Fernandez, 2004). Estos analisis se llevaron a cabo en el Servicio
de Cromatografia de Gases del Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-
CSIC).
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Este método fue empleado para detectar acetaldehido, acetato de etilo,
acetato de isoamilo, acetato de isobutilo, hexanoato de etilo, octanoato de
etilo y propionato de etilo. La identificacion de estos compuestos se hizo en
base a los tiempos de retencion obtenidos de patrones comerciales
empleando el método de analisis previamente descrito (Clemente-Jimenez y
col., 2004; de Lerma y Peinado, 2011; Lépez y col., 2011). Los patrones
comerciales se prepararon a una concentracion de 50 mg/L en agua mili-Q.
En todas las muestras fue empleado como patrén interno el tetrahidrofurano
(25 mg/L).

111.6.3. Analisis de la fraccién volatil por HS-SPME-GC-MS

El otro método empleado en el estudio de la fraccion volatil de los mostos
fermentados, consisti6 en la obtencién de los compuestos volatiles
presentes en el espacio en cabeza mediante microextraccion en fase sélida
y su posterior identificacion haciendo uso de un cromatografo de gases

acoplado a un detector de espectrometria de masas (HS-SPME-GC-MS).

Para la extraccidn de los compuestos volatiles se diluyeron 2 mL de
mosto con 8 mL de tampén citrato en un vial de cromatografia de 20 mL. A
dicha mezcla se le anadieron 25 uL de 4-octanol (50 mg/L) como patrén
interno y un iman de agitacion. Los viales se cerraron herméticamente con
un septum de teflén/silicona y fueron incubados en un sistema CombiPal de
CTCAnalytics AG a 40 °C con agitacion magnética durante 30 minutos, a fin
de facilitar la acumulacién de los compuestos volatiles en el espacio en
cabeza del vial (Xu y col., 2007). Transcurrido el tiempo de incubacion se
adsorbieron los compuestos volatiles del espacio en cabeza en una fibra
50/30 wum DVB/CAR/PDMS de 2cm de longitud (Fan y Qian, 2005). La
desorcion de los compuestos volatiles se llevd a cabo en el inyector del
cromatografo de gases (6890N de Agilen Technologies) a 250 °C (Chen y
col., 2013; Fan y col., 2007). Tras la inyeccion, la fibra se lavé tres veces

con etanol 100% para evitar contaminaciones. La separacién de los

57



58

compuestos volatiles se llevé a cabo en una columna ZB-WAX (30 m x 0,25
mm x 0,5 mm) suministrada por Zebron, usando helio como gas portador
con un caudal de 1,5mL/minuto y con el siguiente programa de temperatura
del horno: 40 °C de temperatura inicial mantenida durante 4 minutos
seguido de una rampa de temperatura de 4 °C/minuto hasta los 230 °C,
manteniéndose a esa temperatura final durante 10 minutos (Yuan y Qian,
2015).

Para la deteccién de los compuestos volatiles se utilizé un espectrometro
de masas 5973N de Agilent, con unas temperaturas en el colector y en el
conducto de transferencia de 150 y 230 °C respectivamente. El patrén de
fragmentacion del espectro de masas se obtuvo empleando 70 eV como
voltaje de ionizacién y una corriente de ionizacién de 10 uA (Fang y Qian,
2006; Pérez-Martin y col., 2015). La cuantificacion de los compuestos
estudiados se hizo por el método de patrén interno, utilizando las areas de
pico obtenidas con la monitorizacion de los iones seleccionados (SIM) de
cada uno de los compuestos (Marrufo-Curtido y col., 2012; Siebert y col.,
2005; Tredoux y col., 2008): acido decanoico (141), acido laurico (60), acido
octanoico (77), acido nonanoico (115), acido hexanoico (63), butirato de
etilo (71), decanoato de etilo (88), hexanoato de etilo (88), octanoato de etilo
(88), valerato de etilo (88), succinato de dietilo (101), 2-feniletanol(91),
acetato de etilo (66), acetato de feniletilo (91), acetato de hexilo (84), acetato
de isobutilo (87) y acetato de isoamilo (56). Para calcular la concentracion
de los compuestos estudiados, se emplearon rectas de calibrado, que se
generaron utilizando patrones comerciales de cada uno de los compuestos.
De cada uno de estos patrones se generé un stock a 10.000 mg/L en etanol
que fue diluido en tampodn tartarato para la obtencién de las rectas de
calibrado, cuyos puntos se determinaron en funcidn de las concentraciones
esperadas para cada compuesto (Aznar y col., 2001; Canas y col., 2008;
Ferreira y col.,, 2000; Gil y Vallés, 2001) y obtuvieron coeficientes de
regresion lineal entre 0,98 y 0,99. Como patrén interno para el calculo de

los puntos de las rectas de calibrado se utilizaron 25 uL de 4-octanol (50
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mg/L) y se llevaron a cabo por triplicado siguiendo el mismo método de
analisis que se empled para el estudio de la fraccion volatil de las muestras
de mosto. Para el control de los equipos, la obtencién de las rectas de
calibrado y analisis de los resultados se empled el software de Agilent
Technologies MSD ChemStation.

111.6.4. Analisis estadistico

Las diferencias que se observaron entre los mostos fermentados
obtenidos con diferentes levaduras, fueron estudiadas estadisticamente
aplicando un andlisis de varianza (ANOVA). Para evaluar la significancia de
los andlisis se utilizo el test de la diferencia honestamente significativa (HSD)
de Tukey (Juega y col., 2015). El “software “utilizado para estos analisis fue
SPSS® 21 MAC OSX de IBM®.
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IV. Resultados

IV.1. TOMA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE LEVADURAS

Este trabajo se ha realizado a partir de 17 muestras de uva y 54 muestras
de mosto fermentado de la variedad Tempranillo de Vitis vinifera. Las muestras
se recogieron durante las vendimias de 2010, 2011 y 2012 de 17 pagos
diferentes de las bodegas Aster y Diaz Bayo, ambas pertenecientes a la D.O.
Ribera del Duero. Los procedimientos de recogida y tratamiento de las
muestras se han descrito en el Apartado 111.3.1 de la Seccién Materiales y

Métodos.

Las muestras de uvas que se recogieron durante las tres vendimias fueron
incubadas en agua o medio YPD a temperatura ambiente durante 72 horas. De
dichas suspensiones se hicieron diluciones seriadas y de las diluciones
comprendidas entre 102y 10 se sembraron 100 ulL en placas de agar mosto,
agar lisina y agar YPD, y se incubaron a 30 °C durante 48 horas. Las colonias
de las levaduras presentes en el hollejo de la uva mostraron una gran
variabilidad morfoldgica (Figura 12 A, B y C). Concretamente, se pudieron
diferenciar cuatro tonalidades de morado en las colonias que crecieron en
placas de agar mosto (Figura 12A), tres tamafios y tres coloraciones diferentes
(blanquecino, amarillo y marrén) en aquellas que lo hicieron en placas de YPD
(Figura 12B) y dos tamanos diferentes de colonia con la misma tonalidad
blanquecina en las placas de agar lisina (Figura 12C). De forma paralela al
analisis morfolégico de las levaduras aisladas del hollejo de la uva se
recogieron muestras de mosto de los tanques de fermentacién en bodega (dias
2, 5y 10 tras el inicio de la fermentacion) y de las fermentaciones que se
desarrollaron en el laboratorio (dia 5). De igual manera a como se hizo con las
suspensiones de uvas, las muestras de mosto se diluyeron y se sembraron 100
uL de las diluciones comprendidas entre 10° y 10® en los tres medios
previamente mencionados. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 horas.
Coincidiendo con los resultados obtenidos en el analisis de las muestras de
uvas, se obtuvo una gran variabilidad morfolégica en las colonias aisladas de
muestras de mosto recogidas los dias 2 y 5 del proceso fermentativo, mientras

que apenas se registré variabilidad morfoldgica en las colonias que se aislaron
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de las muestras de mosto recogidas el dia 10. Este hecho se debe a la
predominancia de las especies del género Saccharomyces segun avanza el
proceso fermentativo. En las placas de YPD en las que se sembraron muestras
de mosto recogidas el dia 10, tanto el tamafio como el color de las colonias
crecidas fue practicamente el mismo (Figura 12E) y en las placas de agar mosto
solo se detectd una unica tonalidad de morado (Figura 12D). Sin embargo, en
las placas de agar lisina en las que se sembraron las muestras de mosto del
dia 10, las colonias presentaron la misma variedad cromatica y morfolégica que
en las muestras correspondientes al dia 2 y 5 del proceso fermentativo, aunque

la abundancia se redujo entre un 70 y un 90% (Figura 12F).

Figura 12. Colonias de levaduras indigenas crecidas en diferentes medios de cultivo. A, B,
C: levaduras procedentes de la suspension de uvas en YPD (dilucion 10'2) crecidas en agar
mosto (A), YPD (B) y agar lisina (C); D, E, F: levaduras procedentes de mosto recogido el dia 10
(la dilucién 10'5) crecidas en agar mosto (D), YPD (E) y agar lisina (F).

A partir de las colonias crecidas en las placas de YPD se pudo determinar
la concentracion de levaduras en las diferentes muestras analizadas. Se
determiné una concentracion media de 2*10° ufc/mL en las muestras de uva

que se mantuvieron en suspension en agua estéril, mientras que las que
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estuvieron suspendidas en YPD presentaron una concentracion media de 4*10°
ufc/mL. Esta diferencia se debe al hecho de que las levaduras presentes en el
hollejo de la uva pudieron crecer activamente gracias a los nutrientes aportados
por el medio YPD. En las muestras de mosto recogidas el dia 2 del proceso
fermentativo la concentracion media de levaduras fue de 2*10® ufc/mL, en las
que se tomaron el dia 5, 1*10° ufc/mL y en las muestras correspondientes al
dia 10 la concentracién media descendié dos 6rdenes de magnitud hasta 110’
ufc/mL. Estos datos corroboran que a medida que avanza la fermentacion y se
incrementa la concentracién de etanol en el mosto, la concentracion de
levaduras disminuye, quedando unicamente aquellas con una mayor tolerancia

al etanol.

Teniendo en cuenta la variabilidad morfolégica de las colonias crecidas en
los diferentes medios y el origen de las mismas, se seleccionaron un total de
1200 colonias de levaduras indigenas para realizar el estudio: 404 de la
vendimia de 2010, 472 de 2011 y 324 de 2012 (Tabla 10), con las que se ha

realizado este estudio.

Tabla 10. Numero de aislados de levadura seleccionadas por vendimia y por muestra.

Vendimia
Origen aislados
2010 2011 2012

Uvas var. Tempranillo 63 51 47
Mosto fermentado laboratorio dia5 107 133 83
Mosto fermentado en bodega dia2 56 82 56
Mosto fermentado en bodega dia5 137 130 92
Mosto fermentado en bodega dia10 41 76 46
Total aislados 404 472 324

IV.2. CARACTERIZACION MOLECULAR INTERESPECIFICA DE
LEVADURAS

La determinacién de las especies a las que pertenecian las levaduras

aisladas, se hizo mediante analisis ITS-RFLP del ADNr 5,8S y secuenciacion
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de la regién D1/D2 del ADNr 26S, siguiendo los procedimientos descritos en el

Apartado 111.4.3 de la Seccion Materiales y Métodos.

IV.2.1. Andlisis ITS-RFLP

Se utilizaron 100 ng de ADN purificado de levadura como molde en la
reaccion de amplificacion por PCR de la region ITS, obteniéndose fragmentos
de ADN de un tamano comprendido entre los 400 y 900 pb en funcion de la

muestra (Figura 13).

M 123456 7 8910111213
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Figura 13. Regiones ITS amplificadas por PCR de diferentes levaduras. Gel de agarosa al
1,5% donde pueden apreciarse productos de amplificacion de cuatro tamafios diferentes: 400pb
(3,7,11y13),560pb (12), 640pb (1), 780pb (10), 850pb (4, 5, 6, 8 y 9). Muestras: 1 (DB10.3.3.1),
2 (bB10.1.5.1), 3 (DB10.1.4.2), 4 (DB10.1.6.2), 5 (DB11.3.1.1), 6 (DB11.3.8.3), 7 (DB11.5.7.3),
8 (DB11.2.2.5), 9 (DB12.3.7.8), 10 (DB12.1.1.6), 11 (DB12.4.1.4), 12 (DB12.3.6.6) y 13
(DB12.1.7.1); M: marcador de peso molecular de 100 pb.

Estos fragmentos de ADN fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Hhal, Haelll y Hinfl, generandose patrones de restriccion que permitieron
identificar algunos de los aislados analizados. En la Figura 14 se muestran los
fragmentos obtenidos tras la digestion con estas enzimas de los aislados
DB10.3.3.1, DB10.1.4.2, DB11.3.1.1, DB12.3.7.8 y DB12.1.7.1 que
corresponden con las muestras 1, 3, 5, 9 y 12 de la Figura 13

respectivamente. Los patrones de restriccion obtenidos se compararon con
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los de la base de datos yeast-id-org (www.yeast-id.org) y permitieron
identificar estas muestras como Candida maltosa (DB12.1.7.1),
Metschnikowia  pulcherrima  (DB10.1.4.2), Saccharomyces  uvarum
(DB11.3.1.1), Saccharomyces cerevisiae (DB12.3.7.8) y Pichia anomala
(DB10.3.3.1) con un porcentaje de similitud del 100%. Como control se
emplearon las levaduras tipo procedentes de la CECT y las levaduras

comerciales seleccionadas (Tabla 1).

C. maltosa M. pulcherrima S. uvarum S. cerevisiae P. anomala

M 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Figura 14. Digestiones de la regiéon ITS. Gel de agarosa al 1,5% donde se muestran los
fragmentos de ADN generados tras la digestion de la region ITS con las enzimas de restriccion
Hhal (1), Haelll (2) y Hinfl (3) de las levaduras: DB12.1.7.1 (C. maltosa), DB10.1.4.2 (M.
pulcherrima), DB11.3.1.1 (S. uvarum), DB12.3.7.8 (S. cerevisiae) y DB10.3.3.1 (P. anomala). M:

marcador de peso molecular de 100 pb.

Este método permitio identificar una gran parte de las levaduras en estudio
(1.001) pertenecientes a las especies C. maltosa, M. pulcherrima, S. uvarum,
S. cerevisiae y P. anomala, sin embargo, no resulté concluyente para otros
aislados, ya que los patrones de restriccion obtenidos eran comunes a mas
de una especie, como en el caso de Hanseniaspora uvarum y Dekkera
anomala o Lachancea thermotolerans y Kluyveromyces valtii. Ademas,
también se analizaron las levaduras tipo procedentes de la CECT vy las

levaduras comerciales seleccionadas (Tabla 1).
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IV.2.2. Secuenciacioén de regién D1/D2

Las 199 levaduras que no pudieron ser caracterizadas utilizando el método
ITS-RFLP fueron analizadas mediante amplificacién y posterior secuenciacion
de la region D1/D2 (600 pb) del ADN ribosémico 26S (Kurtzman y Robnett,
1998). En este andlisis se incluyeron dos aislados de cada una de las
especies identificadas previamente mediante ITS-RFLP como controles. Las
secuencias obtenidas se compararon con las de la base de datos GeneBank
NCBI utilizando el programa BlastN (Altschul y col., 1997). La identificacion
se hizo en base al porcentaje de homologia de las secuencias analizadas,
que fue en todos los casos mayor o igual al 99% de identidad. Los resultados
de la comparacion nos permitieron identificar 97 aislados de Lachancea
thermotolerans, 78 de Hanseniaspora uvarum, 14 de Torulaspora delbrueckii
y 10 de Pichia carsonii. Asimismo, las secuencias D1/D2 de las levaduras que
ya habian sido caracterizadas previamente mediante ITS-RFLP confirmaron
los resultados previos, obteniéndose en los cinco casos una identidad de entre
el 99y el 100 %.

Teniendo en cuenta todos los resultados anteriores, se pudieron identificar
siete especies de levaduras no-Saccharomyces y dos Saccharomyces en los
1.200 aislados analizados: H. uvarum (6.5%), M. pulcherrima (28.8%), L.
thermotolerans (8.1%), T. delbrueckii (1.2%), P. anomala (3%), P. carsonii
(0.8%), C. maltosa (0.4%), S. cerevisiae (47.7%) y S. uvarum (3.5%). De las
especies identificadas, S. cerevisiae fue la Unica detectada en el 100% de los
pagos, mientras que S. uvarum fue identificada en cuatro, M. pulcherrima en
once, H. uvarum en ocho, L. thermotolerans en siete, T. delbrueckii en seis,
P. anomala en cuatro y P. carsonii y C. maltosa en uno (Tabla 11). En los
pagos Cafiada Angosta, vendimia de 2010, y Nave Espaldera, vendimias de
2010 y 2011, se han identificado siete especies de levaduras distintas, cinco
de ellas de géneros no-Saccharomyces. En la vendimia de 2012, los pagos
con una mayor variabilidad de levaduras fueron Valdubé6n, Desecados y Hoyo
Félix, con S. cerevisiae y tres especies no-Saccharomyces. Cabe destacar

que no se obtuvo ningun aislado de S. uvarum en la vendimia de 2012.
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Ademas, estudios sensoriales de los diferentes vinos obtenidos en las
bodegas por los profesionales de las mismas, indicaron que los caldos mejor
valorados eran aquellos en los que se habia identificado una mayor
variabilidad de levaduras, en concreto, los que tenian al menos tres de las
siete levaduras no-Saccharomyces identificadas. Los vinos mejor valorados y
que mas se ajustaban a la tipicidad de la bodega Diaz Bayo fueron los de los
pagos Cafada Angosta 2010, Nave Espaldera 2011 y Hoyo Félix 2012 (Tabla
11).

Tabla 11. Numero de aislados de levadura identificados en funcion del afo y el pago de
procedencia. M. pulcherrima (Mp), H. uvarum (Hu), L. thermotolerans (Lt), P. anomala (Pa), T.
delbrueckii (Td), C. maltosa (Cm), P. carsonii (Pc), S. cerevisiae (Sc)y S. uvarum (Su). Las cajas

verdes remarcan las levaduras aisladas de los mostos mejor valorados en cada afiada.

2010 2011 2012
Pagos
Mp Hu Lt Pa Td Cm Pc Sc Su|Mp Hu Lt Pa Td Cm Pc Sc Su|Mp Hu Lt Pa Td Cm Pc Sc Su
2 - - 5 - - - 1 -|- - - - - - - - -1 - - 8 - - - 15 - |VegaArribaCercadilo
24 8 - - - - - 23 -|\- - - - - - - - -J20 5 - - - - - 10 - [SanJuan
2 - - - - - - 23 - |- - - - - - - - |- - - - - - - - - |Vifota
18 4 13 - - 3 4 24 3|- - - - - - - - -f- - - - . . . . . |CafiadaAngosta
217 - - 3 2 6 25 7|3 - 5 5 2 - - 3 -|- - - - - - - - - |NaveEspaldera
17 - 8 - - - - 22 4)|- - - - - - - - - - - - - - - - . |INaveVaso
9 8 2 - - 23 - |- - - - - - - - |- - 9 6 1 - - 27 - |Valdubdn
218 12 - - - - 12 -f- - - - - - - - -|14 6 7 - - - - 8 - |Desecados
34 19 - - - - - 58 |- - - - - - - - - |Hombria
1 - - 53 12|- - - - - - - - - |Lobera
29 - - - - - - 49 16(- - - - - - - - - |HoyoAurelia
3 - 26 - 2 - - 62 -|- - - - - - - - - |Estocada
8 8 - - - - 21 - |Albillo
12 - - 4 2 - - 17 - |HoyoFélix
14 6 - - - - - 9 - |Rubial
77 - - - - - - 24 - |Pefaranda
7 - - 1 - - 23 - |Valdebrero

Lo expuesto en este apartado permite concluir que la variabilidad de
especies de levaduras indigenas que pueden aislarse en los entornos de una
bodega, son notoriamente dependientes de la afiada y el area de recoleccion
de la uva (pago). No obstante, la identificacion de las especies de levadura no
es suficiente para el estudio que se aborda en el presente trabajo, en el que
se pretende establecer una diferenciacion a nivel de cepa. Por ello se continué
con la caracterizacion intraespecifica de las levaduras aisladas, con el fin de
poder seleccionar las cepas directamente involucradas en conferir la tipicidad

a los mejores vinos de las bodegas colaboradoras.
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IV.2.3. Caracterizacion intraespecifica

Para analizar si entre los aislados de levaduras previamente identificados
a nivel de especie habia diferentes cepas, decidimos llevar a cabo la
caracterizacion intraespecifica de las mismas utilizando marcadores
moleculares AFLP. Esta técnica ya habia sido utilizada previamente para la
caracterizacion molecular de variedades de plantas y de cepas microbianas
debido a su alto poder de discriminacién, su fiabilidad y a que es una técnica
que permite rastrear todo el genoma sin la necesidad de tener informacién

precisa sobre su secuencia.

El analisis se llevo a cabo con 43 aislados de levadura de la vendimia 2010
pertenecientes a 6 pagos diferentes. La seleccion de estas muestras se hizo
en base a la presencia relativa de cada una de las especies y a su relevancia
en las primeras fases del proceso fermentativo, por ello las especies P.
carsoniiy C. maltosa no fueron consideradas. Se usaron once aislados de M.
pulcherrima, seis de L. thermotolerans, cuatro de H. uvarum, tres de T.

delbrueckii, cuatro de P. anomala, seis de S. uvarum y nueve de S. cerevisiae.

