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RESUMEN

En los ultimos afios ha aumentado enormemente el interés por investigar el papel de las
levaduras no-Saccharomyces en la produccion de vinos y su seleccibn para
fermentaciones controladas junto con Saccharomyces, pasando de ser consideradas
como microrganismos indeseables, a ser levaduras que podrian aportar caracteristicas
positivas y tener una gran utilidad para la mejora de la calidad y el perfil aromatico de
los vinos.

En el presente trabajo se ha realizado una caracterizaciébn de varias levaduras no-
Saccharomyces aisladas en una bodega de la D.O. Rueda, en Verdejo, durante las
vendimias de los afios 2010 y 2012. Por un lado, una caracterizaciébn enzimatica
buscando la produccion de cuatro enzimas relacionadas con el aroma vy la calidad del
vino, a través del empleo de los medios de cultivo especificos. Y, por otro lado, una
caracterizacion bioquimica mediante el conocimiento de caracteristicas como la cinética
fermentativa o el caracter killer con influencia en el proceso fermentativo.

ABSTRACT

In the last few years there has been an increasing interest in investigating non-
Saccharomyces role in the production of wine and their selection for controlled
fermentation with Saccharomyces, going from being considered as undesirable
microorganisms, to yeasts that could contribute with positive characteristics and have
great usefulness for the enhancement of wine quality and its aromatic profile.

In the present study a characterization of several non-Saccharomyces yeasts isolated
from Verdejo grapes harvested in vineyards of the D.O. Rueda in 2010 and 2012 has
been carried out. On the one hand, an enzymatic screening for the production of four
enzymes related to wine aroma and its final quality, by means of the use of specific
culture media. On the other hand, a biochemical characterization through the knowledge
of characteristics as fermentation kinetics or the Kkiller character which influence the
fermentative process.
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1. INTRODUCCION

La fermentacion alcohdlica espontanea donde se transforma el mosto de uva en vino,
esta llevada a cabo fundamentalmente por una sucesion de levaduras de diferentes
especies presentes en el mosto, siendo Saccharomyces cerevisiae el microorganismo
de mayor importancia (Ciani, Comitini, Mannazzu, & Domizio, 2010). Sin embargo,
también participan en el proceso, las levaduras no-Saccharomyces, un grupo de
levaduras muy heterogéneo que juegan un papel crucial durante los primeros momentos
de la fermentacién, pero que de forma habitual acaban muriendo progresivamente
dejando paso al dominio de S. cerevisiae (Nikolaou, Soufleros, Bouloumpasi, &
Tzanetakis, 2006).

Las fermentaciones espontdneas son empleadas, en general, por los endlogos para
aumentar la complejidad aromatica de los vinos, buscando una mayor expresion varietal
para la obtencion de unos vinos Unicos y diferenciados del resto (Liu, Lu, Duan, & Yan,
2016). A pesar de que las cepas aisladas durante el proceso de fermentaciéon
espontdnea pueden estar mejor adaptadas a las condiciones asociadas a una
determinada region productora, y que la actividad metabdlica obtenida con una mayor
diversidad microbiol6gica puede producir vinos con cualidades o aromas distintivos,
para evitar los riesgos y la impredecibilidad de los procesos espontaneos en muchos
casos se recurre al uso de las levaduras comerciales (Tristezza et al., 2012).

Tradicionalmente, las levaduras no-Saccharomyces han sido consideradas
microbiol6gicamente problematicas y productoras de metabolitos negativos durante los
procesos de fermentacion. Durante mucho tiempo se buscaba evitar su presencia en el
vino, pero en los dltimos afios se ha incrementado el interés por su participacion
beneficiosa en el proceso de vinificacién y por su gran potencial enzimatico (Belda et
al., 2017). Actualmente existe una demanda creciente hacia la seleccion de cepas de
levaduras de fuerte implantacion en la zona que aseguren la permanencia y/o mejora
de las caracteristicas organolépticas consideradas como representativas de una
determinada region viticola (Tristezza et al., 2012). Por este motivo las levaduras no-
Saccharomyces se emplean en las bodegas buscando la tipicidad y una mayor
complejidad de sus vinos que Unicamente se consigue con una mayor diversidad
microbiana a nivel de cepa (Belda, Ruiz, Alastruey-lzquierdo, et al., 2016).