Se obtuvieron perfiles AFLP de todas las muestras utilizando los siete
pares de oligonucledtidos seleccionados inicialmente (Tabla 6, Apartado
[11.2.4 de Materiales y Métodos). El analisis de los resultados se hizo en primer
lugar comparando los electroferogramas obtenidos con todas las muestras de
una misma especie y los diferentes oligonucledtidos utilizados. En la
comparacion solo se incluyeron fragmentos AFLP de tamafios comprendidos
entre los 100 y los 400 pb, debido a que los fragmentos de menor tamafo
estaban presentes en todas las muestras estudiadas y los de mayor tamafio
no resultaban relevantes debido a su escasez (aparecian en menos del 5%
de las muestras). Ademas, unicamente se tuvieron en cuenta los fragmentos
con una abundancia superior a 150 copias (un valor menor se estimé como
ruido de fondo) y se consider6é un error de +/-0,5 pb en el tamafio de los

fragmentos AFLP.
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Este analisis comparativo se realiz6 con 308 electroferogramas, algunos
de los cuales se muestran a continuacion. En la Figura 15 se muestra la
comparacion de los electroferogramas de las cuatro levaduras seleccionadas
de la especie H. uvarum, obtenidos con los pares de oligonucledtidos Hy S.
En este caso se obtuvieron dos tipos de perfiles diferentes con todos los pares
de oligonucleétidos utilizados, lo que permitié la identificacion de dos cepas
de H. uvarum. En el Anexo 1 se incluye la comparacion de los
electroferogramas obtenidos con los pares de oligonucleétidos Q y J, de estas
cuatro levaduras, que también permiten identificar dos perfiles diferentes y por

tanto corrobora la presencia de dos cepas distintas.
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Figura 15. Analisis comparativo de electroferogramas para identificar los alelos AFLP
especificos de especie y cepa de H. uvarum. Comparacién de electroferogramas obtenidos
con los pares de oligonucledtidos H y S de 4 aislados de H. uvarum: Hu A a Hu D. Los alelos
AFLP comunes a todas las cepas se indican con flechas verdes (=); Los alelos AFLP

diferenciales entre cepas se indican con flechas rojas (=).

La comparacion de los electroferogramas obtenidos con los 11 aislados
analizados de M. pulcherrima permitié detectar dos perfiles diferentes con los
pares de oligonucleotidos H, M, N y G, tres con el par de oligonucleétidos Q y
cuatro con los pares de oligonucleétidos J y S. El analisis permitio identificar
alelos AFLP presentes en los todos los aislados de M. pulcherrima y otros que

unicamente estaban presentes en algunos de ellos. En la Figura 16 se
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muestran algunos de los detectados con los pares de oligonucledtidos Q y J
(marcados con el fluoréforo HEX) y en el Anexo 1 se incluyen algunos de los
obtenidos con los oligonucleétidos H y S, marcados con el fluoréforo FAM. El
analisis global de los datos permitié diferenciar cuatro cepas indigenas

diferentes de M. pulcherrima.
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Figura 16. Analisis comparativo de electroferogramas para identificar los alelos AFLP
especificos de especie y cepa de M. pulcherrima. Comparacion de electroferogramas
obtenidos con los pares de oligonucleétidos Q y J de 11 aislados de M. pulcherrima: Mp A a Mp
K. Los alelos AFLP comunes a todas las cepas se indican con flechas verdes (=); Los alelos

AFLP diferenciales entre cepas se indican con flechas rojas (=).
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En el caso de L. thermotolerans y T. delbrueckii, de los seis y tres aislados
analizados respectivamente, se pudieron diferenciar dos cepas con los
oligonucledtidos S y J. La Unica especie de la que sélo se caracterizé una
cepa fue P. anomala, independientemente del par de oligonucleétidos
utilizados. En cuanto a los 16 aislados de las dos especies del género
Saccharomyces, se pudieron diferenciar dos cepas de S. uvarum con los
pares de oligonucledtidos Q, J, My S y dos cepas de S. cerevisiae con los

pares de oligonucleétidos Q, J y S.

Tabla 12. Numero de cepas identificadas de las especies analizadas en funcion al par de

oligonucleoétidos utilizado para obtener los AFLP.

Par de oligonucleétidos

Levadura

M. pulcherrima 4 2 3 2 2 2 3
L. thermotolerans 2 1 1 1 1 1 2
H. uvarum 2 2 1 1 2 2 2

T. delbrueckii 2 1 1 1 1 1 2
P. anomala 1 1 1 1 1 1 1

S. cerevisiae 2 1 1 2 1 1 2

S. uvarum 2 2 1 2 1 1 2

Como resultado global del andlisis realizado con 43 levaduras indigenas y
siete pares de cebadores, se han podido diferenciar 15 cepas de levadura
pertenecientes a siete especies diferentes (Tabla 12), pudiendo concluir que
el empleo de los marcadores moleculares AFLP permite una destacable

discriminacion de cepas en los aislados seleccionados.

IV.3. BASE DE DATOS DE MARCADORES AFLP DE LEVADURAS VINICAS

Los resultados previamente expuestos demuestran la alta capacidad de
discriminacién de los marcadores AFLP y de ahi su interés en utilizarlos como
herramienta para la caracterizacién molecular de levaduras vinicas. Uno de

los objetivos de este trabajo era el desarrollo de un procedimiento rapido y
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eficaz para caracterizar las levaduras presentes en muestras complejas como
el hollejo de las uvas o el mosto. Para ello, se ha generado una base de datos
de alelos AFLP que incluye los alelos especificos de las 7 especies y las 15
cepas de levadura que se han identificado en este trabajo utilizando los
cebadores S y J, es decir, aquellos que unicamente se identificaron en los
electroferogramas de muestras de una misma especie o cepa. Se
seleccionaron los alelos obtenidos con estos dos cebadores por ser los que
mostraron una mayor complejidad y variabilidad en los perfiles AFLP, y en

consecuencia un mayor grado de discriminacion entre cepas.

Con el fin de validar la base de datos generada en base a los alelos
seleccionados, se obtuvo el patron AFLP de las levaduras tipo utilizadas como
control en los analisis previos de identificacion molecular (ITS y D1/D2),
utilizando los cebadores S y J. Se analizaron las levaduras comerciales S.
cerevisiae (ES42) y L. thermotolerans (CH Kt 421 CHR-HANSEN), ademas
de otras levaduras procedentes de la coleccion espanola de cultivos tipo: S.
uvarum CECT12641, H. uvarum CECT12946, M. pulcherrima CECT12825, T.
delbrueckii CECT12698 y P. anomala CECT12765.

A modo de ejemplo, en la Figura 17 se muestra el resultado obtenido al
comparar los electroferogramas S y J de dos cepas indigenas de L.
thermotolerans (Lt y Lty) con la cepa comercial L. thermotolerans (CH Kt 421
CHR-HANSEN) denominada Lt,. Las comparaciones realizadas con el resto
de levaduras se muestran en el Anexo 2. Este analisis ha permitido determinar
los alelos AFLP comunes unicamente entre todas las cepas de una misma
especie y los que estan presentes exclusivamente en alguna de las cepas
analizadas. Tras el analisis comparativo realizado con las levaduras vinicas
estudiadas en el presente trabajo en base a los cebadores S y J, se pudieron
establecer un total de 14 perfiles especificos de especie y 44 especificos de
cepa. Estos perfiles especificos representados como cédigos de barras se
muestran en la Figura 18 y constituyen la base para la identificacion de

levaduras vinicas en base a su huella molecular AFLP.
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Figura 17. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores S y J de
tres cepas de L. thermotolerans. Cepas: una control (Lt) y dos indigenas (Lt; y Lt2).

Cebadores: S (A) y J (B). (®) Alelos AFLP especificos de especie obtenidos con el cebador S; (

®) Alelos AFLP especificos de especie obtenidos con el cebador J; (®) Alelos AFLP especificos

de cepa obtenidos con el cebador S o J.
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Figura 18. Representacion esquematica de los perfiles AFLP especificos de especie y cepa
de levadura obtenidos con los cebadores S y J. Alelos AFLP especificos de especie
(verde/azul) y especificos de cepa (rojo). Especies de levaduras: S. cerevisiae (Sc), S. uvarum
(Su), H. uvarum (Hu), T. delbrueckii (Td), P. anomala (Pa), M. pulcherrima (Mp) y L.
thermotolerans (Lt). El subindice 0 indica la levadura tipo usada como control y 1 a 4 diferentes

cepas indigenas.

La identificacion de muestras desconocidas haciendo uso de la base de
datos se fundamenta en el empleo de los datos numéricos que proporciona el
programa GeneMapper referentes a los alelos AFLP presentes en los
electroferogramas (tamafo de los alelos e intensidad de fluorescencia entre
otros). Estos datos son incluidos en una hoja de calculo dinamica vy
comparados con los alelos AFLP de la base de datos, empleando un algoritmo
comparativo que asigna un valor 1, cuando un alelo de la muestra coincide
con un alelo de un perfil de la base de datos, y un 0 cuando no existe similitud.

La resolucion de la matriz que se genera de unos y ceros se expresa como
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un porcentaje de similitud entre 0 y 100% entre la muestra problema y cada
uno de los perfiles incluidos en la biblioteca. Una similitud del 100% indica que
todos los alelos especificos de una especie o cepa de levadura estan
presentes en la muestra y por lo tanto puede confirmarse la presencia de esta
levadura. Un porcentaje de similitud inferior al 50% se relaciona con la
ausencia de dicha levadura en la muestra. Para asegurar una deteccién
precisa, cuando el porcentaje es inferior al 100%, pero superior al 50%, los
electroferogramas son verificados manualmente para asegurar la presencia
(o ausencia) de los alelos concretos, tal como se describe en el Apartado
111.4.2.3 (Seccién Materiales y Métodos). Unicamente se confirma la presencia
de una levadura en una muestra cuando todos los alelos especificos de

especie y/o cepa se detectan inequivocamente.

Para verificar la eficacia del algoritmo utilizado, se analizaron por este
procedimiento el resto de levaduras previamente caracterizadas mediante
ITS-RFLP y secuenciacién de la regién D1/D2 (Apartado 1V.2.1 de la presente
Seccion). Los perfiles AFLP obtenidos de estos aislados se incluyeron en la
hoja dinamica como muestra problema para su comparacion con aquellos
incluidos en la base de datos. De este modo se reconfirmé la identidad de
estas levaduras y todas ellas se pudieron identificar con alguna de las cepas
detectas. Por tanto, se pudo concluir que no se aislaron mas cepas de las ya
identificadas y que el uso del algoritmo y la base de datos es preciso y fiable.
Asimismo, para corroborar la capacidad de discriminacion de la herramienta,
se analizaron cuatro especies de levadura vinculadas con caracteristicas
aromaticas no deseables en el vino: Dekkera bruxillensis CECT12005, Picchia
membranifaciens CECT1115, Zygosaccharomyces bailli CECT 11042 y
Zygosaccharomyces rouxi CECT 11121. En todos los casos el resultado
obtenido tras la incorporacion de los valores numéricos de los
electroferogramas S y J en la base de datos fue de un 0% de similitud como
era de esperar. Estos datos sirven para validar la especificidad de la base de

datos generada.
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Una vez comprobada la especificidad y fiabilidad de la informacion
almacenada en la base de datos de alelos AFLP generada, se planted la
posibilidad de utilizarla para la identificacion directa de las levaduras presentes
en muestras complejas como el mosto de uva, sin la necesidad de un

aislamiento previo de las levaduras mediante cultivo microbiolégico.

IV.4. IDENTIFICACION DE LEVADURAS EN MUESTRAS COMPLEJAS

La base de datos AFLP previamente descrita, se ha mostrado que es de
utilidad para la identificacién de levaduras previamente aisladas. Con el fin de
dar un uso adicional a esta herramienta, nos planteamos analizar su utilidad en
la identificacion de levaduras presentes en muestras de mosto sin necesidad
de cultivos microbioldgicos. Esta aplicacion permitiria conocer las poblaciones
de levaduras presentes en el mosto antes o durante la fermentacion,
informacion muy relevante para los enélogos ya que les permitiria predecir y/o
adecuar el mosto para que el proceso fermentativo se desarrolle
adecuadamente. Para poder aplicar esta metodologia al objetivo plantado lo

primero que se hizo fue determinar el limite de deteccién de la técnica.

IV.4.1. Limite de deteccidén de la técnica AFLP

Para establecer el nivel de sensibilidad de la técnica en muestras con mas
de un tipo de levaduras, se aplico el método de obtencion de AFLP
previamente descrito a muestras preparadas en el laboratorio, en las que se

mezclaron células o ADN purificado de diferentes especies de levaduras.

IV.4.1.1. Limite de deteccion con combinaciones de células

Se prepararon 12 muestras en las que se mezclaron cinco de las
levaduras con mayor presencia durante las tres vendimias analizadas: S.
cerevisiae (Sc1), L. thermotolerans (Lt1), M. pulcherrima (Mp3), P. anomala
(Pa4) y T. delbrueckii (Td;). La concentracion final de levaduras en cada

muestra estuvo comprendida entre 1¥10° y 1*10® células/mL y las mezclas
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se hicieron variando tanto el nimero de cepas (3 0 5) como su concentracién
(entre 8,3*10% y 8,3*10° células) (Figura 19A). Las muestras CC1 a CC6
incluyen unicamente tres levaduras mientras que las muestras CC7 a CC12
simulan la heterogeneidad habitual en muestras de mosto recogidas durante
la fermentacién: dias 1 a 3 (CC7 y CC10), dias 3a 5 (CC8 y CC11), ultimos
dias (CC9 y CC12). El objetivo en todos los casos es determinar la minima

cantidad de células que permiten su deteccion en muestras complejas.

El ADN total de todas las muestras se purificé utilizando el kit
MasterPure™ DNA Purfication de Epicentre. Se obtuvieron concentraciones
de ADN comprendidas entre 8.3 pg/puL (CC1) y 8.6 ng/uL (CCS5). En la
muestra CC6 no se pudo cuantificar el ADN obtenido debido a la baja

concentracion de levaduras en la muestra.

Para obtener los AFLP se utilizé 1 ul del ADN purificado como molde, de
modo que la concentracién de ADN de partida variaba en cada caso. Los
electroferogramas obtenidos con los oligonucleétidos S y J, se compararon
con la base de datos AFLP previamente generada utilizando el algoritmo de
comparacion descrito en el Apartado 1V.3.2 de Resultados. En la Figura 19B
se muestran los resultados obtenidos, pudiéndose apreciar que la
identificacion de las cepas S. cerevisiae (Sc¢), M. pulcherrima (Mp3) y L.
thermotolerans(Lt,) fue positiva en las mezclas CC1, CC2, CC3 y CC4, en
las que el numero de células de cada levadura estaba por encima de las
8,6*10° células. En las combinaciones CC1y CC2 se obtuvo un 100% de
similitud para las tres levaduras presentes, mientras que en las
combinaciones CC3 y CC4 el porcentaje de similitud de Mp; fue del 67% vy
del 75% para Lt; en CC4. En las muestras en las que el numero de células
estaba por debajo de 1,6*10°, el porcentaje de similitud era menor al 50% y

por lo tanto no se podia asegurar su deteccién (combinaciones CC5y CC6).

En las muestras preparadas con 5 levaduras diferentes, la deteccion de
todas ellas fue posible cuando el nimero de células utilizado era superior a
1*10"células (CC7, CC8, CC9 y CC11). Por ejemplo, en la combinacién

81



CC10, con menos de 110" células del género Saccharomyces (Figura 18A
y B), solo pudieron detectarse las cepas presentes de los géneros no-
Saccharomyces, aunque con porcentajes de similitud inferiores al 100%: Lt,
(75%), Mp3 (67%), Pa, (64%) and Tdy (71%). Lo contrario ocurre en la
combinacion CC12 (Figura 19A y B), en la que todas las levaduras de
géneros no-Saccharomyces estan en cantidades inferiores a 1*10” células,
excepto la cepa Lt; de L. thermotolerans (3,710 células), mientras que de
Sc, se adicionaron 1,88*10° células. En este caso el porcentaje de similitud
para las levaduras no-Saccharomyces estaba por debajo del 50% y
unicamente se detecté Sci con un 100% de similitud. La concentracion de
L. thermotolerans (Lt1) en la muestra era suficiente para ser detectada, pero
el resultado negativo obtenido puede estar indicando una menor eficiencia
en la purificacion de ADN de levaduras de los géneros no-Saccharomyces

frente a S. cerevisiae.

7,5

Log n° células
(3]

2,5

cc1 cc2 CC3 CC4 CC5 CCé CcC7 CC8 CC9 CC10 CC11 cc12
B Mezclas de levaduras

Perfiles AFLP  CC1 CC2 CC3 CC4 CC5 cCcC6 CC7T CC8 CC9 cCcC10 cc11 cc12

Ser + + + + - - + + + - + +
Lt + + + + - - + + + + + -
Mps + + + + - - + + + + + -
Pa; au au au au au au 4 o} 4 —
Tdy au au au au au au + + + + + -

Figura 19. Representacion grafica de las combinaciones de levaduras realizadas para el

estudio del limite de deteccion y resultado del analisis. A: representacion grafica; B:

resultado de la comparacion de los electroferogramas obtenidos de las combinaciones de

levaduras con la base de datos de patrones AFLP. Levaduras empleadas: Sc1 (®); Lt1 (®); Mp3

(®); Pas (7); Td1 (®). Levadura detectada (*); levadura no detectada (=); levadura ausente (au).
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IV.4.1.2. Limite de deteccion con combinaciones de ADN

Con la intencion de determinar si el método de extraccion de ADN era un
factor limitante o presentaba una eficiencia diferente en funcién de la especie
de levadura, se prepararon 12 muestras en las que se mezclaron diferentes
cantidades de ADN previamente purificado de cada una de las levaduras
utilizadas en el experimento anterior (Figura 20A). Las concentraciones de
ADN finales de las diferentes muestras fue de 75, 150 6 300 ng/pL y se utilizd
un microlitro de ADN de cada muestra (entre 3 y 100 ng de ADN de cada
levadura) para obtener los AFLP con los oligonucleétidos S y J. Los
productos obtenidos se compararon con la base de datos generada en este

trabajo y el resultado de la identificacion se muestra en la Figura 20B.

En conjunto se puede concluir que una concentracién de ADN superior a
los 40 ng/uL es suficiente para detectar las levaduras presentes en las
muestras analizadas con un 100% de fiabilidad (Lt;, Mps y Scq en las
muestras CD1 y CD2) (Figura 20B). En la muestra CD3 con una
concentracién de ADN de 30 ng/uL y tres levaduras diferentes, unicamente
Scy se pudo detectar con un 100% de similitud, mientras que Lt; y Mp3 se
detectaron con un 75 y un 78% de similitud respectivamente. En las
muestras CD4 a CD6, con concentraciones de ADN comprendidas entre
37,5 y 75 ng/uL, se detectaron todas las levaduras presentes (Lt;, Mps y
Sc1), aunque Mp3 con un porcentaje de similitud del 67% en lugar del 100%
como el resto. Sin embargo, cuando la concentracién de ADN de cualquier
levadura estaba por debajo de los 20 ng/pL no era posible su deteccion: L.
thermotolerans en muestras CD7 y CD9, M. pulcherrima en CD7 y CD8 y S.
cerevisiae en CD8 y CD9.

En las muestras con ADN de cinco levaduras diferentes (CD10, CD11 y
CD12) la deteccién de S. cerevisiae (Scq) no fue posible en CD10 (3 ng/uL),
pero si lo fue en CD11 (7,5 ng/pL) y CD12 (112,5 ng/uL) con porcentajes de
similitud del 78 y 100% respectivamente. En cuanto a las especies no-

Saccharomyces, Lt;, Mps, Td, y Pay, se detectaron con un 100% de similitud

83



en CD11, donde las concentraciones de su DNA estaban comprendidas
entre 30 y 45 ng/pL. Sin embargo, en CD10, donde las concentraciones
empleadas variaron entre los 28,5 y los 60 ng/uL, se obtuvieron porcentajes
de similitud del 71% para Mps, del 89% para Td, y del 73% para Pas En la
muestra CD12 (3 a 22,5 ng/pL) no fue posible la identificacion de ninguna

de las cuatro cepas.

>
Concentracion ADN
(ng/pL)
[3.]) ~ 3
o [3,] o
]
1
]

N
[3,]

I HENIEIPF

B CD1 CcD2 CD3 CD4 CD5 CDé6 CD7 CcD8 CD9 CD10 CD11 CD12
Mezclas de levaduras

Perfiles AFLP CD1 CD2 CD3 CDh4 CD5 CDé6 CD7 CD8 CD9 CD10 CD11 CD12

Ser + + + + + + + - - - - %
Lty + + + + + + - + - + + -
Mps - - + + + -
Pa; au au au au au  au 4 o 4 o —
Tds au au au au au au + + + + + -

Figura 20. Grafico de las combinaciones de ADN de levaduras analizadas para el estudio
del limite de deteccion y resultado del analisis. A: grafico de las combinaciones; B: resultado

de la comparacion de los electroferogramas obtenidos de las combinaciones de levaduras con

la base de datos de patrones AFLP. Levaduras empleadas: Sc1 (®); Lt (®); Mp3 (®); Pas (7); Td4

(®). Levadura detectada (*); levadura no detectada (=); levadura ausente (au).

La eficiencia en la purificacion de ADN empelando métodos tradicionales
es de 100 ng por 10" células de S. cerevisiae. Los resultados obtenidos
indican que para una identificacién eficiente de levaduras empleando el
método AFLP previamente descrito, se necesitan entre 10° y 107 células de
levadura por muestra . Estos resultados concuerdan con los experimentos

llevados a cabo con mezclas de ADN purificado, en los que se ha
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determinado que la minima cantidad de ADN requerida para una deteccion
efectiva de levaduras empelando este método oscila entre 25 y 30 ng. En el
caso de S. cerevisiae esta cantidad de ADN se puede obtener a partir de
3*10° células. En el caso de levaduras no-Saccharomyces, para una
deteccion eficiente el numero necesario de células asciende a 10’
posiblemente debido a una menor eficiencia en la purificacion de ADN.
Teniendo en cuenta estos datos y aplicandolos al método descrito en el que
se parte de 25 mL de mosto fermentado, puede concluirse que el limite de
deteccién del método oscila entre 1,2*10° y 4*10° células/mL para levaduras

Saccharomyces y no-Saccharomyces respectivamente.

IV.4.2. Identificacion de levaduras en muestras de mosto

Una vez establecido el procedimiento y determinado el limite de deteccion
de la técnica, nos planteamos aplicar el método de obtencién de AFLP a
muestras de mosto en diferentes estadios de fermentacién con el fin de
identificar las levaduras presentes. Para ello se seleccionaron 24 muestras de
mosto recogidas de diferentes pagos durante las vendimias estudiadas (Tabla
13). El mosto fermentado es un medio bastante complejo que no reune las
condiciones idéneas para una eficiente purificacion de acidos nucleicos. Por
ello, las muestras se sometieron al tratamiento descrito en el apartado 111.4.1
de la Seccién Materiales y Métodos, con el fin de eliminar todos aquellos
componentes del mosto que pudieran interferir negativamente en la

purificacién de ADN.

Las muestras de mosto utilizadas en este analisis ya habian sido
empleadas para el aislamiento e identificacién de levaduras indigenas
siguiendo los procedimientos previamente explicados en este trabajo, por lo
que fueron empleadas como controles en este analisis. Asimismo, cabe
destacar que los mostos M18, M19, M23 y M24 corresponden a mezclas de
dos o tres mostos de los cuales se habian aislado las levaduras presentes en
el dia 2 del proceso fermentativo, pero no en el dia 5 6 10 como se hizo con

los otros 20 mostos. En todos los casos se partié de 150 ng de ADN purificado
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de las levaduras totales del mosto para la obtencion de los AFLP con los pares
de oligonucledtidos S y J. Como cabia esperar, los electroferogramas
obtenidos mostraron una mayor complejidad que aquellos que se obtuvieron
de levaduras individuales, y el numero y cantidad de alelos AFLP obtenidos

en cada uno de ellos, variaba en funcién de la muestra analizada.

Tabla 13. Mostos utilizados para la identificacion de levaduras mediante AFLP. Las
muestras de mosto de un mismo origen se delimitan por colores; la escala de grises hace
referencia al dia de la fermentacion: dias 2 a 3 (negro), dias 5 a 8 (gris oscuro), dias 10 a 15
(gris medio), dias 19 a 21 ( )-

Mostos analizados

Vendimia 2010 Vendimia 2011 Vendimia 2012
Mosto Pago Dia Mosto Pago Dia Mosto Pago Dia
M1 2 M9 2 M17 Hoyo Félix 5
Nave
M2 5 M10 7 M18 f 10
Valdubén Espaldera IRULLE
M3 15 21 Desecados 21
22 M12 Lobera 10 M20 3
Vega Arriba
M5 Desecadas 5 M13 Hqu 2 M21 Cercadillo 8
M6 Nave Espaldera 2 M14 Aurelia 10 19
M7 San Juan 15 M15 10 M23 Desecados + 5
Estocada Nave Vaso +
M8 Cafada Angosta 2 21 M24 Pefiaranda 15

En la Figura 21 se presenta la comparacion de los electroferogramas
obtenidos con el par de cebadores S, a partir de tres muestras de mosto (M9,
M10, M11) de la vendimia de 2011 del pago Nave Espaldera (Tabla 13). Se
puede ver como la complejidad de alelos varia en funcién de la muestra,
siendo la muestra mas compleja la del mosto M9 (dia 2) y la menos compleja
la de M11 (dia 21). Por lo tanto, la variacién en la poblacion de levaduras a lo
largo del proceso fermentativo se corresponde con cambios apreciables en el
perfil de alelos AFLP. En la muestra M9 se identificaron cinco especies de
levadura: M. pulcherrima, L. thermotolerans, P. anomala, T. delbrueckii y S.
cerevisiae (Figura 21A, Tabla 14). En M10 se detectd L. thermotolerans, T.
delbrueckii y S. cerevisiae y en M11 Unicamente L. thermotolerans y S.
cerevisiae. Ademas, se puede apreciar que la intensidad de los alelos que se
obtienen decrece a medida que el mosto se encuentra en un estado mas
avanzado de fermentacion, siendo muy baja su intensidad en M11 (dia21)
(Figura 21C). Este hecho podria deberse al engrosamiento de las paredes

celulares de las levaduras y/o al mal estado intracelular de las mismas por las
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condiciones presentes en el mosto en los estadios finales del proceso

fermentativo, lo que podria repercutir en una peor calidad del ADN obtenido.
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Figura 21. Comparacion de electroferogramas obtenidos de tres muestras de mosto

recogidas los dias 2 (M9), 7 (M10) y 21 (M11) de la fermentacion. Los simbolos y lineas

indican los alelos AFLP especificos de especie: M. pulcherrima (®), P. anomala (®), T. delbrueckii

(®), L. thermotolerans (A) y S. cerevisiae (*). Los alelos huérfanos también se indican (0). A:

mosto M9; B: mosto M10; C: mosto M11.

Los alelos no resaltados en los electroferogramas de la Figura 21, son
alelos inespecificos presentes en las especies identificadas. Sin embargo,
aparecen alelos que no se han podido asignar a ninguna de las levaduras
previamente identificadas. Estos alelos se han denominado alelos huérfanos
y se han identificado ocho en diferentes muestras de mosto correspondientes
a los primeros dias de la fermentacion, como los cuatro senalados en la Figura
21 (o). Este hecho, podria indicar que existen en el mosto otras levaduras que
no han podido ser identificadas en este trabajo debido, tal vez, a las técnicas
empleadas para el crecimiento de microorganismos, o sencillamente no
fueron elegidas durante la seleccién aleatoria de colonias crecidas en las

placas de cultivo (Apartado 1V.1, Seccién de Resultados).
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Tabla 14. Especies y cepas de levaduras identificadas mediante la técnica AFLP en las
muestras de mosto analizadas. Las muestras de mosto de un mismo origen se delimitan por
colores; la escala de grises hace referencia al dia de la fermentacion: dias 2 a 3 (negro), dias 5
a 8 (gris oscuro), dias 10 a 15 (gris medio), dias 19 a 21 ( ); levadura detectada (+);

levadura no detectada (-).

Muestras Perfiles AFLP

demosto g,  §c; Sw Sw Lt Ltz Mpr Mp2 Mps Mps Hw Huz Par Tdi Tde

M1 - - - - + + - - - - - - + - +
M2
M3

1
1
1
+
+
1
1
1
1
1
1
+
1
1

+ 4+ + +
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

M5
M6 = - - -
M7
M8
M9 = - - -
M10

+ +
+ +

+ +

+ o+ o+ |+

+ + o+
I
I
I

M12
M13
M14
M15

1
1
1
1
1
1
-+
+
1
1
|
1
1
1
|

M17
M18

+ o+ o+ [+ + o+

M20
M21

1
(I
(I
(I
(I
(I
1+
1+
1+
(I
(|
(I

+ +
1
1

M23
M24

+ + + +

Tras el analisis de los electroferogramas obtenidos de todas las muestras
de mosto analizadas (Tabla 13) utilizando la base de datos AFLP generada,
se ha determinado que en 18 de las 24 muestras se identific a alguna de las
dos cepas indigenas de S. cerevisiae previamente caracterizadas (Scq y Scy).
La cepa Sc, fue identificada en seis de los mostos de 2010 (M2, M3, M4, M5,
M7 y M8), seis de 2011 (M10, M11, M12, M14, M15 y M16) y siete de 2012
(M17, M18, M19, M21, M22, M23 y M24). Los porcentajes de similitud con el
perfil de la base de datos oscilaron entre el 67 y el 100%, en funcion del
estadio de la fermentacion y de la procedencia del mosto. En lo que respecta
a la cepa Sc; su abundancia resulté mucho menor, habiéndose detectado sélo
en dos muestras de mosto de 2010 (M5 y M8) y tres de 2012 (M17, M18 y
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M19), con un porcentaje de similitud del 100% en todos los casos. La otra
especie del género Saccharomyces incluida en la base de datos, S. uvarum,
fue detectada en seis de los mostos analizados con porcentajes de similitud
comprendidos entre el 75 y el 100%. La cepa Suy se hallé en un mosto de
Lobera (M12) y otro de Hoyo Aurelia (M14), mientras que Su; sélo se identifico
en el mostos M14 de Hoyo Aurelia (Tabla 14). Obsérvese que estas cuatro
cepas (Scq, Scp, Suy y Suy) solo se detectaron en muestras de mosto
recogidas a partir del dia 5 de fermentacién. Este hecho no es extraio dado
que durante los primeros dias del proceso fermentativo son las levaduras de
géneros no-Saccharomyces son las que dirigen la fermentacion y por lo tanto

son mucho mas abundantes.

La heterogeneidad de especies no-Saccharomyces en el mosto se reducia
al aumentar el tiempo de fermentacion, hasta ser indetectables en las
muestras de mosto de los ultimos dias del proceso (Tabla 14). M. pulcherrima
es la especie que present6 una mayor diversidad con cuatro cepas indigenas
(Mp1, Mp,, Mps y Mp4) que se pudieron identificar juntas en una de las
muestras (mostos M8, Cafada Angosta de 2010), con porcentajes de
homologia que oscilaron entre el 75 y el 100%. También se reconocieron
todas las cepas, a excepcion de Mpy, en el mosto M20 (Vega Arriba Cercadillo
de 2012) con porcentajes de similitud de entre el 63 y el 100%. En otros
mostos se identificaron dos de las cepas: Mp4/Mp; en M9 y M13, Mp+/Mp3 en
M5 y Mp2/Mps en M6, M15 y M23, siempre con similitudes de homologia que
oscilaron entre el 75y el 100%. La unica cepa identificada individualmente en

un mosto fue Mp, en M17 (Hoyo Félix 2012).

En cuanto a la especie L. thermotolerans, la cepa Lty se detectd mas
frecuentemente que Lt,, identificada sélo en las muestras de mosto M1, M2,
M5, M6, M8 y M23, con un porcentaje de similitud del 100% en los cinco
casos. La cepa Lty se detectd en otras trece muestras analizadas (M1, M2,
M5, M6, M8, M9, M10, M11, M15 y M18).

89



La cepa Hu; de H. uvarum, se detectd conjuntamente con Hu, en la
muestra de mosto de Desecados (M5) y Cafiada Angosta 2010 (M8). En los
mostos M6 (Nave Espaldera 2010) y M18 (Rubial+Desecados 2012) se
identificd soélo Hu,, y en M23 (Desecados+Nave Vaso+Penaranda 2012) se
detectdé Hu,. La cepa Hu4 fue identificada con porcentajes de similitud del

100%, mientras que los de Hu, oscilaron entre el 67 y el 100%.

Respecto a P. anomala, esta levadura se detecté en dos muestras de la
vendimia de 2010 (M1 y M2), en una de 2011 (M9) y en tres de la de 2012
(M17, M20 y M21), con un porcentaje de homologia del 100% en los seis

casos.

Las cepas Tdqy Td, de T. delbrueckii se identificaron conjuntamente en los
pagos de Nave Espaldera (M9), Estocada (M15) y Hoyo Félix (M17). La cepa
Td, fue identificada individualmente en la muestra M12 del los pago Lobera
de 2011, mientras que la cepa Td, se detectd en muestras de los pagos
Valdubon 2010 (M1) y Nave Espaldera 2011 (M10). En todos los casos los
porcentajes de similitud obtenidos al comparar las muestras de mosto con los

patrones de la base de datos, oscilaron entre el 71 y el 100%.

La variabilidad de cepas y especies de levadura identificadas mediante
AFLP en los mostos estudiados, es coherente y concuerda con la
identificacion que se hizo previamente a partir de las colonias de levadura
aisladas de cada uno de los mostos. Cabe destacar que habiéndose obtenido
los mismos resultados, el tiempo empleado para la identificacion directa a
partir del ADN total de los mostos fue de 2-3 dias, mientras que utilizando los
meétodos microbioldgicos y moleculares clasicos el tiempo estimado era de 1-

2 semanas.

Ademas, para asegurar que las levaduras identificadas eran las unicas
presentes en los mostos analizados, se hizo una comparacion de los perfiles
AFLP de cada mosto con los perfiles AFLP completos de todas las levaduras

caracterizadas. Esta comparacion permitio identificar alelos en algunos de los
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mostos que no estaban presentes en los perfiles AFLP de ninguna levadura.
Concretamente, se identificaron ocho alelos independientes con un rango de
tamanos de entre 130 y 280 pares de bases y mas de 150 unidades de
fluorescencia. Estos alelos se detectaron en los mostos Valdubén (M1, M2),
Nave Espaldera (M6, M9), Cafada Angosta (M8), Hoyo Félix (M17) y Vega
Arriba Cercadillo (M20), todos ellos recogidos antes del dia 10 de
fermentacion y en distintos anos. Este resultado podria indicar que en estos
mostos hay mas levaduras de las que se han aislado y caracterizado en este
trabajo. Esto no es de extrafiar, ya que es bien sabido que el aislamiento de
microrganismo por los métodos microbiologicos tradicionales no permite el
crecimiento de algunos microorganismos, debido a que la condiciones de

crecimiento utilizadas y /o los medios de cultivo no son los idoneos.

No obstante, teniendo en cuenta este hecho, se puede concluir que la cepa
Scq es la mas habitual en todos los pagos analizados a lo largo de las tres
vendimias, mientras que las especies menos habituales resultaron ser H.
uvarum, que no se detectd en ninguna de las muestras analizadas de la
vendimia de 2011, y S. uvarum, que unicamente fue identificada en tres de
las muestras de 2011. De las levaduras no-Saccharomyces, la especie M.
pulcherrima es la mas ampliamente extendida, concretamente las cepas Mp;
y Mp2, que se han detectado en 9 de los 16 pagos analizados. De las cepas
de L. thermotolerans también se puede afirmar que son muy frecuentes,
ademas de haberse podido identificar en muestras de mosto de los ultimos
dias del proceso fermentativo, mientras que P. anomala es la menos
frecuente. En relacién a T. delbrueckii se pudo concluir que es mas habitual

la presencia de Td; en solitario, que de Td;.

Estos resultados nos permiten afirmar la eficacia de |la base de datos AFLP
generada, para la deteccidn de levaduras indigenas en muestras de mosto
sin necesidad de cultivo microbiologico. Hay que matizar que la aplicabilidad
de esta técnica se restringe a laboratorios especializados por la minuciosidad

de la técnica y que para ampliar su aplicabilidad a muestras de cualquier
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origen, es necesario seguir ampliando la base de datos con levaduras vinicas

indigenas procedentes de otras bodegas y regiones.

IV.5. INFLUENCIA DE LAS LEVADURAS INDIGENAS EN EL AROMA DEL
VINO

Una vez realizada la caracterizacion molecular mediante AFLP de las
levaduras indigenas en estudio, el siguiente paso es analizar el potencial
enoldgico de estas levaduras con el fin de seleccionar las cepas que influyan
positivamente en el aroma del vino. Para el desarrollo de este estudio se ha
contado en todo momento con los consejos y recomendaciones de la endloga
de la bodega Diaz Bayo, Maria Berzal, quien nos ha guiado en la seleccion de
cepas a estudiar y en los analisis sensoriales de los vinos. El estudio se ha
centrado en el analisis de algunos de los compuestos volatiles mas relevantes
en la percepcidon aromatica de los vinos de la variedad Tempranillo como el
octanoato de etilo (flores, albaricoque), hexanoato de etilo (pifia, platano) y
acetato de isobutilo (grosella, jacinto rosa), entre otros. También se han
analizado otros compuestos como el acetaldehido o el acetato de etilo,

caracterizados por sus aromas desagradables a éter y barniz respectivamente.

Tras la vendimia de 2010, el vino de mayor intensidad y calidad aromatica
de la bodega Diaz Bayo fue el elaborado a partir de las uvas del pago Cafiada
Angosta. Este fue el motivo por el que el estudio se inici6 con las cepas de las
levaduras indigenas caracterizadas de este pago: L. thermotolerans (Lt y Lty),
M. pulcherrima (Mp+, Mp2, Mps y Mp4), H. uvarum (Huy y Huy) y S. cerevisiae
(Scy). Para ello, se han realizado fermentaciones en el laboratorio con mosto
estandarizado de uva de la variedad Tempranillo y diferentes combinaciones

de levaduras indigenas.

IV.5.1. Fermentaciones individuales

Las primeras fermentaciones se hicieron en matraces de 100 mL con 50

mL de mosto de uva Tempranillo a 19,5 grados Brix. Se inocularon
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individualmente 1x10° células/mL de cada una de las levaduras de tipo no-
Saccharomyces seleccionadas: Lt4, Lty, Mp4, Mp2, Mps, Mp4, Huy y Hu,. Estas
levaduras se caracterizan por una menor tolerancia al etanol que S. cerevisiae
y, en consecuencia, una incapacidad para fermentar todos los azucares
presentes en el mosto. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 19 °C y se
dieron por concluidas una vez se detuvo la produccion “visible” de CO; en los
matraces (burbujeo en el mosto tras la resuspension de las levaduras), hecho
que tuvo lugar en un intervalo de entre 4 y 10 dias dependiendo de la levadura
empleada (Materiales y Métodos, Apartado IIl.5). Finalizadas las
fermentaciones, se tomaron muestras de 10 mL de mosto fermentado que se
almacenaron a -20 °C hasta su analisis quimico. Los 40 mL restantes se
mantuvieron cerrados a 4 °C para conservar sus propiedades organolépticas

hasta que se llevo a cabo el analisis sensorial.

En este caso el panel de cata valord el color, aroma y sabor de los ocho
mostos parcialmente fermentados siguiendo las indicaciones descritas en el
Apartado Il1.6.1 (analisis sensorial) de la Seccién de Materiales y Métodos, y
sus conclusiones se resumen en la Tabla 15. En el caso de las
fermentaciones llevadas a cabo con M. pulcherrima, unicamente la cepa Mp3
fermentd parcialmente el mosto, originando aromas herbaceos y de fruta
acida caracteristicos de los vinos tintos, lo que llevo a la fermentacion FI3 a
ser una de las mejor valoradas por el panel de cata (Tabla 15). Las dos cepas
de H. uvarum (Hu4 y Hu,) fermentaron parcialmente los azucares del mosto,
si bien la cepa Hu, (F15) originé un exceso de acido acético que enmascaraba
completamente el aroma a frutos rojos, mientras que la cepa Hu, (FI6),
generd un intenso aroma a barniz. Respecto a las fermentaciones con las
cepas de L. thermotolerans, en ambos casos (FI7 y FI8) se pudo apreciar un
intenso aroma a frutos rojos, caracteristico de los vinos de la variedad
Tempranillo de la D.O. Ribera del Duero. No obstante, habia diferencias entre
ambas fermentaciones, en el caso de FI7 (Lt;) el aroma a frutos rojos iba
acompafado de una percepcion a acido acético (menor a la de FI5), mientras
que en FI8 (Lty) se percibia un aroma a confitura, lo que hizo que esta ultima

fuera la fermentacion mejor valorada por el panel de cata (Tabla 15). Estos
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resultados preliminares permitieron afirmar que la presencia de unas u otras
cepas de levadura de tipo no-Saccharomyces durante la primera etapa del
proceso fermentativo, puede influir significativamente en el aroma secundario

de los vinos.

Tabla 15. Valoracion de las fermentaciones individuales realizadas con levaduras

indigenas de tipo no-Saccharomyces por el panel de cata.

Fermentacion  Especie  Cepa Color Aroma Puntuacién
Fl1 Mp1 Mora Mosto 1
Fl2 Mp2 Mora Mosto 1

M. pulcherrima
FI3 Mp3 Cereza Hierba/Fruta acida 7
Fl4 Mp4 Mora Tierra 1,6
FI5 Hu1 Mora/Cereza Frutos rojos/Acido acético 6,4
H. uvarum
Fl6 Hu2 Mora Barniz 2,6
FI7 Lt1 Cereza Frutos rojos/Acido acético 7
L. thermotolerans
FI8 Lt2 Mora Frutos rojos/Confitura 7.4

Con el objetivo de poder correlacionar las valoraciones del panel de cata
con la produccion de compuestos volatiles concretos, se llevé a cabo el
analisis quimico de la fraccién volatil de las ocho fermentaciones realizadas.
Para ello, se tomaron 2 uL de cada mosto y se inyectaron en un equipo de
cromatografia de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama (GC-
FID), segun se describe en el Apartado I11.6.2.1 de la Seccion Materiales y
Métodos. Se analizaron seis compuestos volatiles elegidos por su relevancia
en el perfil aromatico de vinos tintos de la variedad Tempranillo. La
identificacion se hizo en base a los tiempos de retencién relativos obtenidos
con los seis patrones comerciales analizados: 1-propanol (1,668 minutos),
acetaldehido (1,267 minutos), propionato de etilo (3,112 minutos), hexanoato
de etilo (6,721 minutos), octanoato de etilo (9,218 minutos), y acetato de etilo
(1,607 minutos), valores que estan acordes con la estructura quimica de los

compuestos.

Los resultados obtenidos se analizaron en base a la abundancia relativa

de los compuestos analizados, calculada como el cociente entre la sefal

94



IV. Resultados

cromatografia registrada de cada compuesto y la maxima sefal obtenida del
mismo. De esta manera, fue posible comparar la produccién de estos seis

compuestos en funcion de las diferentes levaduras analizadas (Figura 22).

1-Propanol Acetaldehido Propionato de etilo
1,00 1,00 1,00 —
0,75 0,75 0,75
0,50 0,50 0,50
0,25 0,25 0,25
0,00 0,00 0,00
FI1_FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8 FI1_FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8 FI1_FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8
Hexanoato de etilo Octanoato de etilo Acetato de etilo
1,00 = 1,00 1,00
0,75 0,75 0,75
0,50 0,50 0,50
0,25 H H 0,25 0,25
0,00 0,00 0,00
FM FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8 FI1 FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8 FI1 FI2 FI3 Fl4 FI5 FI6 FI7 FI8

Figura 22. Produccion relativa de los seis compuestos volatiles analizados en las

fermentaciones individuales FI1 a FI8.

Este analisis permitié detectar que el 1-propanol (aroma a fruta madura),
unico alcohol estudiado, no fue identificado en FI7 (Lt;), mientras que en FI1
(Mp+1) su produccion fue entre un 31 y un 65% mayor a la obtenida en las
demas fermentaciones (Figura 22, ). No obstante, la fermentacion Fl1
fue descrita por el panel de cata como pobre aromaticamente, como ya ha
sido mencionado (Tabla 15). El acetaldehido, caracterizado por su aroma a
manzana Yy hierba verde, presentdé una produccion similar en las
fermentaciones FI2, FI3, FI5 y FI6, siendo al menos un 41% mayor a la
obtenida en FI1, Fl4, FI7 y FI8 (Figura 22, ). De los tres ésteres
analizados, el propionato de etilo (aromas a ron y pifia) no presento
diferencias significativas (= 5%) en su produccién entre las fermentaciones

FI1 a Fl4, realizadas por las diferentes cepas de M. pulcherrima, ni con FI7

95



(Lty). Sin embargo, no fue detectado en FI8 (Lty), una de las fermentaciones
mejor valoradas por el panel de cata (Figura 22, azul). El hexanoato de etilo
(aroma a pifia y platano) tampoco se detecté en FI8, pero alcanzé una
produccion significativamente méas elevada en FI3 (Mps) en relacién a las
otras fermentaciones (Figura 22, )- En cuanto al octanoato de etilo
(flores y suave aroma a albaricoque), se detectd en cantidades elevadas y
similares en todas las fermentaciones excepto en las realizadas con L.
thermotolerans (FI7 y FI8), en las que se cuantificd entre un 25y un 72% por
debajo del resto (Figura 22, ). El Gltimo compuesto analizado fue el
acetato de etilo (barniz y aromas suaves afrutados), registrandose su mayor
produccion en FI6 (Figura 22, ). Cabe destacar que esta
fermentacion fue valorada por el panel de cata con aromas a pegamento y
barniz, representativos del acetato de etilo cuando esta presente en
concentraciones superiores a los 150 mg/L. Si bien, la diferencia en la
produccion relativa del compuesto con FI7 (Lt4), la segunda con la produccién
mas alta, es de un 12% y esta fermentacién fue valorada positivamente por

el panel de cata.