Actualmente el sector del vino se encuentra enormemente globalizado y existe una gran
competencia. Los endlogos se enfrentan a la necesidad de satisfacer las necesidades
del mercado y la creciente demanda existente hacia productos innovadores, con
autenticidad y diferenciacién varietal. Por lo tanto, el empleo de levaduras no-
Saccharomyces puede ser una oportunidad para la elaboracion de vinos Unicos pero
realizando su produccion en un proceso controlado y con un menor riesgo (Padilla, Gil,
& Manzanares, 2016; Francesca et al., 2016).

Varios estudios han evidenciado las caracteristicas enzimaticas de diversas levaduras
implicadas en el proceso de fermentacién. No obstante, la mayoria de las levaduras S.
cerevisiae no presentan las citadas actividades enzimaticas que son de gran interés o
lo hacen de forma muy limitada (Belda, Ruiz, Navascués, et al., 2016). Es por este
motivo que existe una tendencia hacia los estudios centrados en levaduras no-
Saccharomyces capaces de producir una serie de enzimas endo y exocelulares que
pueden resultar muy Gtiles para procesos enoldgicos (Escribano et al., 2017). Por lo
tanto, pueden tener un gran impacto en la calidad final del vino, modificando algunas de
sus propiedades, enriqueciendo el perfil aromético o las propiedades tecnolbgicas

Izquierdo Calvo, Lucia
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)
Grado en Enologia 1/31



Caracterizacién enoldgica de levaduras no-Saccharomyces procedentes de la D.O. Rueda

mediante estabilizacion del color (Tolosa & Prieto, 2018). Ademas, las levaduras no-
Saccharomyces podrian ser una fuente potencial para la produccion comercial de
enzimas para su uso en los procesos de elaboracion vinica (Strauss, Jolly, Lambrechts,
& Van Rensburg, 2001).

El uso de levaduras productoras de enzimas en lugar de Unicamente enzimas
comerciales permite optimizar al maximo las propiedades de las distintas cepas, ya que
las levaduras permiten mejorar la calidad de los vinos blancos, contribuyendo a una
diferenciaciobn aromatica produciendo un mayor contenido de compuestos volatiles
(Samoticha, Wojdyto, Chmielewska, Politowicz, & Szumny, 2017).

Entre las enzimas con una mayor relevancia para el proceso enoldgico, destacan
aquellas que tienen influencia en la mejora aromatica y/o el proceso tecnolégico. Por un
lado, las enzimas con mayor implicacion en la liberacion de compuestos aroméaticos a
partir de compuestos no volatiles; la B-glucosidasa, implicada en la liberacion de
monoterpenoles mediante hidrdlisis de los precursores y la B-liasa con intervencioén en
la liberacion de precursores volatiles arométicos (Belda, 2016; Padilla, 2016). Por otro
lado, las actividades enzimaticas que tienen interés tanto tecnolégico como en la mejora
aromatica; la B-glucanasa, una enzima encargada de la degradacion de la pared de las
células contribuyendo a la liberacion de precursores aromaticos y facilitando procesos
como la clarificacién vy filtracion del vino y la proteasa relacionada con la mejora de
diferentes caracteristicas tecnolédgicas y sensoriales de los vinos (Schwentke, Sabel,
Petri, Konig, & Claus, 2014).