El analisis global de los resultados indican que la cepa Mps (FI3), destaca
por la elevada produccion de hexanoato de etilo (pifia), cuya presencia es
muy valorada en los vinos de calidad por sus notas aromaticas a pifia y
platano. Las cepas Huy (FI5), Hu, (FI6) y Mp4 (Fl4), destacaron en la
produccién de octanoato de etilo, responsable en parte de la percepcion a
aromas florales y matices a albaricoque en el vino. Las levaduras Lt; (FI7) y
Lt, (FI8) no influyen de manera destacable en la produccion de ninguno de
los seis compuestos estudiados. Ademas, cabe destacar que en la
fermentacion realizada por Hu, (FI6), se registrd la concentracion mas alta de
acetato de etilo, compuesto vinculado a vinos de baja calidad, ya que en
elevadas concentraciones (>150 mg/L) proporciona un fuerte olor a barniz o

pegamento como el descrito en FI6 (Huy).

Para tener una vision global sobre la influencia de los compuestos

analizados en la percepcion aromatica final, se representaron las
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concentraciones relativas de todos los compuestos analizados en cada

fermentacion (Figura 23).

1,00 M M M

0,75

0,50 =

0,25

0,00
FI1 Fl2 FI3 Fl4 FI5 F16 FI7 FI8

Figura 23. Comparaciéon de los perfiles de los compuestos volatiles analizados en las
fermentaciones FI1 a FI8 en base a su produccion relativa. Compuestos volatiles: 1-propanol
(*), acetaldehido ("), propionato de etilo (¢), hexanoato de etilo (¢), octanoato de etilo (') y acetato

de etilo (°).

Se puede apreciar que la fermentacion FI3 (Mp3) es la unica que presento
producciones elevadas de casi todos los compuestos analizados, sin
embargo, la puntuacién otorgada por el panel de cata (7) fue la misma que la
de la fermentacion FI7 (Lt;), caracterizada por una menor produccion de
todos los compuestos analizados, a excepcién del acetato de etilo, y por la
ausencia de 1-propanol (Figura 23, ). Cabe destacar que la fermentacién
mejor valorada por el panel de cata fue FI8 (Lt;), en la que no se ha detectado
hexanoato de etilo (pifa) y la produccion de los demas compuestos
estudiados esta por debajo del 50% de la produccion maxima detectada en
el conjunto de fermentaciones (Figura 23, morado). Este hecho podria

indicar que la percepcion aromatica del vino no depende de la presencia de
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compuestos concretos en concentraciones elevadas, sino de un un equilibrio
entre un conjunto de compuestos volatiles que dan lugar a un aroma
agradable en el vino. Ademas, teniendo en cuenta la descripcion
organoléptica realizada por el panel de cata de las fermentaciones FI5, FI7 y
F18 (aromas a frutos rojos), las cepas Hujs, Lty y Lt; respectivamente, podrian
estar vinculadas con la produccion de otros compuestos volatiles diferentes
a los estudiados y responsables de este tipo de aromas tan apreciados en

los vinos tintos.

Teniendo en cuenta estos resultados, y el hecho de que las
fermentaciones individuales analizadas no llegaron a concluir por la baja
tolerancia al etanol de las especies no-Saccharomyces, se decidié continuar
el estudio incluyendo levaduras de tipo Saccharomyces en las

fermentaciones.

IV.5.2. Fermentaciones dobles

Estas fermentaciones se realizaron combinando las levaduras no-
Saccharomyces que se utilizaron en las fermentaciones individuales descritas
anteriormente, con la cepa autéctona de S. cerevisiae Scq, 0 con la cepa
comercial S. cerevisiae ES42 (Scy), empleada en algunas ocasiones en la
bodega Diaz Bayo (Tabla 16). Las fermentaciones se prepararon siguiendo las
indicaciones descritas en el Apartado Ill.5 de la Seccion de Materiales y
Métodos, inoculando en 50 mL de mosto Tempranillo (19,5 grados Brix) las
levaduras pertenecientes a los géneros no-Saccharomyces a una
concentracion de 1x10° células/mL y tres dias después del inicio de la
fermentacién se afiadi® Saccharomyces a una concentracion de 1x10°
células/mL. Ademas, se hicieron dos fermentaciones control en las que el
mosto se inoculd individualmente con cada una de las dos cepas empleadas
de S. cerevisiae (Sci y Scp). De igual forma a como se hizo con las
fermentaciones individuales, la evolucion de las fermentacion se estimé en
base a la produccion de CO, y en este caso, debido a la presencia de S.

cerevisiae, las fermentaciones finalizaron a los 15-18 dias.
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Una vez concluidas las fermentaciones se analiz6 la fraccion volatil de las
18 muestras siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente para
las fermentaciones individuales (Apartado 111.6.2.1 de la Seccion Materiales y
Métodos). En este grupo de fermentaciones se analizé la produccion relativa
de hexanoato de etilo, propionato de etilo, acetaldehido, acetato de etilo,
acetato de isoamilo y acetato de isobutilo. En este caso se ha incluido el
andlisis de los acetatos de isoamilo (4.658 minutos) e isobutilo (2.725
minutos), por ser dos compuestos muy valorados en los vinos de la D.O.
Ribera del Duero debido a sus aromas a fruta dulce (pera, platano) y grosella
respectivamente. En cambio, no se ha valorado la produccion de propionato
de etilo y 1-propanol, ya que pese a ser dos compuestos muy interesantes
fueron mas abundantes en dos de las fermentaciones peor valoradas por el
panel de cata (FI1 y Fl4). El andlisis de los datos se ha hecho comparando la
concentracion relativa de cada compuesto en las diferentes fermentaciones,

de la misma manera a como se hizo para las fermentaciones individuales.

Tabla 16. Fermentaciones dobles realizadas mediante inoculacion secuencial de las cepas

de levaduras indigenas de tipo no-Saccharomyces seleccionadas y S. cerevisiae Sc1 0 Sco.

Fermentacion Cepa no-Saccharomyces Cepa Saccharomyces
FD1 Mp+
FD2 Mpz2
M. pulcherrima
FD3 Mps
FD4 Mps
== == ' Sc1
FD5 Hu
H. uvarum
FD6 Huz
FD7 Lt1
L. thermotolerans
FD8 Ltz
FD9 Mpr
FD10 Mpz2
M. pulcherrima
FD11 Mps
FD12 Mps
-—-- === : Sco
FD13 Hus
H. uvarum
FD14 Huz
FD15 Lt
L. thermotolerans
FD16 Ltz

Los resultados presentados en la Figura 24, muestran que en FD8

(Lto/Sc4), la producciéon de acetaldehido ( ) fue significativamente
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mayor que en el resto de fermentaciones (= 68%). En cuanto a la produccion
de los dos ésteres analizados, propionato de etilo (azul) y hexanoato de etilo
( ), puede observarse que en la fermentacion FD1 (Mp+/Sc,) se
registré la produccion mas alta de ambos compuestos. La cantidad relativa de
propionato de etilo fue al menos un 70% mayor a la obtenida en las otras 8
fermentaciones, mientras que la de hexanoato de etilo era un 41% mas
elevada. Asimismo, en FD1 también se obtuvo la mayor produccion de acetato
de etilo (notas frutales, barniz), con diferencias significativas respecto a las
demas fermentaciones (274%) (Figura 24, )- En cuanto al acetato de
isobutilo (platano y fruta dulce), la mayor produccidon se obtuvo en las
fermentaciones con L. thermotolerans (FD7 y FD8), con diferencias que
oscilan entre el 18 y el 85% en comparacién con la cantidad detectada en FD2
y FD5 respectivamente (Figura 24, verde). En la fermentacion control
realizada exclusivamente por S. cerevisiae Sc,, destacd la elevada
produccion de acetato de isoamilo (aromas a platano y pera), con una

cantidad relativa 275% que el resto de fermentaciones (Figura 24, )-

Acetaldehido Propionato de etilo Hexanoato de etilo
1,00 1,00 1,00

0,75 0,75 0,75
0,50 0,50 0,50

0,25 0,25
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N S %3 D H» ) 43 LY N N 4 > D H» o 4 > N N 4 43 D » o 1\ > N
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Acetato de etilo Acetato de isobutilo Acetato de isoamilo
1,00 1,00 . 1,00 o

0,50 0,50 0,50

0,25 0,25 0,25 H H
| [
0,00 | 0,00 = 0,00 |_| — gy
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Figura 24. Produccion relativa de los seis compuestos volatiles analizados en las

fermentaciones dobles FD1 a FD8 y la control Sc1.
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1,00
0,75 - _ |
0,50 _ _ |
0,25 g |
0,00 1 mﬂn HHH [ WL m { M H

FD1 FD2 FD3 FD4 FD5 FD6 FD7 FD8 Scf

Figura 25. Perfiles aromaticos obtenidos en las fermentaciones dobles FD1 a FD8 y la
control con Sc en base a la produccion relativa de los compuestos volatiles analizados.
Compuestos volatiles: acetaldehido (*), propionato de etilo (¢), hexanoato de etilo (*), acetato de

etilo (*), acetato de isobutilo (*) y acetato de isoamilo (¢).

Al comparar los perfiles aromaticos globales obtenidos en las diferentes
fermentaciones (Figura 25) se puede apreciar que la cepa de S. cerevisiae
Scq, es una gran productora de acetato de isoamilo (fruta dulce, pera), si bien
en fermentaciones conjuntas con cualquiera de las levaduras no-
Saccharomyces estudiadas, la produccion de este compuesto se reduce de
manera notable (Figura 25, ). El resto de compuestos analizados
presentan variaciones mas o menos significativas en funcidn de la levadura
no-Saccharomyces empleada. En la fermentacién FD3 (Mps/Scq) todos los
compuestos analizados estan presentes en baja cantidad pero muy
equilibrados a excepcion del acetato de isoamilo (grosella, jacinto rosa) que
esta en niveles muy bajos (Figura 25). El perfil global de la fermentacion FD2
(Mp2/Sc4) es muy similar al obtenido en la fermentacién control con Sc4, a
excepcion de los acetatos de isobutilo y de isoamilo (Figura 25, verde y )-

En las fermentaciones con H. uvarum (FD5 y FD6), la cantidad registrada de
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todos los compuestos fue muy baja en comparacion a las demas
fermentaciones, a excepcion del propionato de etilo (pifia) en FD6 (Hu»/Sc+)
que era la segunda mas elevada (Figura 25, azul). Las fermentaciones
realizadas con las cepas de L. thermotolerans, FD7 (Lt1/Sc4) y FD8 (Lt2/Scy),
muestran una elevada produccion de acetato de isoamilo y diferencias
significativas en el resto de compuestos, destacando el acetaldehido
(manzana, hierba verde) que en FD8 se cuantific6 un 83% mas que en FD7
(Figura 25, ).

De todos los resultados obtenidos en las fermentaciones dobles
empleando Sc,, cabe destacar que la presencia conjunta de Mp+/Sc, (FD1)
durante la fermentacién favorece la produccion de propionato de etilo (aroma
a pifia) y hexanoato de etilo (aroma a platano y pifia), lo que favoreceria la
produccion de vinos con aromas frutales. Sin embargo, esta combinacion
también produjo la mayor concentracion de acetato de etilo, lo que podria
generar un aroma a barniz similar al identificado con Hu, en las
fermentaciones individuales (F16). Por otro lado, las combinaciones Lt/Sc4
(FD7) o Lt,/Sc4 (FD8) favorecen la presencia de acetato de isobutilo, lo que
originaria una percepcion agradable a fruta dulce y platano. Ademas, el par
Lto/Scqy (FD16) generd la mayor produccién de acetaldehido (manzana, hierba

verde), lo que aportaria aromas a manzana y hierba verde.

Los resultados de las fermentaciones dobles realizadas con la levadura
comercial Scy (fermentaciones FD9 a FD16) se muestran en la Figura 26. En
este caso, las fermentaciones en las que participaron las cepas de H. uvarum,
FD13 (Hu4/Sco) y F14 (Hu,/Scy), registraron las mayores producciones de
acetaldehido (manzana, hierba) y propionato de etilo (pifia) respectivamente
(Figura 26, y azul). Hay que destacar que la combinacién de Hu, con
Sc, destaco por la escasa produccién de propionato de etilo, lo que indica que
las interacciones entre diferentes cepas de levaduras influyen en gran medida
en la concentracion final de compuestos interesantes para el aroma del vino.
Algo similar ocurre con el hexanoato de etilo (aromas a pifa, platano), de la

que se ha detectado la mayor produccion en la combinacién Mps/Sc, (FD11),
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si bien la combinacion Mps/Scs (FD10) fue una de las que menos hexanoato
de etilo produjo (Figura 23, )- La mayor produccion de acetato de
isobutilo (grosella, jacinto rosa) e isoamilo (fruta dulce, pera) se detecté en
presencia de Lt, (FD16), siendo al menos un 37% mayor a la de las demas
(Figura 26, verde y )- El acetato de etilo fue el unico cuya producciéon mas
elevada se registré en ausencia de una cepa no-Saccharomyces, siendo un
52% mas levada la produccién registrada sélo en presencia de Sc, a la

obtenida en las demas fermentaciones (Figura 26, )-

Acetaldehido Propionato de etilo Hexanoato de etilo
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Figura 26. Produccion relativa de los seis compuestos volatiles analizados en las

fermentaciones dobles FD9 a FD16 y la control Sco.

El analisis de los perfiles aromaticos globales de estas nueve
fermentaciones (Figura 27) permite decir que la cepa comercial de S.
cerevisiae ES42 (Scy) es una buena productora de hexanoato de etilo
( ), acetato de etilo ( ) y acetato de isoamilo ( ), cuando se
inocula individualmente. Si bien, en combinacién con las cepas Mp, (FD10) y
Lt, (FD16) se registr6 una produccion mayor de acetato de isoamilo y en
presencia de Mps (FD11) y Lt; (FD15) de hexanoato de etilo. Teniendo esto

en cuenta se podria afirmar que el empleo de Scy en combinacion con alguna
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de las cuatro cepas indigenas mencionadas (Mp, Mps, Lt o Lty) garantizaria
la produccién de acetato de isoamilo y hexanoato de etilo, lo que supondria
una mayor percepcion de los aromas frutales a pera, platano y pifia en el vino.
También se puede decir que el empleo conjunto de Scy con cualquiera de las
levaduras no-Saccharomyces estudiadas excepto Mpy, produce un
incremento en la cantidad de propionato de etilo (Figura 27, azul), lo que
supone la obtencién de vinos tintos con matices aromaticos a fruta acida
(pina). Ademas, cabe destacar que el empleo del par Lt1/Scy (FD15), genera
la mayor produccion de acetato de isobutilo, lo que permite asegurar la
percepcion en el vino de aromas a bayas (grosella) y flores (jacinto, rosa). Del
mismo modo hay que destacar la combinacién Hu4/Sc, (FD13) por la elevada
produccion de acetaldehido (Figura 27, ), responsable de la

percepcidn de aromas a manzana y hierba.

1,00 . i . _

0,75 | _ |

0,50 | : | . I

0,25 | | |

0,00 il WHH WHW Hﬂ gl w il L
FD9 FD10 FD11 FD12 FD13 FD14 FD15 FD16 ScO

Figura 27. Comparacion de perfiles globales de produccion relativa de los compuestos
volatiles analizados en las fermentaciones dobles FD9 a FD16 y la control con Sco.
Compuestos volatiles: acetaldehido (), propionato de etilo (¢), hexanoato de etilo (¢), acetato de

etilo (*), acetato de isobutilo (*) y acetato de isoamilo (¢).
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De todos los compuestos analizados en las 24 fermentaciones realizadas
hasta el momento, solo cuatro eran comunes: el propionato de etilo,
hexanoato de etilo, acetaldehido y acetato de etilo. Para poder estimar mejor
la produccién de estos compuestos, se compararon sus producciones

relativas en las fermentaciones individuales y dobles (Figura 28).

Acetaldehido Propionato de etilo
1,0 1,0
0,8 0,8
0,5 0,5
0,3 0,3
0.0 H HH il Hﬂ H [1 H 00 |_|H HH il I'IH M I_IH [l
Mp1 Mp2 Mp3 Mp4 Hu1l Hu2 Lt1 Lt2 Mp1 Mp2 Mp3 Mp4 Hul Hu2 Lt1 Lt2
Hexanoato de etilo Acetato de etilo
1,0 1,0 @
0,8 [] 0,8
0,5 0,5
0,3 0,3
00( HHHHH OJHHHHHHHHHHHH
Mp1 Mp2 Mp3 Mp4 Hu1 Hu2 Lt1 Lt2 Mp1 Mp2 Mp3 Mp4 Hul Hu2 Lt1 Lt2

Figura 28. Comparacion de las cantidades relativas obtenidas de los cuatro compuestos
comunes analizados entre las fermentaciones individuales y dobles. Los compuestos
estudiados son: propionato de etilo, hexanoato de etilo, acetaldehido y acetato de etilo.
Fermentaciones: FI1 a FI8 (*); FD1 a FD8 (*); FD9 a FD16 ().

El analisis de los resultados permitid concluir que la presencia de S.
cerevisiae (Sc, 0 Sc,) durante la fermentacion potencia significativamente la

produccién de propionato de etilo, lo que supondria una mayor percepcidn a
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fruta 4cida (pifa) en el aroma vino. Las fermentaciones en las que la
produccion de este compuesto fue mas significativa fueron FD9 (Mp,/Sc,),
FD10 (Mp,/Sc,), FD13 (Hu,/Sc,) y FD14 (Hu,/Sc,). También se puede afirmar
que las cepas de M. pulcherrima resultan son buenas productoras de
hexanoato de etilo, en especial las cepas Mp; y Mps. La presencia de estas
levaduras en el mosto inicial podria garantizar una mayor percepcion frutal a
platano y pifia en el vino. En relacién al acetaldehido, se puede decir que la
presencia de Sc, o Sc, conjuntamente con las cepas no-Saccharomyces,
favorecen su produccion, lo que incrementa la percepcién a manzana y
hierba verde. Si bien en presencia de la cepa Mps, la mayor concentracién
del compuesto se obtuvo en ausencia de S. cerevisiae. Respecto al acetato
de etilo, teniendo en cuenta la produccién registrada en FI6 (Huy) del
compuesto y que el panel de cata describié en el aroma de esta fermentacion
las notas a barniz caracteristicas del acetato de etilo (Tabla 15), se puede
desaconsejar la inoculacién conjunta de Mp,/Scs (FD2), Mp4/Scy (FD12) o
Lt1/Sco (FD15 ), con el fin de evitar la obtencidn de vinos de baja calidad por

sus aromas desagradables (barniz, pegamento).

Teniendo en consideracion estos resultados, se decidio continuar el trabajo
realizando fermentaciones con mayor complejidad microbioldgica, simulando
asi la situacién real de las fermentaciones espontaneas que tienen lugar en
la bodega, con el fin de determinar las combinaciones de levaduras que mejor

se adapten a la produccion de vinos con los perfiles aromaticos deseados.

IV.6. ESTUDIO DEL POTENCIAL ENOLOGICO DE TRES LEVADURAS
INDIGENAS DE TIPO NO-SACCHAROMYCES

Las fermentaciones que tienen lugar en las bodegas de manera natural
son procesos complejos en los que participan de manera conjunta varias
poblaciones de levadura, tanto de géneros Saccharomyces como no-
Saccharomyces. En base a las fermentaciones individuales y dobles

realizadas anteriormente, de las ocho levaduras no-Saccharomyces
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analizadas, se seleccionaron tres cepas para realizar un estudio mas
detallado: Mgg, ml y gl. Estas levaduras fueron escogidas por su
contribucién a la produccién de compuestos con aromas frutales como el
hexanoato de etilo (pifia, platano) y el acetato de isobutilo (fruta dulce,
platano). Ademas, estas levaduras producen poco acetato de etilo (barniz),
que en altas concentraciones puede resultar perjudicial para el aroma del

vino.

El objetivo del estudio fue analizar el efecto de estas levaduras en la
composicion quimica (aromatica) del vino, en un entorno similar al de las
fermentaciones naturales que se producen en las bodegas. Para ello se
hicieron fermentaciones en las que se mantuvieron constantes las

poblaciones de cinco levaduras y se variaba la concentracion inicial de la

levadura a estudiar (O, 1,5x105, 1,5x106 y 3x106 células/mL). La poblacion fija
de levaduras en todas las fermentaciones incluia las cepas Td,, Sc,y Su,,
junto a dos de las tres cepas anteriormente citadas. La inclusion de la cepa
Td,, aislada del pago Nave Espaldera, se hizo por el creciente interés que
Torulaspora delbrueckii esta suscitando al haberse vinculado con la

produccion de compuestos interesantes como el propionato de etilo (Renault

6
y col.,, 2015). Esta levadura se inoculé a una concentraciéon de 1,5x10

células/mL. Las dos levaduras del género Saccharomyces utilizadas fueron

6
Sc,y Su,, y ambas se inocularon a concentracion de 2,5x10 células/mL.
Ambas cepas fueron seleccionadas debido a su participacion en la
fermentacion del mosto del pago Cafiada Angosta, que produjo el vino mejor

valorado durante la vendimia de 2010.

La inoculacion de las levaduras se hizo de modo secuencial, primero se
inocul6 el mosto con el conjunto de levaduras de tipo no-Saccharomyces y tres
dias después del inicio de la fermentacion se adicionaron las dos levaduras de
tipo Saccharomyces. Las combinaciones de levaduras empleadas en las doce

fermentaciones se muestran en la Figura 29. Las fermentaciones se hicieron
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por triplicado en 240 mL de mosto Tempranillo (19,5 grados Brix) a 19 °C de
temperatura y se dieron por concluidas cuando la densidad del mosto alcanz6
valores inferiores a 1 g/L, hecho que tuvo lugar a los 19-22 dias del inicio de la

fermentacion.

= = =
15} N B

Concentracion de levaduras
(millones de células/mL)
o0

FCLO FCL1 FCL2 FCL3 FCMO0O FCM1 FCM2 FCM3 FCHO FCH1 FCH2 FCH3
Fermentaciones

Figura 29. Levaduras inoculadas en las fermentaciones complejas para estudiar la

influencia de Lt;, Mp3 y Hu, en el aroma secundario de los vinos. Levaduras empleadas: Lt;
(*): Mp3 (), Hus (*),Td1 (%), Su1 (*) y Scx ().

Una vez concluidas las fermentaciones se procedié a extraer la fraccion
volatil de los mostos fermentados empleando el método de microextraccion en
fase solida del espacio en cabeza (HS-SPME), descrito en el apartado 111.6.3
de la Seccion de Materiales y Métodos. En este mismo apartado, se especifica
el método de analisis de la fraccion volatil, para el que se utilizé un cromatégrafo
de gases acoplado a un espectrémetro de masas (GC-MS). Los resultados
obtenidos en la cuantificacién de los compuestos volatiles fueron tratados
estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA) y los niveles de
semejanza entre los valores obtenidos fueron calculados aplicando el test de

Tukey (Apartado 111.6.4, Secciéon Materiales y Métodos).

Teniendo en cuenta los compuestos volatiles vinculados con el aroma del
vino mas caracteristicos de los vinos de la variedad Tempranillo y los resultados
previos, se analizaron los siguientes compuestos volatiles: un alcohol (alcohol
de feniletilo), cinco acetatos (acetato de etilo, acetato de hexilo, acetato de

isoamilo, acetato de isobutilo y acetato de feniletilo), seis ésteres (butirato de
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etilo, decanoato de etilo, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, valerato de etilo
y succinato de dietilo) y cinco acidos (acido hexanoico, acido octanoico, acido
nonanoico, acido decanoico y acido laurico). Muchos de estos compuestos se
relacionan con aromas frutales o florales de percepcion agradable. No es asi
para los acidos, vinculados en su mayoria con aromas desagradables (grasa,
queso). Los descriptores aromaticos de estos compuestos se recogen en la

Tabla 7 de la Seccion de Materiales y Métodos.

IV.6.1. Lachancea thermotolerans (Lt,)

Las fermentaciones realizadas para estudiar el efecto de la cepa Lt; en la
composicion final de compuestos volatiles que afecten al perfil aromatico del
vino fueron FCLO, FCL1, FCL2 y FCL3, en las que se inocularon 0, 1,5x10°,

1,5x10° y 3x10° células/mL de Lt; respectivamente (Figura 28).

De los cinco acetatos estudiados, el acetato de 2-feniletilo (aromas a
rosa, fruta y miel) fue el Unico que se registré en todos los casos a una
concentracion inferior a su umbral minimo de percepcion (3-5 mg/L) (Figura
30C). Un resultado similar se obtuvo con el acetato de hexilo (cereza, pera
y flores), este compuesto Unicamente se detecté a concentraciones por
encima de su umbral minimo de percepcion en FCL3, cuando se inoculé la
mayor cantidad de levaduras Lt; (3x10° células/mL) (Figura 30D), si bien, la
concentracion registrada no presentaba diferencias estadisticamente
significativas con la obtenida en FCL2 (Tabla 17). En relacién a los acetatos
de isobutilo (aromas a grosella, jacinto y rosa), isoamilo (fruta dulce, platano
y pera) y etilo (barniz, frutal) (Figura 30A, B y E), al incrementar el nimero de
células gl inoculadas se produce un descenso de su concentracion en el
mosto fermentado. No obstante, las diferencias registradas solo eran
estadisticamente significativas en los acetatos de etilo e isoamilo entre las

concentraciones obtenidas en FCLO respecto a las otras tres fermentaciones.

109



Tabla 17. Analisis estadistico de la concentraciéon (mg/L) de los acetatos cuantificados en
las fermentaciones FCLO, FCL1, FCL2 y FCL3.

Fermentaciones

FCLO

(Lt1 0 células/mL)

FCL1

FCL2
(Lt 1,5x105célulaslmL) (Lt 1,5x106célulaslmL)

FCL3

(Lt1 3x10° células/mL)

Acetato de isobutilo
Acetato de isoamilo
Acetato de 2-feniletilo
Acetato de hexilo

Acetato de etilo

1,060° +8,7x107?
0,086° +3,3x10°
0,345% +1,4x10?
3,9x10*° +1,4x10*
44,05 +1,68

0,903% +3,8x10?

0,875" +0,5x10?

0,084 +6,1x10° 0,078"° +1,4x10°

0,245° +2,1x10° 0,218° +3,1x10°
4,9x10*" +4,9x10° 1,3x10°% +1,8x10*

28,75° +0,04 32,12° +0,43

0,846° +4,8x10?
0,077° +0,1x10°
0,162° +3,3x10°
2,3x10°% +3,3x10*

32,23 +0,14

ab.c:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.

aac
A Acetatode isobutilo B Acetatode isoamilo c Acetato de 2-feniletilo
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19 { 3,0 - e e o— e
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2,5E-03 [ 40
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Figura 30. Representacion grafica de la concentracion (mg/L) registrada de los acetatos

estudiados en funcién de la concentracion inicial de Lt;. La linea discontinua representa el

umbral minimo de percepcioén de cada acetato.

En relacion a los ésteres analizados, Unicamente el succinato de dietilo

(suaves notas frutales y florales) se cuantific6 en todos los casos en

cantidades aromaticamente imperceptibles (Figura 31A). El valerato de etilo

(manzana) fue el unico cuya concentracion descendia cuando se inoculaba

Lt, en el mosto (Figura 31F), si bien este descenso no era estadisticamente

significativo (Tabla 18). Los otros cuatro ésteres (butirato de etilo,

decanoato de etilo, hexanoato de etilo y octanoato de etilo) (aromas a
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pifia, platano y melocotdén) presentaron un comportamiento similar, su

concentracion aumentaba proporcionalmente al incremento en el numero de

células empleadas de de Lt, de manera estadisticamente significativa (Figura

31, Tabla 18). Si bien, las diferencias en la concentracién de hexanoato de

etilo fueron estadisticamente significativas cuando el nimero de células

inoculadas de Lt; fue mayor a 1,5*10° células/mL (Tabla 18).

Tabla 18. Concentraciones (mg/L) obtenidas en FCLO, FCL1, FCL2 y FCL3 de los ésteres

estudiados y resultado de su comparacion estadistica (ANOVA).

Fermentaciones

FCLO
(Lt1 0 células/mL)

(Lt 1,5x105célulaslmL) (Lt 1,5x106célulaslmL)

FCL1

FCL2

FCL3

(Lt1 3x10° células/mL)

Succinato de dietilo
Butirato de etilo
Decanoato de etilo
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo

Valerato de etilo

0,039° +0,2x10?
0,191¢ +0,1x102
0,072°¢ +0,3x10?
0,374" +0,2x10?
0,182°¢ +0,1x102

0,043% +3x10°

0,032° +6,5x10*
0,224° +0,2x102
0,137° +0,3x10?
0,411° +0,2x10?
0,218° +0,5x102
0,037% +0,1x10°

0,012° +1,4x10*
0,248° +0,2x104
0,146"° +0,8x10?
0,455% +0,4x10?
0,222 +0,2x10?
0,0372% +24x10°

0,011°¢ +7,1x10°
0,265° +0,4x10%
0,164% +0,2x10?
0,464% +0,1x10?

0,232% +0,1x10?

0,038

+1,2x10*

ab.c.d:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.

A Succinatode dietilo B Butiratode etilo c Decanoatode etilo
1,5 0,3 0,2
1,2 - s — - - - 0,25 —
1
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04 —_— Ra 0,04 1S =
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Figura 31. Representacion grafica de las concentraciones (mg/L) obtenidas tras la

cuantificacion de ésteres en funcion del nimero de células inoculadas de Lt;.. La linea

discontinua muestra los umbrales minimos de percepcién para cada compuesto.

111




El 2-feniletanol(rosa, notas a melocotdn) fue el Unico alcohol cuantificado
y se detectdé un descenso estadisticamente significativo en su produccion
cuando la concentracion inicial de gl en el mosto era igual o superior a
1,5x10° cels/ml (Tabla 19, Figura 32A). No obstante, la concentracion del
compuesto en las cuatro fermentaciones era suficiente para ser apreciable

aromaticamente en el vino.

De los acidos cuantificados, el unico detectado en concentracion
superiores a su umbral minimo de percepcion es el acido octanoico (aromas
arancio y fruta acida) (Figura 32F). En este caso, a medida que se incrementa
la concentracion inicial de gl en el mosto, disminuye su concentracion,
llegando a ser diferencias estadisticamente significativas cuando su

concentracién es mayor o igual a 1,5x10° cels/ml (Tabla 19).

A 2-Feniletanol B Acido decanoico c Acido dodecanoico
12 2,5 5,00E+00 —_——— s — - -
C .
| l 2,0 4,00E+00
9
= 1,5
o = - 1,00E-01
o 6 =) °
E E E  7,50E-02
1,0
5,00E-02
3 |
0.5 2,50E-02
0,00E+00
E 0 150 1500 3000
0 0,0
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D Acido hexanoico E Acido nonanoico F Acido octanoico
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-+ am o wm o+ am oo <—_,
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Figura 32. Representacion grafica de las concentraciones (mg/L) registradas de alcohol
de feniletanol y acidos en las fermentaciones FCLO, FCL1, FCL2 y FCL3. Las lineas

discontinuas sefialan el margen del umbral minimo de percepcién de cada compuesto.
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Tabla 19. Concentracion (mg/L) y analisis de varianza ANOVA de los alcoholes y acidos

estudiados que se registraron en las fermentaciones FCLO, FCL1, FCL2 y FCL3.

Fermentaciones

FCLO FCL1 FCL2 FCL3
(Lt1 0 células/mL) (Lt 1,5x1050élulaslmL) (Lt 1,5x106célulasImL) (Lt 3x1oscélulaslmL)
2-Feniletanol 10,1312 +8,4x10 10,1243 + 1,5x101 7,473b +1,3x102 7,545 +5,6x102
Acido decanoico 0,2449¢ +8x103 0,601¢ +7x103 0,633> +3x103 0,7642 +7x103
Acido dodecanoico 0,011% +1x103 0,021% +2x103 0,0482 +2x103 0,0612 +5x103
Acido hexanoico 3,112a +1,2x102 2,989 + 1,2x102 2,6792b + 3x103 2,591b +9,8x102
Acido nonanoico 1,6x1022 +4,1x104 1,8x1022 +4,3x104 0,0192 +2,6x103 2,2x1022 +4,3x104
Acido octanoico 1,9112 +6,6x102 1,7842 +4,6x102 1,657 +3,5x102 1,467° +6,4x102

ab.cd:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.

El conjunto de los resultados mostrados permite afirmar que la presencia
de Lt, entre las levaduras iniciadoras de la fermentacion, influye
favorablemente en la obtencién de vinos con una elevada concentracién de
ésteres como el butirato de etilo, el decanoato de etilo, el hexanoato de
etilo y el octanoato de etilo. Esto proporcionaria aromas frutales acidos
(pina) y dulces (uva, melocotdn y pera), ademas de los caracteristicos aromas
a frutos rojos (cereza) de vinos tintos de la variedad Tempranillo. Sin embargo,
en el caso del acetato de isoamilo y el 2-feniletanolocurre lo contrario,
cuanto mayor es el inéculo de Lt;, menor es la concentracion registrada de
ambos compuestos. Esto indicaria que una mayor concentracion de gl al
inicio de la fermentacién podria suponer una menor percepcion a fruta dulce
(platano, pera, melocoton) y flores (rosa, jacinto rosa) en el vino. Lo mismo
ocurria con el acetato de etilo, compuesto que en concentraciones
superiores a los 150 mg/L da lugar a una desagradable percepcion a barniz
en el vino, pero que en concentraciones inferiores, como las registradas en
este estudio, potencia la percepcién de las notas frutales. También debe
tenerse en cuenta que cuanto mayor es el numero de células inoculadas de
Ql, menor es la concentraciéon de acido octanoico, lo que supone una
disminucion de la acidez total del vino. Ademas, las concentraciones
registradas de este compuesto sugieren que en el aroma del vino no serian
percibidas sus caracteristicas notas a rancio, mientras que si una sensacion
aromatica a fruta acida. De manera global, a la vista de los resultados

mostrados se puede afirmar que la cepa Lt, influye positivamente en el aroma
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del vino potenciando los aromas frutales a pifa, uva, melocotén, pera vy

cereza, y disminuyendo la acidez.

IV.6.2. Metschnikowia pulcherrima (Mps)

El estudio con la cepa Mps, se hizo de modo similar a lo expuesto
anteriormente, analizando las fermentaciones FCMO, FCM1, FCM2 y FCM3
(Figura 29).

En este caso, tres de los cinco acetatos analizados se cuantificaron por
encima de sus umbrales minimos de percepcidn, los acetatos de isobutilo,
isoamilo y etilo (Figura 33A, B y E). En los tres casos la concentracion de
los acetatos disminuia a medida que se incrementaba el in6culo de la
levadura estudiada, siendo las diferencias en las concentraciones de acetato
de etilo (barniz, notas frutales) y acetato de isoamilo (platano, pera)
estadisticamente significativas (Tabla 20). En cambio la variacion en la
concentracion de acetato de isobutilo (grosella, jacinto rosa) Unicamente fue
significativa, desde un punto de vista estadistico, en FCMO respecto a las
demas fermentaciones (Tabla 20). Los acetatos de 2-feniletilo (rosa,
afrutado, miel) y hexilo (cereza, pera, manzana, flores) no presentaron
concentraciones perceptibles en ninguna de las cuatro fermentaciones. No
obstante, puede observarse que la concentracion de acetato de hexilo se
incrementaba de manera significativa cuando la concentracién de Mp; era

igual o superior a 1,5x10° cels/ml.

Tabla 20. Resultado de la cuantificacion (mg/L) de los acetatos seleccionados llevada a

cabo en las fermentaciones FCM0, FCM1, FCM2 y FCM3 y su comparacion estadistica.

Fermentaciones

FCMO FCM1 FCM2 FCM3
(Mps 0 células/mL) (Mps 1,5x1 05célulaslmL) (Mps 1,5x1 OecélulaslmL) (Mps 3x1 OecélulaslmL)
Acetato de isobutilo 1,052" +0,6x102 0,846° +4,8x102 0,875" +0,5x102 0,819° +2,2x102
Acetato de isoamilo 0,112" +1,3x10% 0,099° +0,1x103 0,078° +1,4x10% 0,093° +1,2x10%
Acetato de 2-feniletilo 0,173" +0,2x10% 0,183" +0,1x10% 0,218” +3,1x10% 0,230" +2,3x103
Acetato de hexilo 3,8x104° +0,2x104 4,8x104° +0,2x106 1,3x103% +1,8x104 1,1x103° +0,4x105
Acetato de etilo 37,93" £1,28 34,37° +0,17 32,12™ +0,43 31,34° £0,20

ab.c:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.
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Figura 33. Representacion grafica de las concentraciones (mg/L) registradas de los
acetatos estudiados en funcion de la concentracion inicial de Mp; en el mosto. Las lineas

discontinuas representan los umbrales minimos de deteccion de cada compuesto.

De los ésteres cuantificados, el succinato de dietilo (suaves notas
frutales y florales) fue el Unico que no alcanzé concentraciones perceptibles
aromaticamente, independientemente del numero de células inoculadas de
Mps (Figura 34A). Para los demas ésteres cuanto mayor era la concentracion
inicial de Mps, mayor era su concentracion final en el mosto fermentado. Este
incremento era proporcional al numero de células de Mp3 inoculadas para
todos ellos, a excepcion del hexanoato de etilo (aroma a pifa y platano),
en el que la maxima concentracién se alcanzé en FCL2 (1,5x106 células/mL)
(Figura 34D). Ademas, cabe destacar que todas las variaciones en la
concentracion de estos cinco ésteres fueron estadisticamente significativas

(Tabla 21).
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Tabla 21. Andlisis de varianza (ANOVA) de las concentraciones (mg/L) registradas de los
esteres estudiados en los mostos fermentados de FCMO0, FCM1, FCM2 y FCM3.

Fermentaciones
FCMO FCM1 FCM2 FCM3
(Mps 0 células/mL) (Mps 1,5x1 OscélulaslmL) (Mps 1,5x1 OscélulaslmL) (Mps 3x1 OscélulaslmL)

Succinato de dietilo 0,038" +1,1x104 0,011 + 5,6x104 0,012° +1,4x104 0,013° +5,9x104
Butirato de etilo 0,163° +0,5x102 0,196° +1,2x104 0,248" +0,2x104 0,271° +0,1x102
Decanoato de etilo 0,051° +0,6x102 0,129 +0,7x104 0,146" +0,8x102 0,166° +0,1x102
Hexanoato de etilo 0,257° +0,2x102 0,374° +0,2x102 0,455 +0,4x102 0,409 +0,4x102
Octanoato de etilo 0,114° +0,2x102 0,164° +0,5x102 0,222° +0,2x102 0,243% +4,2x104
Valerato de etilo 0,032° +0,1x102 0,036" +0,2x102 0,037 +0,2x102 0,042° +34x104

ab.c.d:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.
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Figura 34. Representacion grafica de las concentraciones (mg/L) de los ésteres estudiados
en funcién de la concentracion inicial de Mps. El umbral minimo de percepciéon se presenta

con lineas discontinuas.

La valoraciéon del 2-feniletanol(rosa, melocoton) indicaba que la
presencia de Mps en el mosto provocaba un descenso en su concentracion,
si bien en todos los casos los valores registrados aseguraban la percepcién
del compuesto (Figura 35A). Las variaciones de este compuesto resultaron
estadisticamente significativa en todas las fermentaciones, salvo entre
FCM1y FCM3 (Tabla 22).
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De los cinco acidos cuantificados, solamente el acido octanoico (aroma
a fruta acida y rancio) estaba presente en concentraciones perceptibles
aromaticamente, si bien la presencia de Mps; durante la fermentacion
provocaba una reduccion estadisticamente significativa en su concentracion
(Tabla 22).

Tabla 22. Produccién en mg/L que se cuantificé del alcohol y acidos estudiados en los
mostos de las fermentaciones FCM0, FCM1, FCM2 y FCM3.

Fermentaciones

FCMO
(Mps 0 células/mL)

FCM1 FCM2 FCM3
(Mps3 1,5x10° células/mL) (Mps 1,5x10°células/mL) (Mps 3x10° células/mL)

2-Feniletanol

9,186" +2,1x10"

8,469° +1,4x107

7473° +1,0x102

8,106" +9,2x102

Acido decanoico 0,244° +0,4x102 0,691° +3,0x102 0,633° +0,3x102 0,987" +0,7x102

Acido laurico 0,013° +4,2x10% 0,036 + 1,5x102 0,048" +0,2x102 0,042%° +0,1x102
Acido hexanoico 1,381 +1,8x102 1,980° +2,6x102 2,780° +1,3x107 3,189° +0,7x102
Acido nonanoico 0,027% +0,7x104 0,014° +4,0x104 0,019° +0,3x102 0,013° +0,2x102
Acido octanoico 2,177% £0,5x102 1,711° £1,1x102 1,657" + 3,5x102 1,558° +4,4x102

ab.c.d:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.
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Figura 35. Representacion grafica de la concentracion que se obtuvo de alcohol de
feniletanol y acidos en las fermentaciones FCMO0 a FCM3, en las que se varidé la
concentracion inicial de Mps. Los umbrales de percepcién de cada compuesto se presentan

como lineas discontinuas en cada grafico.
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Estos resultados indican que la presencia de la cepa Mp3 en el mosto de
partida supone un descenso en la concentracion de acetato de isoamilo,
acetato de isobutilo, 2-feniletanoly acido octanoico en el mosto
fermentado. Por ello, se puede afirmar que el empleo de Mp3 daria lugar a
vinos con una menor percepcién aromatica a frutas dulces (platano, pera),
bayas (grosella) y flores (rosa, jacinto rosa). Ademas, esta levadura provoca
una reduccién de la acidez (menor concentracidon acido octanoico) y
mantiene los niveles de acetato de etilo en concentraciones favorables para
la percepcién de los aromas frutales (<150 mg/L). Sin embargo, la
concentraciéon de butirato de etilo, decanoato de etilo, hexanoato de
etilo, octanoato de etilo y valerato de etilo aumenta significativamente y
de manera proporcional a la concentracion de levaduras Mps inoculadas. Por
ello, se concluye que el empleo de Mp3 favoreceria la percepcion de aromas

a pifia, uva, platano, manzana y melocoton en el vino.

Teniendo en cuenta las conclusiones y afirmaciones expuestas, se puede
manifestar que al igual que en el caso de Lt;, la utilizacion de la cepa de M.
pulcherrima Mp3 en la fermentacion de mosto de uva Tempranillo, influiria
positivamente en el aroma del vino generando aromas afrutados a pifia, uva,

platano, manzana y melocotén.

IV.6.3. Hanseniaspora uvarum (Hu,)

La tercera levadura analizada en detalle fue Hu;, variando su
concentracion en el mosto de partida en las fermentaciones FCHO, FCH1,
FCH2 y FCH3.

En lo que se refiere a la produccion de acetatos,, la concentracién de los
acetatos de isobutilo (notas aromaticas de grosella y jacinto rosa) e
isoamilo (aromas a fruta dulce) desciende a medida que se incrementa la
concentracion de Hu, en el mosto de partida (Figura 36A y B), variacion que
resulta estadisticamente significativas a partir de FCH2 (1,5x10° cels/ml)

(Tabla 23). El acetato de 2-feniletilo (aromas florales y frutales) fue el Unico
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IV. Resultados

que se cuantificé por debajo del umbral minimo de percepcion en todas las
fermentaciones (Figura 36C). El acetato de hexilo (aromas a cereza, pera,
manzana y flores), alcanza concentraciones perceptibles aromaticamente
cuando se inoculan en el mosto 3x10° células/mL de Hu4 (FCH3), la maxima
concentracién analizada (Figura 36D). Ademas, las variaciones registradas
en la concentraciéon de este compuesto, eran estadisticamente significativas
entre las cuatro fermentaciones (Tabla 23). El acetato de etilo, se registré
por encima de su umbral minimo de percepcidn en las cuatro
fermentaciones. Ademas, su concentracion se incrementaba de manera
estadisticamente significativa en el mosto a medida que se aumentd el

numero de células inoculadas de Huj, al inicio de la fermentacion (Tabla 23).
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Figura 36. Representacion grafica de las concentraciones, en mg/L, que se registraron de
los cinco acetatos estudiados en las fermentaciones con variaciones en la concentracion
inicial de Hu,. Las lineas discontinuas representan el umbral minimo de percepcién de cada

compuesto.
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Tabla 23. Concentracion (mg/L) de los seis acetatos estudiados en las fermentaciones
FCHO, FCH1, FCMH2 y FCH3 y comparacion estadistica de los datos.

Fermentaciones
FCHoO FCH1 FCH2 FCH3
(Hu1 0 células/mL) (Hu1 1,5x105célulaslmL) (Hu1 1,5x10°célulaslmL) (Hu1 3x1060élulaslmL)
Acetato de isobutilo 1,028° +1,7x102 0,983 +0,7x102 0,875" +0,5x102 0,866" +3,4x102
Acetato de isoamilo 0,109" +2,2x10% 0,103" +0,1x10% 0,078" +1,4x10% 0,079° +1,1x103
Acetato de 2-feniletilo 0,162° +3,4x10% 0,209° +0,8x104 0,218 + 3,1x10 0,2217 +1,4x10%
Acetato de hexilo 5,0x104° +0,1x104 1,6x103° +0,7x103 1,3x103° +1,8x104 2,4x10%% +0,2x104
Acetato de etilo 2321 £1,02 27,94° 0,21 32,12° +0,43 36,24° = 0,61

ab.c:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.

De los ésteres cuantificados, unicamente el succinato de dietilo (notas
frutales y florales) presentd una concentracion inferior a su umbral de

percepcion en las cuatro fermentaciones (Figura 37A).
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Figura 37. Representacion grafica de las concentraciones, en mg/L, que se registraron de
los ésteres cuantificados en las cuatro fermentaciones en las que se varié la
concentracion inicial de Hu4. Los limites de los umbrales minimos de percepciéon de cada

compuesto se presentan con lineas discontinuas.

La concentracion de butirato de etilo (aroma a fruta 4cida), decanoato

de etilo (notas frutales) y hexanoato de etilo (aromas a pifia y platano)
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IV. Resultados

aumentaba de manera proporcional al numero de células inoculadas de Hu,
(Figura 37B, C y D). En el caso del decanoato de etilo, al comparar la
fermentacion FCH3 (3x10° cels/mL) con FCHO (sin Hus), se detectd un
incremento en la concentracion del compuesto superior al 150%. Las
variaciones del butirato de etilo y el hexanoato de etilo, eran mas
graduales y mantenidas. No obstante, las diferencias eran estadisticamente
significativas y dependientes del numero de células inoculadas de Hus
(Tabla 24). De manera opuesta, cuanto mayor fue el nimero de levaduras
inoculadas de Hu,, menor fue la produccion de octanoato de etilo (notas
florales y a albaricoque) (Figura 37E) y valerato de etilo (aroma a manzana)
(Figura 37F), aunque sélo las variaciones del octanoato de etilo fueron

estadisticamente significativas (Tabla 24).

Tabla 24. Comparacién estadistica de las concentraciones (mg/L) que se registraron de

los seis ésteres estudiados en las fermentaciones FCHO, FCH1, FCMH2 y FCH3.

Fermentaciones

FCHoO FCH1 FCH2 FCH3

(Hu1 0 células/mL) (Hu1 1,5x1 OscélulaslmL) (Hu1 1,5x1 OecélulaslmL) (Hu1 3x1 OscélulaslmL)
Succinato de dietilo 0,043 +1,6x10% 0,018" +1,0x108 0,012° +1,4x10% 0,010° +5,9x104
Butiratode etilo 0,207° = 3,5x10% 0,222° +0,1x102 0,248" +0,2x104 0,275" +0,1x102
Decanoato de etilo 0,064° +0,1x102 0,132° +0,8x102 0,146" +0,8x102 0,194 +0,2x102
Hexanoato de etilo 0,322° +0,2x102 0,392° +0,8x102 0,455 +0,4x102 0,459° +0,7x102
Octanoato de etilo 0,240 +0,3x102 0,188" +0,1x102 0,222%° +0,2x102 0,180° +0,1x102
Valerato de etilo 0,042° +0,2x102 0,041 +0,1x102 0,037 +0,2x102 0,036" +2,7x104

ab.c.d:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.

La cuantificacion del 2-feniletanol(aroma a rosa y melocotén) y los
acidos seleccionados, siguieron la misma pauta que en el resto de
fermentaciones, unicamente el 2-feniletanoly el acido octanoico (notas de

fruta acida y a rancio) se registraron en cantidades perceptibles (Figura 38A
yF).

El descenso de la concentracion de 2-feniletanola lo largo de las cuatro
fermentaciones es proporcional al incremento en la concentracion inicial de
Hujy, siendo las diferencias obtenidas estadisticamente significativas en los

cuatro casos. Sin embargo, la simple presencia de la levadura Hus provoca
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un descenso estadisticamente significativo en la concentracion de
octanoato de etilo, independientemente del numero de células inoculadas

de dicha cepa (FCH1, 2 y 3), como se puede observar en la Tabla 25.

Tabla 25. Datos obtenidos tras la cuantificacion y comparacion estadistica de la
concentracion de 2-feniletanoly de los acidos estudiados en las fermentaciones FCHO,
FCH1, FCMH2 y FCH3.

Fermentaciones

FCHO FCH1 FCH2 FCH3
(Hu1 0 células/mL) (Hut 1,5x1050élulaslmL) (Hu1 1,5x1oscélulaslmL) (Hut 3x10°célulaslmL)
2-Feniletanol 10,3562 +1,2x10- 9,695 +1,4x102 7,473¢ +1,4x102 7,130¢ +3,1x102
Acido decanoico 0,7992 +1,1x102 0,750° +0,3x102 0,633¢ +0,3x102 0,231¢ +1,0x102
Acido laurico 0,008¢ +0,2x104 0,029° +0,6x102 0,0482 +0,2x102 0,0512 +0,1x102
Acido hexanoico 3,1172 £0,7x102 2,7802b +£1,3x10"" 2,679 +£0,3x102 2,273¢ +4,4x102
Acido nonanoico 0,0292 +0,1x102 0,0262 +0,2x10% 0,019® +0,3x102 0,019® +0,1x102
Acido octanoico 1,9362 +£7,1x102 1,688 +6,5x102 1,657° +3,5x102 1,634> +7,2x102

ab.c.d:| a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.
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Figura 38. Representacion grafica de la concentraciéon (mg/L) de 2-feniletanoly acidos en
los mostos fermentados en funciéon de la concentracién inicial de Hus. Los umbrales

minimos de percepcion de estos compuestos se indican con lineas discontinuas.
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IV. Resultados

Los resultados expuestos permitieron concluir que la inclusion de Hu, en
el inéculo de levaduras iniciadoras de la fermentacion, induce una mayor
produccion de acetato de hexilo, butirato de etilo, decanoato de etilo y
hexanoato de etilo en el mosto fermentado. Por ello, se puede afirmar que
el empleo de Hu, en la fermentacion del mosto de uva garantiza la obtencion
de un vino rico en notas frutales de cereza, pifia y uva. No obstante, debe
tenerse en cuenta que la concentracion de acetato de hexilo (aroma a
cereza), unicamente alcanza su umbral minimo de percepcién cuando el
nimero de células inoculadas de Hu; es de al menos 3x10° células/mL.
Asimismo, cuanto mayor es el numero de células de Hu; en el mosto, mayor
es la produccion de acetato de etilo. Si bien, la concentracion del
compuesto en todos los casos es bastante inferior a los 150 mg/L, y por lo
tanto su presencia sirve para aumentar la percepcion frutal en el vino y no
para aportar el aroma a barniz caracteristico de este compuesto. La inclusién
de Hu; en el mosto de partida también supone un descenso
estadisticamente significativo de la produccion de octanoato de etilo,
acetato de isoamilo, acetato de isobutilo y alcohol de feniletilo. Aunque
en este caso la concentracion de estos cuatro compuestos siempre estaba
por encima de su umbral minimo de percepciéon, se puede afirmar que el
empleo de elevadas concentraciones de Hu, provocaria una disminucion de
las notas aromaticas a flores, melocoton y fruta dulce en el vino. Sin
embargo, se garantizaria una menor acidez en el vino, al reducir de manera

significativa la concentracion del 4cido octanoico.

Tras el analisis de los tres grupos de fermentaciones presentados, se
pudo observar que independientemente de la levadura estudiada (Mps, Huj,
Lt;,), el aumento en el nimero de células inoculadas siempre suponia un
descenso de la concentracion de cuatro de los compuestos estudiados
(acetato de isobutio, acetato de isoamilo, 2-feniletanoly acido octanoico) y
un aumento de la concentracién de otros tres (butirato de etilo, decanoato
de etilo y hexanoato de etilo). Por este motivo, para poder establecer una

relacion mas estrecha entre la produccién de cada compuesto y la levadura
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empleada, se llevdo a cabo el analisis estadistico que se describe a

continuacion.

IV.6.4. Analisis estadistico del efecto de las levaduras Lt;, Mp; y Hu, en
la produccion de siete compuestos volatiles interesantes para el
aroma del vino.

Para determinar si las diferencias detectadas en las concentraciones de
los compuestos: acetato de isobutio, acetato de isoamilo, butirato de etilo,
decanoato de etilo, hexanoato de etilo, 2-feniletanoly &cido octanoico, eran
estadisticamente significativas y dependientes de las cepas de levadura en
estudio (Lt;, Mp3 0 Hu;), se llevo a cabo un analisis estadistico ANOVA de los
valores obtenidos en los diferentes ensayos (Apartado 111.6.4, Seccion
Materiales y Métodos). En este analisis se compararon las fermentaciones
homologas en cuanto a la cantidad inoculada de cada una de las tres cepas
en estudio. Por un lado se analizaron las fermentaciones en las que una de
las cepas en estudio no estaba presente (FCLO, FCMO y FCHO), en un
segundo bloque las fermentaciones en las que la levadura en estudio estaba
menos concentrada (FCL1, FCM1 y FCH1) y un ultimo bloque en el que la
concentracion inoculada de la levadura en estudio era mayor a las otras dos
(FCL3, FCM3 y FCH3).

Tras la comparacidn estadistica se determind que Unicamente la
concentracion de acido octanoico, caracterizado por su aroma a rancio y su
influencia en la acidez del vino, era independiente de la levadura estudiada
(Tablas 26A, By C ). Sin embargo, la produccion de los otros seis compuestos
resulté ser dependiente de la cepa de levadura utilizada, obteniéndose

diferencias estadisticamente significativas entre las fermentaciones.

La ausencia de la cepa Lt; (FCLO) en el mosto de partida, supone una
menor concentracion de acetato de isoamilo (aromas a pera) y decanoato
de etilo (aroma a uva), mientras que la ausencia de Mps (FCMO) provoca
menores cantidades de butirato de etilo (aroma a pifia) y hexanoato de etilo

(aroma a platano y pifia). La eliminacion de Hu; (FCHO), unicamente afecta al
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IV. Resultados

acetato de isobutilo (aromas a platano y fruta dulce), provocando también
una disminucioén significativa en su concentracion en el mosto fermentado. El
Unico compuesto que no presenté diferencias relevantes asociadas a la
ausencia de alguna de estas levaduras fue el 2-feniletanol(aroma a rosa y

melocotdn).

Tabla 26. Analisis de varianza ANOVA de las concentraciones (mg/L) registradas de los
compuestos volatiles seleccionados en funcion de la actividad de las levaduras Lti, Mp3 y
Hus. A: comparacion de los resultados en ausencia de una de las levaduras; B: comparacion de
los resultados cuando la concentracion inicial de una de las levaduras es inferior a la de las
demas; C: comparacion de los resultados cuando la concentracion inicial de una de las levaduras

es superior a la de las demas.

A Fermentaciones
FCLO FCMO FCHO
(Lt1 0 células/mL) (Mp3 0 células/mL) (Hu1 0 células/mL)
Acetato de isoamilo 0,086° £3,3x10° 0,112 +1,3x103 0,109 +2,2x103
Acetato de isobutilo 1,060% +8,7x102 1,052% +0,6x102 1,028° +1,7x102
Butanoato de etilo 0,1912 £0,1x10? O,‘I63b +0,5x10%2 0,207% +3,5x10%
Decanoato de etilo 0,072% +0,3x102 0,051° +0,6x102 0,064 +0,1x102
Hexanoato de etilo 0,374 +0,2x10%2 0,257h +0,2x102 0,322% +0,2x102
2-Feniletanol 10,1312 +8,4x10" 9,186" +2,1x10" 10,3562 +1,2x10-
Acido octanoico 1,9112 +6,6x102 2,177% +0,5x102 1,9362 +7,1x1072
B Fermentaciones
FCL1 FCMA1 FCHA1
(Lt1 1,5x10°células/mL) (Mp3 1,5x10°células/mL) (Hu1 1,5x10°células/mL)
Acetato de isoamilo 0,084° +6,1x10° 0,099%° +0,1x103 0,103" +0,1x103
Acetato de isobutilo 0,903 2" +3,8x102 0,846° +4,8x102 0,983 +0,7x102
Butanoato de etilo 0,224% +0,2x10? 0,196° +1,2x10% 0,222% +0,1x102
Decanoato de etilo 0,137% £0,3x10? 0,129° +0,7x10% 0,132% +0,8x102
Hexanoato de etilo 0,4112 £0,2x10? 0,374% +0,2x102 0,392% +0,8x102
2-Feniletanol 10,1242 +1,5x10 8,469" +1,4x10" 9,6952 +1,4x102
Acido octanoico 1,7842 +6,4x102 1,711% £1,1x102 1,6882 +6,5x102
c Fermentaciones
FCL3 FCM3 FCH3
(Lt1 3x10°células/mL)  (Mp3 3x10°células/mL) (Hu1 3x10°células/mL)
Acetato de isoamilo 0,077° £1,0x10* 0,093% +1,2x103 0,079° +1,1x103
Acetato de isobutilo 0,846° +4,8x10?2 0,819" +2,2x102 0,866" +3,4x102
Butanoato de etilo 0,265% +0,4x10?2 0,271% +0,1x102 0,275% +0,1x102
Decanoato de etilo 0,164° £0,2x107? 0,‘166b +0,1x102 0,194% +0,2x10?2
Hexanoato de etilo 0,464% £0,1x107? 0,409b +0,4x102 0,459% +0,7x102
2-Feniletanol 7,545 +5,6x102 8,106° +9,2x102 7,130P +3,1x102
Acido octanoico 1,4672 +6,4x102 1,558% +4,4x102 1,6342 +7,2x102

@b:|.a misma letra en la misma linea implica ausencia de diferencias significativas.
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La comparacion de las fermentaciones FCL1, FCM1 y FCH1, permitio
detectar que los Uunicos compuestos que presentaron variaciones
estadisticamente significativas entre ellas fueron el acetato de isobutilo y el
acetato de isoamilo, registrandose la mayor concentracion en FCH1 (Tabla
26B).

En las fermentaciones con mayor numero de células inoculadas, la
concentracion mas elevada de acetato de isoamilo y 2-feniletanolse registré
en FCM3. La diferencia frente a las obtenidas en FCL3 y FCH3 resultd
significativa en ambos casos (Tabla 26C). En cambio, en FCM3 se registro la
menor concentracion de hexanoato de etilo. El otro compuesto que mostrd
diferencias considerables en su concentracién fue el decanoato de etilo,

siendo el valor registrado en FCH3 el mas elevado (Tabla 26C).

Estos resultados permitieron concluir que la produccién de acetato de
isobutilo esta vinculada de manera mas significativa con la cepa Hus. Al
aumentar la concentracion inicial de Hus en el mosto de partida disminuye de
manera proporcional la concentracién final del compuesto, lo que repercute
negativamente en el vino al disminuir la percepcion aromatica a bayas y flores.
También se ha podido comprobar que la cepa Mps esta muy vinculada a la
produccion de butirato de etilo, hexanoato de etilo y alcohol de feniletilo,
lo que favoreceria la obtencion de vinos con aromas frutales a pifia, platano y
melocotén. Ademas, se puede afirmar que no se ha detectado ninguna
vinculacién destacable entre las levaduras analizadas y la produccion de
acetato de isoamilo (aroma a fruta dulce, platano y pera), decanoato de
etilo (notas frutales, uva) o acido octanoico (aromas a fruta acida y rancio).
Asimismo, tampoco se ha podido establecer una relacidn estadisticamente

significativa entre la produccion de estos siete compuestos y la cepa Lt;.

El andlisis de los datos obtenidos en los diferentes grupos de fermentaciones
(individuales, dobles y complejas), permite concluir que para la produccién de
vinos de calidad y/o de autor, no es necesario inocular un gran numero de

levaduras, sino que es preferible hacer previamente una buena seleccién de
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las cepas indigenas a utilizar. El estudio desarrollado, ha permitido comprobar
que la concentracion en el mosto de las cepas analizadas de L. thermotolerans
(Lt1), M. pulcherrima (Mps) y H. uvarum (Hu,) influye de modo significativo en
la produccién de compuestos volatiles directamente relacionados con la calidad
de los vinos de la variedad Tempranillo como el hexanoato de etilo (pifia,
platano), el octanoato de etilo (flores, melocotén) y el acetato de isobutilo

(platano, fruta dulce), entre otros.
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V. Discusion

A lo largo de mas de 8.000 afios poco ha variado el proceso biotecnologico
de la fermentacion del mosto de uva para la obtencion de vino, si bien las
circunstancias y los intereses de los consumidores a lo largo de la historia han
promovido el desarrollo de pequefias adaptaciones del proceso fermentativo.
En la actualidad, la industria vitivinicola esta volviendo a métodos de
produccién tradicionales con el objetivo de poner en el mercado mas vinos
ecolégicos y naturales (Laureati and Pagliarini, 2016). Esta certificacion se
otorga en la Unidon Europea a los vinos que son elaborados dentro del marco
normativo “EU No 203/2012 del 8 de Marzo de 2012”, en el que se regula el
tratamiento y recogida de la uva. Ademas, se hace mencion a la inoculaciéon
de levaduras derivadas de materias primas ecologicas, como las levaduras
indigenas, cuyo uso resulta muy interesante para diferenciar unos vinos de
otros por el “terroir’ que solo la microbiota levaduriforme puede otorgar en
zonas caracterizadas por un mismo clima, suelo o variedad de uva (Rolandi
and Saba, 2015). Este hecho ha promovido el desarrollo de estudios que
permitan diferenciar eficazmente especies y cepas de levaduras, facilitando de
esta manera que se pueda establecer una correlacion entre su presencia
durante la fermentacion alcohdlica y la obtencién de vinos con propiedades
organolépticas particulares, entre las que destacan el aroma y sabor (Cocolin
y col., 2000; Romano y col., 2003). Este ha sido el gran objetivo del presente
estudio, disefiar un procedimiento que permita identificar y diferenciar especies
y cepas de levaduras indigenas para después estudiar de manera individual
su influencia en el aroma de los vinos. Estos estudios aportan informacién muy
relevante para los endlogos de las bodegas y quien sabe si en un futuro no
muy lejano les llevara a prescindir de las bien asentadas cepas comerciales en
pro de las levaduras indigenas de la bodega (Renault y col., 2009; Tofalo y
col., 2014).

V.1. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LEVADURAS

Hay varias técnicas moleculares que han sido ampliamente empleadas en

las ultimas décadas para la identificacion y caracterizacion de levaduras
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vinicas. Las levaduras indigenas estan presentes en el hollejo de la uva, en
el mosto en fermentacion y en las instalaciones de las bodegas, y su
variabilidad depende de muchos factores, entre los que se encuentran las
condiciones climaticas, la variedad de la uva, el tipo de terreno o el uso de
fungicidas (Guzzon y col., 2014). Mientras que en el hollejo de la uva son mas
habituales las levaduras de especies no-Saccharomyces, en las instalaciones
de la bodega y en el mosto en fermentacion predominan las especies del
género Saccharomyces. Estas ultimas han sido estudiadas en profundidad
en numerosos trabajos (Nikolaou y col., 2006; Ribéreau-Gayon y col., 2006;
Valero y col., 2005), mientras que las de los géneros no-Saccharomyces,
menospreciadas en un principio, han despertado un creciente interés en los
ultimos 10-15 afos por su vinculacién con la produccién de compuestos de
interés en el vino (Cordero-Bueso y col., 2013; Domizio y col., 2009; Romano
y col., 2003). No obstante, no son las especies como Torulaspora delbrueckii,
Lachancea thermotolerans o Metschnikowia pulcherrima las que presentan
propiedades unicas, sino que son cepas concretas de éstas y otras especies
las que aportan, o no, caracteristicas diferenciales al aroma y al sabor del
vino, en funcién de las propiedades del mosto y las condiciones del proceso
fermentativo. Poder diferenciar estas cepas para estudiar su comportamiento
a lo largo de la fermentacion es lo que justifica el desarrollo de nuevos

métodos de caracterizacion molecular..

La diferenciacion de levaduras vinicas a nivel interespecifico se ha
realizado habitualmente mediante la secuenciacion y/o el analisis de
restriccion de regiones del ADN ribosémico amplificadas por PCR (Cocolin y
col., 2000; Kurtzman and Robnett, 2003; Zott y col., 2008). Sin embargo, para
llevar a cabo una diferenciacion intraespecifica de las levaduras se requiere
de otras técnicas como la restriccién del ADN mitocondrial, la secuenciacion
de fragmentos de ADN amplificados y separados mediante PCR-DGGE o la
obtencion de marcadores RAPD (Howell y col., 2004; Lopandic y col., 2008;
Lopez y col., 2003). Todas estas técnicas han sido empleadas ampliamente
para la diferenciacion de cepas de S. cerevisiae, pero no en la caracterizacion

de cepas de especies no-Saccharomyces, posiblemente debido a que se
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requiere un conocimiento previo del genoma o a que presentan una baja

reproducibilidad.

Otro tipo de marcadores moleculares utilizados en la caracterizacion de
cepas de levaduras vinicas son los AFLP (de Barros Lopes y col., 1999;
Flores Berrios y col., 2005). Estos marcadores presentan la ventaja de que
no es necesario un conocimiento previo del genoma para su aplicacion y es
una técnica que rastrea el genoma completo y no una region concreta como
la correspondiente a la subunidad 18S o 26S del ADN ribosémico. Ademas,
es una técnica con una buena reproducibilidad, pese a que requiere de un
entrenamiento y habilidades bien desarrolladas para la obtencion de

resultados precisos (Esteve-Zarzoso y col., 2010).

En este trabajo se ha realizado una caracterizacion de levaduras
indigenas utilizando marcadores AFLP, con el fin de diferenciar cepas,
preferentemente de géneros no-Saccharomyces, y estudiar después su
potencial enologico. El estudio se ha hecho a partir de 1.200 colonias de
levadura aisladas de muestras procedentes de 17 pagos diferentes vy
recogidas durante las vendimias de 2010, 2011 y 2012 de las bodegas Aster
y Diaz Bayo. Estas levaduras fueron seleccionadas en base a criterios
clasicos (morfologia y color de colonia, morfologia celular, etc.) vy
caracterizadas a nivel de especie usando las técnicas moleculares mas
habituales para ello: analisis ITS-RFLP y secuenciacion de la regién D1/D2
del ARN ribosomico. De este modo se identificaron levaduras de las
especies: Metschnikowia pulcherrima, Torulaspora delbrueckii, Lachancea
thermotolerans, Hanseniaspora uvarum, Pichia anomala, Pichia carsonii,
Candida maltosa, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum. La
variabilidad de especies obtenida en este estudio esta acorde con resultados
obtenidos en trabajos similares realizados en Espafia con mostos de las
variedades Syrah, Cabernet Sauvignon y Tempranillo, si bien esta ultima
variedad es la que presentd una mayor diversidad de levaduras. (Fernandez-
Gonzalez and Briones, 2013; Ortiz y col., 2013).
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La caracterizacion molecular mediante marcadores AFLP se hizo con 43
levaduras aisladas de los mostos que originaron los vinos mejor valorados
por los endlogos de las bodegas colaboradoras. La seleccion de las
levaduras estudiadas de cada especie, se hizo en base a su abundancia
relativa respecto al total de aislados analizados. Se trabajé con once aislados
de M. pulcherrima, seis de L. thermotolerans, cuatro de H. uvarum, tres de T.
delbrueckii, cuatro de P. anomala, seis de S. uvarum y nueve de S.
cerevisiae. De todas ellas se obtuvieron los marcadores AFLP amplificados
con 7 pares de oligonucleétidos diferentes, marcados con los fluoréforos HEX
(Q,J,MyN)o FAM (H, Gy S). El analisis de los electroferogramas permitié
seleccionar los pares de oligonucledtidos denominados S
(GACTGCGTACCAATTCAC / GATGAGTCCTGAGTAAT) y J
(GACTGCGTACCAATTCTA / GATGAG-TCCTGAGTAACT) por ser los que
permitian una mejor diferenciacion debido a que generaban mayor
complejidad y variabilidad de alelos AFLP. La utilidad del par de
oligonucledtidos J en la caracterizacion de cepas de levadura habia sido
demostrada previamente en el trabajo de Spadaro y col. (2008), en el que se
determinaron las diferencias en los perfiles AFLP de 26 cepas de levadura
aisladas de muestras de manzana, uva y mosto en diferentes regiones de

Italia y Espafia.

Utilizando estos dos pares de oligonucleétidos, se obtuvieron mas de
trescientos electroferogramas que se compararon entre si. La comparacion
de los perfiles obtenidos con diferentes levaduras de una misma especie
permitieron identificar alelos AFLP comunes entre todas ellas y que en
principio constituirian la huella molecular AFLP especifica de una especie.
Resultados similares se obtuvieron en el analisis de levaduras vinicas
comerciales e indigenas de diferente procedencia, utilizando el par de
oligonucleétidos AGACTGCGTACCAATTCC / GATGAGTCCTGAGTAAAC
(de Barros Lopes y col. de 1999), La comparacién de la huella molecular
especifica de las siete especies incluidas en este estudio, permitié eliminar

aquellos alelos compartidos por diferentes especies y de este modo se
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pudieron detectar los alelos AFLP especificos de cada especie asociados a

los cebadores Sy J.

Una vez establecidos los perfiles especificos de especie, la comparaciéon
de los electroferogramas obtenidos de diferentes levaduras de una misma
especie permitid identificar alelos que aparecian en algunas de ellas y no en
otras. El analisis detallado de todos los electroferogramas permitio identificar
alelos especificos de cepa que sirvieron para diferenciar cepas a partir de las
levaduras indigenas estudiadas. En concreto, se detectaron dos cepas de L.
thermotolerans, dos de H. uvarum, una de P. anomala, dos de T. delbrueckii,
cuatro de M. pulcherrima, dos de S. cerevisiae y dos de S. uvarum. Estudios
similares realizados con otros pares de oligonucleétidos sirvieron para
diferenciar cepas de levaduras vinicas procedentes de uva Garnacha del
Noroeste de Espafia (Esteve-Zarzoso y col. (2010). En este trabajo se
describe una mayor variabilidad de cepas que la detectada en nuestro
estudio, algo que puede deberes a factores como el clima, la variedad de uva

o la region de recoleccion.

La comparacion de todos los electroferogramas obtenidos en el estudio,
han permitido definir la huella molecular de alelos AFLP especifica para 7
especies y 22 cepas de levaduras vinicas (15 indigenas, 2 comerciales y 5
levaduras de la CECT), empleando los pares de oligonucleétidos S y J.
Ademas, con estos marcadores se ha generado una base de datos que
incluye un total de 44 perfiles de alelos AFLP con la que se pueden diferenciar
estas 22 cepas de levaduras pertenecientes a las especies M. pulcherrima,
L. thermotolerans, H. uvarum, P. anomala, T. delbrueckii, S. cerevisiae y S.
uvarum. Esta base de datos es complementaria a otras que se emplean con
la misma finalidad, como la base de datos yeast-id (ITS-RFLP) y las bases
de secuencias génicas como el GeneBank, donde se pueden comparar
secuencias de regiones ribosémicas. La fiabilidad y eficacia de la herramienta
se ha verificado analizando levaduras tipo procedentes de la CECT y otras
levaduras aisladas en este trabajo y caracterizadas mediante ITS-RFLP y

secuenciacién de la region D1/D2. La ventaja de esta herramienta es que

137



permite la identificacién no sélo de especies, sino también de cepas, si bien
para esto es necesario que sus perfiles AFLP hayan sido previamente
caracterizados e incluidos en la base de datos. De ahi la necesidad de seguir
ampliando esta base de datos con levaduras vinicas de otras bodegas y

regiones de Espafia y del mundo.

En la actualidad son numerosos los trabajos dirigidos a la caracterizacion
y estudio de las levaduras vinicas pertenecientes a géneros no-
Saccharomyces, con el objetivo de demostrar la influencia positiva de
muchas de ellas en la fermentacion y desmentir la concepcion que se tenia
de ellas como perjudiciales (Ciani y Comitini, 2011; Cordero-Bueso y col.,
2013; Garofalo y col., 2016). El haber desarrollado un método que posibilita
la identificacion y caracterizaciéon de levaduras vinicas indigenas,
principalmente de géneros no-Saccharomyces, y que permite una
discriminacién a nivel de cepa sin la necesidad de conocer el genoma de la
levadura supone una ventaja, ya que a dia de hoy la informacion genética
disponible para la identificacién de cepas de levadura pertenecientes a estos
géneros es escasa. Esta es la primera base de datos de marcadores AFLP
qgue se ha generado para la identificacion de especies y cepas de levaduras
vinicas, incluyendo cepas no-Saccharomyces y también algunas
Saccharomyces. Esta herramienta es complementaria a otras técnicas
descritas para la identificacion de cepas de levadura, como el analisis de
regiones microsatélites o el uso de la RT-PCR, muy empleadas en la
identificacion de levaduras vinicas del género Saccharomyces (Ma y col.,
2015; Martiniuk y col., 2016; Sakihama y col., 2015). Si bien, la RT-PCR
también ha sido utilizada para la identificacion de algunas especies no-

Saccharomyces como H. uvarum (Zott y col., 2010).

V.2. IDENTIFICACION DE LEVADURAS EN MUESTRAS COMPLEJAS

Existen varios estudios que muestran que tanto la concentracion, como

las especies de levadura presentes en el mosto al inicio de la fermentacion,
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son factores que influyen en el correcto desarrollo del proceso fermentativo
(Carrau y col., 2015; Ivanova-Petropulos y col., 2015). Este hecho llevo a
estudiar la posibilidad de usar la base de datos AFLP, previamente descrita,
para la identificacion de levaduras vinicas presentes en muestras complejas,
como el mosto de uva durante el proceso fermentativo. Para ello, fue
necesario establecer el limite de deteccion del método y poner a punto un
procedimiento de purificacion de ADN de todas las levaduras presentes en el

mosto de uva.

Utilizando muestras con mezclas de levaduras de diferentes especies o
de ADN purificado de las mismas, se pudo determinar que la concentracion
minima de levaduras necesaria para una identificacion eficiente mediante el
procedimiento AFLP descrito es de 10* células/mL para el género
Saccharomyces y de 10° células/mL para levaduras de géneros no-
Saccharomyces. Esta diferencia de un orden de magnitud en el nimero de
células necesarias para la identificacién puede ser debido a una menor
eficiencia del método de purificacion de ADN para las levaduras de los
géneros no-Saccharomyces. Los métodos de purificacion de ADN de
levadura se ponen a punto generalmente para S. cerevisiae y un paso critico
es la rotura eficiente de su pared celular. Por ello, es posible que el
procedimiento utilizado no sea igual de efectivo con levaduras silvestres de
géneros no Saccharomyces, de las que desconocemos la composicion
exacta de su pared celular. No obstante, el limite establecido no es muy
diferente al de otras técnicas como por ejemplo la PCR-DGGE (10
células/mL), ampliamente utilizada para la identificacion de cepas de
levadura (Andorra y col., 2008; Cocolin y col., 2000; Mills y col., 2002).

La técnica de RT-PCR es la mas eficiente, con un limite de deteccion que
oscila entre 1 y 100 células/mL dependiendo de la especie de levadura. El
problema de este método es que de momento sdélo se puede aplicar a la
identificacion de algunas especies como S. cerevisiae (Wang y col., 2015) o
H. uvarum (Zott y col., 2010), empleando cebadores especificos de las

regiones ITS. Ademas, la técnica RT-PCR no permite la discriminacion entre
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cepas (Zott y col., 2010), algo que si que es posible utilizando marcadores
AFLP (Baselga et col., 2016; Esteve-Zarzoso y col., 2010). Sin embargo, la
RT-PCR genera resultados cuantitativos, cosa que no ocurre con los AFLP y
por lo tanto no sirven para el estudio de dinamicas de poblaciones. No
obstante, un estudio mas detallado de los alelos AFLP especificos de cepay
especie, podria ser de gran utilidad para el disefio de cebadores especificos
que permitan la identificacion y cuantificacion de levaduras mediante RT-
PCR. Durante el desarrollo de este trabajo, el analisis de 28 alelos AFLP
obtenidos con los pares de oligonucledétidos J y S ha permitido disefar un par
de oligonucledtidos especificos para la especie L. thermotolerans y otro par
especifico para la cepa de M. pulcherrima Mps; (datos no mostrados).
Actualmente, se estan realizando pruebas con estos cebadores para
determinar su aplicabilidad en andlisis de RT-PCR. Estos datos abren la
puerta a un estudio mas ambicioso que permita el disefio de cebadores
especificos para las levaduras mas interesantes desde el punto de vista
enoldgico, pudiendo asi realizar estudios de dinamica de poblaciones durante
el proceso fermentativo, un objetivo muy perseguido pero dificil de abordar
por la escasez de herramientas especificas para las levaduras no-
Saccharomyces. Estudios de este tipo ya se han realizado en la
caracterizacion de cepas de S. cerevisiae y S. uvarum aisladas en diferentes
regiones de Estados Unidos, Nueva Zelanda o Australia en base a la
amplificacién de regiones microsatélites (Howell y col., 2004; Zhang, H. y col.,
2016).

Determinado el limite de deteccién, fue necesario poner a punto un
procedimiento que garantizase la integridad del ADN aislado de las levaduras
presentes en una muestra de mosto sin la necesidad de cultivos
microbiologicos. Basandose en métodos previamente descritos (Andorra y
col., 2008; Cocolin y col., 2000), se ha puesto a punto un procedimiento que
incluye un pre-tratamiento quimico-enzimatico (fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico y proteinasa-K) de las muestras de mosto, que sirve para eliminar
compuestos que interfieren negativamente en la purificacion del ADN vy el

tratamiento posterior para la obtencidn de los AFLP (reacciones de
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restriccion/ligacion). Con este procedimiento se purificd el ADN total de 24
muestras de mosto y se obtuvieron sus perfiles AFLP. Los electroferogramas
obtenidos eran bastante mas complejos que los generados a partir de un
cultivo puro de una levadura concreta, pero el algoritmo de comparacion de
la base de datos permitio la identificacion de las levaduras que habian sido
caracterizadas previamente en cada mosto mediante aislamiento de colonias
y la obtencion de cultivos puros. Como era de esperar, la complejidad de los
electroferogramas obtenidos de las muestras de mosto variaba en funcién del
origen de la muestra y el estadio de fermentaciéon del mosto, pero la
herramienta generada permitié una eficiente deteccion de las levaduras
presentes en todas las muestras analizadas. Ademas, se han detectado
alelos AFLP que no se amplifican en ninguna de las cepas de levadura
analizadas, lo que sugiere que en algunas muestras de mosto hay levaduras
que o bien no fueron elegidas durante la seleccién aleatoria de las colonias o
no crecieron en los medios y las condiciones de cultivo empleados en este

trabajo.

Estos datos, permiten concluir que la herramienta desarrollada en base a
marcadores AFLP es altamente eficiente y permite detectar alelos de todas
las levaduras presentes en el mosto siempre que su concentracién esté por
encima de 10* o 10° células/ml dependiendo de si son del genero

Saccharomyces o no.

Por ello, el método desarrollado constituye una herramienta de gran
interés para los productores de vino, ya que permite conocer las poblaciones
de levaduras presentes en las muestras de mosto independientemente del
estadio de fermentacion. Ademas, es posible que en un futuro, a partir de
alelos AFLP, se pueda disponer de cebadores especificos de cepa que
permitan la cuantificacion de estas levaduras a lo largo de la fermentacion,
pudiendo asi estudiar las dinamicas poblacionales a lo largo del proceso
fermentativo en funcién de las condiciones fijadas. Esto permitiria controlar
mejor las fermentaciones realizadas con las levaduras indigenas de la

bodega, garantizando la produccion de vinos de alta calidad que conserven
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el “terroir’ caracteristico (Dashko y col., 2015; Garofalo y col., 2015). En
conclusion, se puede afirmar que la técnica de AFLP permite una
caracterizacion eficiente de las levaduras indigenas presentes en las vifas e
instalaciones de la bodega, pero para poder incrementar su utilidad es
necesario expandir la base de datos generada afiadiendo nuevos perfiles
AFLP de levaduras pertenecientes a otras regiones y/o diferentes variedades
de uva. Ademas, esta diferenciacion debe de ir acompafiada de un estudio
posterior de las diferentes cepas en cuanto a su potencial fermentativo y las

caracteristicas organolépticas que aportan a los vinos.

V.3. ESTUDIO DEL POTENCIAL ENOLOGICO DE TRES CEPAS DE
LEVADURAS INDIGENAS: Lt;, Mp; Y Hu,.

El aroma secundario de los vinos, o aroma fermentativo, es el que se
vincula a las levaduras que llevan a cabo la fermentacion del mosto (Antalick,
Tempere, y col., 2015; Schreier and Jennings, 1979). Cuando estas son las
levaduras indigenas de una bodega, el aroma fermentativo que se obtiene
constituye el “terroir’ de la bodega. Poder establecer un vinculo entre la
caracterizacion de las levaduras indigenas de una bodega, el perfil aromatico
de un vino y el “terroir’ de la bodega es el objetivo perseguido por todos
aquellos que pretenden innovar en enologia y hacer vinos de autor de alta
gama. Este era también el objetivo global de este trabajo y por ello se estudio
la influencia de las levaduras indigenas no-Saccharomyces previamente
identificadas de las bodegas Aster y Diaz Bayo, en el perfil aromatico del

mosto fermentado.

Existen numerosas bodegas en diferentes regiones vitivinicolas con gran
interés en estudios de este tipo, es por ello que en trabajos recientes se
muestra como ciertas cepas de levaduras no-Saccharomyces en
fermentaciones mixtas o secuenciales junto a S. cerevisiae, influyen
positivamente en la produccién de compuestos volatiles deseables en los
vinos de calidad (Liu y col., 2016; Benito y col., 2015; Andorra y col., 2010).

Algunas de estas levaduras son M. pulcherrima 75, Concerto™ (L.
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thermotolerans) y HuB10 (H. uvarum), las cuales al inocularse junto a S.
cerevisiae (EC1118) en mostos de uva de diferentes variedades (Cabernet
Sauvignon, Riesling y Macabeo), se han vinculado con la produccién de
acetato de isobutilo (aroma a grosella y jacinto rosa), 2-feniletanol(aroma a
melocotdn y rosa) y acido octanoico (aroma a fruta acida y rancio)

respectivamente,.

De todas las cepas de levaduras indigenas no-Saccharomyces aisladas y
caracterizadas en este trabajo, se seleccionaron ocho para estudiar en mas
detalle su comportamiento fermentativo analizando sus aportaciones al
aroma del mosto fermentado. De las ocho cepas analizadas (Mp+, Mp2, Mp3,
Mps, Hus, Huy, Lty y Lty), las cepas Mpgs, Hus, y Lt; fueron las mejor valoradas
por el panel de cata en las fermentaciones individuales, con puntuaciones
que oscilaron entre 7 y 8,4 sobre 9, destacando como buenas productoras de
hexanoato de etilo, acetato de isobutilo y octanoato de etilo, lo que supondria

una mayor percepcion frutal a platano, pifia y melocotén en los vinos.

La mayor produccién de hexanoato de etilo se registr6 en la fermentacién
realizada con Mps y la cepa comercial de S. cerevisiae ES42 (Scy), siendo al
menos un 22% superior a la obtenida en las demas fermentaciones. Por ello,
se puede afirmar que el empleo de la cepa comercial ES42 (Scoy) en
combinacién con la cepa indigena Mps, aseguraria la percepcion a platano
en el aroma del vino, un efecto que no ha sido descrito con anterioridad para
M. pulcherrima. Sin embargo, en fermentaciones realizadas por Mp3 con la
cepa indigena de S. cerevisiae Sc4, la produccién de hexanoato de etilo era
menor a la de las demas fermentaciones. Resultados similares a este se han
obtenido en estudios en los que se emplearon diferentes cepas de M.
pulcherrima (Flavia® y seis cepas de la coleccion SAIFET) en co-cultivos con
la cepa EC1118 (S. cerevisiae) en mostos de diferentes variedades (Benito y
col., 2015; Comitini y col., 2011). En estos trabajos, la presencia de M.
pulcherrima hacia que la concentracion de hexanoato de etilo en el vino fuera

menor, dando lugar a una menor percepcién a platano en el aroma del vino.
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En lo referente a la produccién de acetato de isobutilo (aromas a grosella
y jacinto rosa), destacé la cepa indigena de L. thermotolerans Lt;. La
inoculacion secuencial de esta cepa con Scq (FD7) o Scy (FD15), generd una
concentracién de acetato de isobutilo al menos un 29% superior a la obtenida
en presencia de las demas cepas no-Saccharomyces. Estudios similares
realizados con otras cepas de L. thermotolerans (Concerto™ o CLI1219) junto
a S. cerevisiae (EC1118) en fermentaciones secuenciales no han supuesto
una mayor produccion de acetato de isobutilo en vinos de la variedad Malvar
(Bafuelos y col., 2016) y Tempranillo (Cordero-Bueso y col., 2013). No
obstante, el efecto registrado en nuestro estudio con la cepa Lt; es
destacable, confirmando la gran importancia de las cepas empleadas en la
fermentacion para obtener vinos con unos u otros matices aromaticos
(Garofalo y col., 2016).

La produccion de octanoato de etilo se ha relacionado con la presencia de
la cepa indigena de H. uvarum Hu; en el mosto. En fermentaciones
individuales realizadas con 5x10” células/mL de Huj;, se detecté una
concentracién de octanoato de etilo al menos un 17% mayor a la obtenida en
las demas fermentaciones. Este compuesto no fue analizado en las
fermentaciones dobles de este trabajo, pero en un estudio reciente se han
vinculado diferentes cepas de H. uvarum (ITEM8795, ITEM8797 y ITEM8799)
inoculadas simultdneamente con S. cerevisiae (ITEM6920), con la
produccién de octanoato de etilo en vinos de la variedad Negroamaro
(Tristezza y col., 2016). En este trabajo se demuestra como la presencia de
estas cepas de H. uvarum promueven incrementos del 50% en la
concentracion de octanoato de etilo frente a fermentaciones realizadas
unicamente por S. cerevisiae. Sin embargo, en otros estudios realizados en
mostos tintos de las variedades Macabeo o Cabernet Sauvignon, la
inoculacion simultanea de cepas de H. uvarum (HuB10 o H. uvarum15) y S.
cerevisiae (QA23 o BDX) no generd una mayor concentracion de octanoato
de etilo en relacién a la obtenida con cepas de Candida stella o
Metschnikowia pulcherrima (Andorra y col., 2010; Liu y col., 2016). Estos

datos, junto con los obtenidos en este y otros estudios, sostienen que sélo
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V. Discusion

algunas cepas de H. uvarum influyen positivamente en la percepcion a
melocotén y flores en el vino. Asimismo, debe de tenerse en cuenta que la
cuantificacion de octanoato de etilo en el presente estudio no se realizé en
presencia de S. cerevisiae (fermentaciones dobles), mientras que en los
trabajos referenciados si, lo que asegura una fermentacion completa, por lo
tanto no puede establecerse una relacion exacta entre los diferentes

resultados.

Seleccionadas las tres cepas por su aporte a las propiedades
organolépticas del vino a través de la produccion de hexanoato de etilo,
acetato de isobutilo y octanoato de etilo, con el fin de desarrollar en el
laboratorio fermentaciones fieles a las que tienen lugar en las bodegas de
manera natural y poder estudiar en mayor detalle el aporte aromatico de Lt;,

Mps y Hu;, estas fueron utilizadas en combinacion con Td4, Scy y Sus.

V.3.1. Fermentaciones complejas: aromas frutales y florales

El caracter afrutado de los vinos se debe en gran medida a la
combinacion de ésteres y acetatos producidos por las levaduras durante la

fermentacion alcohdlica (Lambrechts y Pretorius, 2000).

Los resultados obtenidos muestran que la presencia en el mosto de
partida de las levaduras en estudio Lt;, Mpz 0 Hus en combinacion con Tdj,
Scq1 y Su,, provocaba un descenso estadisticamente significativo en la
concentracion final de acetato de isobutilo y acetato de isoamilo. En
estudios similares en los que se ha inoculado una cepa de L. thermotolerans
(Concerto™), M. pulcherrima (Flavia®) o H. uvarum (n.d.) secuencialmente
junto a una cepa de S. cerevisiae (EC1118 o 7VA) en mosto de la variedad
Tempranillo, también se ha registrado una menor produccion de ambos
acetatos en comparacion a los valores obtenidos al emplear otras levaduras
no-Saccharomyces como T. delbrueckii (cepa 291) o al inocular S.
cerevisiae en solitario (Bafuelos y col., 2016; Herraiz y col.,1990).

Asimismo, en el trabajo de Benito y col. (2015), se demostré que en mostos
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blancos de la variedad Riesling la inoculaciéon secuencial de las cepas
Concerto™ y EC1118 resultd en una mayor produccién de acetato de
isoamilo en comparacion al valor registrado en la fermentacion llevada a
cabo por Flavia® y EC1118 en las mismas condiciones. Se pudo asi concluir
que la presencia en el mosto de partida de las cepas Lt;, Mp3z o Hu;, como
sucede con las empleadas en otros estudios, supone una menor percepcion
a aromas frutales (grosella, platano y pera) y florales (jacinto rosa) en el
vino. Estos datos refuerzan nuestra afirmacién de que la seleccion de las
cepas y su combinacién al inicio de la fermentacion resulta decisiva para la
produccion de algunos de los compuestos volatiles que aportan caracter al

vino.

La produccién de acetato de hexilo ha resultado significativamente
dependiente de la concentracion en el mosto de partida de Lt; o Hus.
Unicamente en las fermentaciones FCL3 y FCH3, el compuesto fue
cuantificado por encima de su umbral minimo de percepcién (210> mg/L),
alcanzando valores de 2,3*10° mg/L y 2,4*10° mg/L en FCL3 y FCH3
respectivamente. En base a estos resultados, se pudo afirmar que para
hacer perceptibles en el aroma del vino las notas frutales y florales del
acetato de hexilo, las cepas Lt; o Hu; deben estar presentes a
concentraciones iguales o superiores a 3*10° células/mL. La influencia del
género Hanseniaspora en la produccion de acetato de hexilo fue descrita
con anterioridad para la fermentacion de mosto de la variedad portuguesa
Douro (Moreira y col., 2008). En el trabajo de Moreira y col., la cepa
PYCC4193T de H. uvarum ylo la cepa NCYC2380 de H. guillermondi, se
inocularon simultaneamente con S. cerevisiae (PYCC3507T) a una
concentracién de 10°-10° células/mL cada una, resultando ser ambas cepas
no-Saccharomyces fundamentales para la produccion del compuesto. Si
bien, en ninguna de las fermentaciones descritas en este trabajo se alcanz6
una concentracion perceptible de acetato de hexilo, hecho que puede
deberse a las cepas empleadas en cada estudio, a la complejidad
microbioldgica durante la fermentacion o a la variedad de mosto. En

referencia al papel de la especie L. thermotolerans en la produccion de
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acetato de hexilo, en varios trabajos se describe como no significativo. En
trabajos previos realizados con mosto Malvarinoculado individualmente con
la cepa de L. thermotolerans CLI1219 (Cordero-Bueso y col., 2013) o con
mosto Riesling inoculado con la cepa L. Thermotolerans Concerto™ junto a
S. cerevisiae EC1118 (Benito y col., 2015), la cantidad de acetato de hexilo
detectada en ambos casos fue menor a la obtenida en presencia de otras
levaduras. El mismo resultado se ha descrito al inocular mosto tinto de la
variedad Syrah (Trentino, ltalia) con 10° células/mL de la cepa comercial
Concerto™ (Whitener y col., 2015). Hay que tener en cuenta, que en dos de
estos estudios las cepas de L. thermotolerans fueron inoculadas de manera
individual, mientras que en el presente trabajo Lt; fue inoculada en conjunto
con otras levaduras. Este dato es importante, ya que la interaccion entre las
poblaciones de levaduras presentes en el mosto, a lo largo del proceso
fermentativo, es fundamental en la produccién de numerosos compuestos
esenciales para el aroma del vino, y es esto lo que hace posible la
percepcidn aromatica de matices frutales a cereza, pera, manzana y/o
flores. Ademas, la influencia de L. thermotolerans en la produccion de
ciertos compuestos volatiles se asocia no solo a su presencia, sino al modo
de inoculacion y a la temperatura del proceso (19-20 °C en todos los casos),
siendo mayor su persistencia e influencia en inoculaciones secuenciales y
a bajas temperaturas (Gobbi y col., 2013). Estos datos sirven para reforzar
nuestra afirmacion de que la presencia de las cepas Lt; y Hu; en el mosto
bajo las condiciones empleadas en nuestro estudio, favorecen la percepcion
de aromas frutales en los vinos de la variedad Tempranillo debido al

incremento en la concentracién final de acetato de hexilo.

Los datos obtenidos sobre el andlisis de esteres, mostraban que cuanto
mayor era el numero inicial de células de Lt;, Mpsz o Hu;, mayor era la
concentracion final de hexanoato de etilo (pifia/platano), butirato de etilo
(piha) y decanoato de etilo (uva/brandy). Resultados similares se han
obtenido con otras cepas de estas mismas especies. En el trabajo de
Sadoudi y col. (2012), la cepa MCR-24 (M. pulcherrima) se inoculd

secuencialmente junto a PB2023 (S. cerevisiae) en mosto de la variedad
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Sauvignon Blanc, registrandose una mayor concentracion en el mosto
fermentado de hexanoato de etilo, butirato de etilo y decanoato de etilo en
comparacion a la obtenida al emplear las cepas BB-MV:3FA5 (T.
delbrueckii) o MCR-9 (C. zemplinina). Lo mismo se ha descrito en el estudio
de Andorra y col. (2010) para la cepa HuB10 de H. uvarum, inoculada junto
a QA23 (S. cerevisiae) en mosto Macabeo, en comparacion a la inoculacion
de C. zemplinina (Csz4) junto a S. cerevisiae (QA23). La inoculacion
individual de la cepa CLI1219 de L. thermotolerans en mosto Malvar,
también ha resultado en una produccién significativamente mayor de estos
ésteres en comparacién a otras especies especies como C. stella (CLI920)
y L. fermentati (CLI1220) (Cordero-Bueso y col., 2013). Todos estos datos
periten por tanto afirmar que independientemente de la cepa, la presencia
de L. thermotolerans, M. pulcherrima o H. uvarum durante la fermentacion
alcohdlica, favorece la produccion de esteres importantes para la

percepcion frutal a pifa, platano y uva en el vino.

En cuanto al octanoato de etilo (aromas florales y melocotén), a mayor
concentracion inicial de Lt; y Mps mayor concentracion del compuesto en el
mosto fermentado (21,5 y 53,1% respectivamente). Por el contrario, el
incremento en el numero de células inoculadas de Hu; supone en un
descenso en la concentracion de octanoato de etilo en el producto final. El
efecto descrito en la produccion de este compuesto en funciéon de la
presencia de M. pulcherrima y H. uvarum, esta de acuerdo con resultados
previos obtenidos con inoculaciones mixtas de las cepas MCR-24/PB203
(M. pulcherrimalS. cerevisiae) y HuB10/QA23 (H. uvarum/S. cerevisiae)
(Sadoudi y col., 2012); Andorra y col., 2010). Sin embargo, en lo que se
refiere a la especie L. thermotolerans, en el estudio publicado por Comitini
y col. (2011) se describe el efecto opuesto. Diferentes cepas de L.
thermotolerans (SAIFET93, 101, 103, 105 y 107) en combinacién con S.
cerevisiae (EC1118), producen una cantidad de octanoato de etilo inferior a
la de otras levaduras. Como ya se ha mencionado anteriormente, en lo que
respecta a la eficiencia de las cepas de L. thermotolerans en la produccion

de compuestos volatiles, dependen de manera destacada las condiciones
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en las que tiene lugar el proceso, habiéndose desarrollado la fermentacion
en el presente estudio a 19°C y en el de Comitini a 25 °C. Estas variaciones
pueden justificar las diferencias en los resultados, si bien las cepas
empleadas en cada estudio pueden presentar propiedades unicas, como se

defiende en este trabajo.

Respecto al valerato de etilo, la cepa Mps ha sido la unica que ha
demostrado una influencia estadisticamente significativa en su produccion,
siendo la maxima concentracion registrada de este compuesto la que se
obtuvo en FCM3 (inoculo de 3*10° células/mL de Mps). Por ello, se asoci6
la presencia de Mps durante la fermentacion con la produccion de vinos con

una mayor percepcién aromatica a manzana.

A parte de los acetatos y ésteres, otro de los compuestos volatiles
analizados muy apreciado por sus descriptores aromaticos a rosa y
melocotén, es el alcohol de feniletilo. En este trabajo se ha demostrado que
el aumento en el numero de células inoculadas de las cepas Lt;, Mps y Hu4
produce un descenso estadisticamente significativo en la concentracién de
este compuesto, aunque nunca por debajo de su umbral minimo de
percepcion (0,015 mg/L). No se han localizado datos sobre este compuesto
vinculados a otras cepas de L. thermotolerans o M. pulcherrima, sin
embargo se ha descrito que en presencia de H. uvarum (PYCC4193T) en
fermentaciones simultaneas con H. guillermondi (NCYC2380) y/o S.
cerevisiae (PYCC3507) en mosto de la variedad Tinta Roriz, se registra una
menor concentracion de 2-feniletanolque en su ausencia (Moreira y col.,
2005).

V.3.2. Fermentaciones complejas: aromas no deseados

El acetato de etilo es uno de los acetatos mas habituales en los vinos y
suele hallarse en concentraciones comprendidas entre los 50 y los 100
mg/L, potenciando en los vinos las codiciadas notas frutales. No obstante,

en concentraciones superiores a los 150 mg/L aparecen en el aroma notas
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a barniz, caracteristicas de vinos de mala calidad, por lo que el empleo de
cepas de levaduras que permitan controlar la concentracion de este
compuesto resulta muy interesante (Barth y col., 1994). Los resultados
obtenidos en este estudio indican que la presencia de Lt; y Mps al inicio de
la fermentacion alcohdlica provocan una disminucién en la concentracién
de acetato de etilo (descenso comprendido entre un 17 y un 26%). Cabe
destacar que no se han detectado diferencias estadisticamente
significativas en al produccion de acetato de etilo dependientes de la
concentracion inicial de Lt;, mientras que si que las hay en funcion del
numero de células inoculadas de Mps. Los estudios con Hu, indican que al
incrementar la concentracion inicial de Hu; en el mosto, se produce un
aumento en la concentracion final de acetato de etilo (un 36% mas). Las
levaduras apiculadas H. uvarumy H. apiculata se han descrito previamente
como productoras de acetato de etilo (Ciani y Maccarelli (1997). No
obstante, las concentraciones registradas en dicho estudio con mosto
blanco de la variedad Trebbiano Toscano, alcanzaron valores diez veces
mas elevados a los obtenidos en este trabajo, debido, indudablemente, a la
presencia uUnica de estas levaduras durante la fermentacién. Asimismo,
debe caerse en la cuenta de que en esta tesis la maxima concentracién
registrada de acetato de etilo oscil6 entre 36 y 44 mg/L, dependiendo de la
linea experimental, pero siempre en presencia de Hu;, no habiéndose
alcanzado en ninguna de las fermentaciones los 50 mg/L necesarios para
hacer notorio el aporte del compuesto al aroma frutal del vino (Barth y col.,
1994).

Otros compuestos volatiles altamente vinculados con aromas
desagradables en los vinos son los acidos (Escudero y col., 2004), aunque
también se ha demostrado su influencia en la percepcion de matices
afrutados (Ferreira y San Juan, 2011). Se puede decir que un incremento
en el numero de células inoculadas de Lt;, Mp3s o Hu4, produce un descenso
estadisticamente significativo de la concentracion de acido octanoico (piel
de manzana, rancio) en el mosto fermentado, que oscila entre 15,6 y 28,4%.

Hay datos previos que avalan este resultado, en concreto trabajos
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realizados con mostos de uva tinta de las variedades Tempranillo, Bobal y
Syrah inoculados con cepas de M. pulcherrima (Flavia®), H. uvarum
(CECT11106 entre otras) y L. thermotolerans (Concerto™) (Bafiuelos y col.,
2016;; Viana y col., 2008; Whitener y col., 2015).

La informacién recogida y descrita a lo largo del presente estudio, se utilizo
para la produccion de vinos en la bodega Diaz Bayo. Se utilizaron las
levaduras indigenas Lt;, Mps, Hus, Tds, Scs y Suj; crecidas en el laboratorio
de la Universidad Francisco de Vitoria y se prescindié de la levadura
comercial ES42 (S. cerevisiae). Los mostos fermentados con estas levaduras
durante las vendimias de 2012 y 2013 fueron utilizados para la produccion de
un vino joven (Dardanelos) y un vino reserva (Nuestro 12 afios), conservando
de este modo el “terroir’ de la bodega. Este hecho da un valor anadido al
trabajo presentado, reforzando la utilidad y eficiencia del método AFLP para
la seleccion de levaduras indigenas y remarcando la importancia de conocer
el comportamiento de las levaduras durante la fermentacion y los metabolitos

que produce y que modulan el perfil aromatico del vino.
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El analisis mediante técnicas moleculares clasicas de 1.200 aislados de
levaduras procedentes de 17 pagos de la Ribera del Duero, ha permitido

diferenciar nueve especies de levaduras vinicas indigenas.

La caracterizacion mediante marcadores moleculares AFLP de 43
levaduras indigenas, 2 cepas comerciales y 5 levaduras tipo,
pertenecientes a 7 especies diferentes, ha permitido diferenciar 22 cepas
de levaduras vinicas: 5 de Metschnikowia pulcherrima, 2 de Pichia
anomala, 3 de Lachancea thermotolerans, 3 de Hanseniaspora uvarum,
3 de Torulaspora delbrueckii, 3 de Saccharomyces uvarum y 3 de

Saccharomyces cerevisiae.

Se ha generado una base de datos de marcadores AFLP que permite la
identificacion de levaduras vinicas a nivel de especie y/o cepa, en base

a los 44 perfiles AFLP obtenidos a partir de muestras de ADN.

Se ha disefiado un procedimiento para la identificacion de las levaduras
presentes en el mosto sin necesidad de aislamiento de colonias y cultivo
microbioldgico, mediante la comparacion del perfil AFLP obtenido del
ADN purificado del mosto con la base de datos generada. El limite de
detecciéon de la técnica es de 10° células/mL para levaduras no-

Saccharomyces y 10* células/mL para Saccharomyces.

La concentracion de los ésteres hexanoato de etilo, butirato de etilo,
decanoato de etilo y octanoato de etilo (aromas a pifia, platano, uva y
melocotdn) en vinos de la variedad Tempranillo elaborados bajo las
condiciones descritas en este trabajo, es proporcional a la cantidad de

levaduras Lt;, Mp3 0 Hu4 presentes en el mosto de partida.

La presencia de las levaduras Lt;, Mps o Hu; durante la fermentacion

alcohdlica, provocan una disminucién en la concentracion de acido
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octanoico en el mosto fermentado, lo que provoca una reduccién de la

acidez total del vino.

La inoculacion de las levaduras Lt;, Mps o Hu; en el mosto, a
concentraciones superiores a 1,5x10° células/mL, reducen la cantidad de
los acetatos de isobutilo e isoamilo, lo que provoca una menor
percepcion a ciertas frutas (platano, pera), bayas (grosella) y flores

(jacinto rosa) en el aroma del vino.

La presencia en el mosto de las levaduras indigenas L. thermotolerans
Lt; o H. uvarum Hu, a concentracion igual o superior a 3x10° células/mL,
favorece la produccion de acetato de hexilo en concentracién superior a
su umbral minimo de percepcion, lo que permite percibir el aroma a

cereza en los vinos de la variedad Tempranillo.

La cantidad de valerato de etilo (aroma a manzana) en el mosto
fermentado en las condiciones descritas en este trabajo, es directamente
proporcional a la concentracion inicial de la levadura M. pulcherrima Mp3.
A mayor concentracion inicial de H. uvarum Hu, en el mosto, mayor
produccion de acetato de etilo, lo que puede suponer un desagradable
aroma a barniz en el vino si se alcanzan concentraciones superiores a
los 150 mg/L.
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VIII. Abreviaturas

a.C.: antes de Cristo

AcNa: acetato de sodio

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNTr: ADN ribosémico

AFLP: amplified fragment length polimorphism
ARN: acido ribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

B.O.C. y L.: Boletin Oficial de Castilla y Ledn
B.O.E.: Boletin Oficial del Estado

CECT: coleccion espanola de cultivos tipo

CO;: dioxido de carbono

DGGE: denaturing gradient gel electrphoresis
dNTPs: 2'-deoxinucleosidos 5'-trifosfato

D.O.: Denominacion de Origen

ETS: external transcriber spacer

FID: flame ionization detector

GC: gas cromatography

GC-FID: gas cromatography - flame ionization detector
GC-MS: gas cromatography - mass spectrometry

HS-SPME: head space - solid phase microextraction

HS-SPME-GC-MS: head space - solid phase microextraction - gas

cromatography - mass spectrometry
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Hu: Hanseniaspora uvarum
ITS: internal transcriber spacer

ITS-RFLP: internal transcriber spacer - restriction fragment

polymorphism

Q-PCR: quantitative - polymerase chain reaction
Lt: Lachancea thermotolerans

M: molar

M: metros

MgCl,: cloruro de magnesio

mM: milimolar

Mp: Metschnikowia pulcherrima

N° CAS: number of chemical registry number
NAD™: nicotin adenin dinucleétido oxidado
NADH: nicotin adenin dinucleétido reducido

NADPH: nicotidamida adenina dinucleétido fosfato

Na,EDTA: acido etilendiaminaotetraacético

NCBI: National Center for Biotechnology Information
n.d.: no detectado

OIV: Organizacién Internacional del Vino

Pa: Picchia anomala

Pb: pares de bases

PCR: polymerase chain reaction

192

lenght



VIII. Abreviaturas

PFGE: pulsed-field gel electrophoresis

psi: per square inch

rpm: revoluciones por minuto

s.: siglo

Sc: Saccharomyces cerevisiae

Su: Saccharomyces uvarum

TE: Tris-EDTA

TBE: Tris-Borate-EDTA

Td: Torulaspora delbrueckii

U: unidades enzimaticas

var.: variedad

ufc/mL: unidades formadoras de colonias/mililitro

YPD: yeast peptone dextrose medium
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I1X. Anexos

IX.1. ANEXO 1: COMPARACION DE ELECTROFEROGRAMAS

A continuacién se muestra la comparacion de los electroferogramas
obtenidos con diferentes pares de oligonucledétidos y las levaduras indigenas
estudiadas en este trabajo. En todos los casos, las flechas verdes identifican
los alelos AFLP comunes entre todas las muestras comparadas y las rojas

marcan los que son comunes unicamente entre algunas de ellas.

En la Figura Al.1 se muestran los electroferogramas obtenidos empleando
los pares de oligonucledtidos Q y J (HEX) de cuatro aislados de H. uvarum

(MpA a MpK). Esta comparacién permitio diferenciar dos cepas de H. uvarum.
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Figura Al.1. Andlisis comparativo de electroferogramas para identificar los alelos AFLP

especificos de especie y cepa de H. uvarum empleando los pares de cebadores Qy J.

En la Figura Al.2 se recogen los electroferogramas de once aislados de M.
pulcherrima (MpA a MpK) obtenidos empleando los pares de cebadores Hy S
(FAM). EIl resultado de esta comparacién permitié identificar tres cepas

diferentes de M. pulcherrima.
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Figura Al.2. Andlisis comparativo de electroferogramas para identificar los alelos AFLP
especificos de especie y cepa de M. pulcherrima empleando los pares de cebadores H y
S.

200



I1X. Anexos

IX.2. ANEXO 2: PERFILES AFLP ESPCIFICOS DE ESPECIE Y CEPA

En las Figuras A2.1 a A2.6 se muestra la comparacion de los
electroferogramas obtenidos empleando los pares de oligonucleétidos Sy J de
algunas de las cepas indigenas identificadas y las cepas control empleadas en
este estudio de T. delbrueckii, P. anomala, M. pulcherrima, H. uvarum, S.
uvarumy S. cerevisiae. En las figuras se indican los alelos AFLP especificos
de especie obtenidos con el cebador S (e), los alelos AFLP especificos de
especie obtenidos con el cebador J (e) y los alelos AFLP especificos de cepa

obtenidos con ambos cebadores (#).
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Figura All.1. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de T. delbrueckii. Cepas: una control (Tdo) y dos indigenas (Td1 y Td2)
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Figura All.2. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de P. anomala. Cepas: una control (Pag) y dos indigenas (Pa4 y Pay)
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Figura All.3. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de M. pulcherrima. Cepas: una control (Mpo) y dos indigenas (Mp1y Mpz)
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Figura All.4. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de H. uvarum. Cepas: una control (Hug) y dos indigenas (Hu y Huy)
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Figura All.5. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de S. uvarum. Cepas: una control (Sup) y dos indigenas (Suq y Suy)
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Figura All.6. Comparacion de los electroferogramas obtenidos con los cebadores Sy J

de tres cepas de T. delbrueckii. Cepas: una control (Sco) y dos indigenas (Scq y Sc»)
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