Las levaduras con actividad B-glucosidasa pueden jugar un papel importante en la
liberacion de sustancias volatiles a partir de precursores no volatiles (Tolosa & Prieto,
2018). Los terpenos son un tipo de compuestos aromaticos que contribuyen
beneficiosamente a la mejora del aroma de los vinos. La liberaciéon de estos aromas
volétiles es particularmente importante en el caso de los vinos blancos (Belda et al.,
2017). La B-glucosidasa rompe la union que tienen muchos terpenos con moléculas de
azucar formando compuestos no aromaticos, liberando el terpeno en su forma aromatica
(Escribano et al., 2017). Dependiendo de los azucares unidos al complejo precursor
puede requerirse un primer paso con la actuacion de las enzimas a-L-
arabinofuranosidasa, a-ramnosidasa, B-xilosidasa o B-apiosidasa. A continuacion, la 3-
glucosidasa liberaria los monoterpenoles, incrementando de este modo el aroma de los
vinos que pasan a tener perfiles aromaticos mas agradables y varietales (Cordero Otero
et al., 2003).

Terpmrns

Figura 1: Hidrdlisis enzimatica de terpenoles por la accién de la B-
glucosidasa. Fuente: Tolosa et al., 2018
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La actividad B-liasa incrementa los niveles de compuestos como el 4-metil-4-
sulfanilpentan-2-ona (4-MSP) o el 3-sulfanilhnexan-1-ol (3-SH) que se liberan durante la
fermentacion y que se encontraban en las uvas en forma de precursores no volatiles
unidos a una cisteina (Belda et al.,, 2017). La actividad B-liasa rompe el precursor
aromético liberando los correspondientes tioles volatiles, y modificando el perfil
aromatico de los vinos, revelando aromas cuyos descriptores son los de fruta de la
pasién, frutas tropicales, citricos y notas vegetales como el boj (Belda, Ruiz, Navascués,
et al., 2016). La actividad B-liasa es una caracteristica dependiente de la cepa, sin
embargo, los estudios sobre levaduras no-Saccharomyces capaces de liberar estos
tioles volatiles en el vino son muy escasos (Belda, Ruiz, Alastruey-lzquierdo, et al.,
2016).

La capacidad de las levaduras para producir enzimas proteasas ha sido estudiada por
diferentes autores por su implicacién en varios procesos tecnoldgicos de la vinificacion.
La importancia de estas enzimas se basa en su potencial de degradacion de enlaces
peptidicos (Tolosa & Prieto, 2018). Esta actividad proteasa puede contribuir a la
degradacién de las proteinas causantes de los problemas de inestabilidad proteica
especialmente importantes en el caso de los vinos blancos. De este modo se podria
evitar o limitar la adicién de productos como la bentonita, una practica muy extendida
gue sirve para evitar las quiebras proteicas pero que tiene un gran impacto negativo en
las caracteristicas organolépticas de los vinos (Belda, Ruiz, Alastruey-lzquierdo, et al.,
2016). Por otro lado, otro aspecto dependiente de las proteasas es la posibilidad de su
uso para facilitar la liberacion de compuestos fendélicos que ayuden a mejorar los
procesos tecnologicos como la clarificacion y la filtracion (Belda, Ruiz, Alastruey-
Izquierdo, et al., 2016).

La accion de la enzima exocelular B-glucanasa produce el aumento de ciertos
compuestos que incrementan el aroma mediante la hidrélisis de precursores
glicosilados. Ademas, la enzima facilita los procesos de filtracién por su capacidad, en
unas determinadas condiciones, de hidrolizar los glucanos con poder colmatante
procedentes de uvas afectadas por Botrytis (Schwentke et al., 2014). Esta enzima esta
directamente relacionada con la estabilizacion del color y la clarificacién de los vinos
debido a su poder de degradacion de polisacaridos de las paredes celulares, que
ademas contribuyen a la liberacion de precursores de las bayas al mosto. La actividad
B-glucanasa influye aumentando la extraccion de compuestos fendlicos y, por tanto, se
incrementan el color y los compuestos aromaticos volatiles durante las maceraciones,
obteniéndose de este modo vinos con un mejor perfil aromatico, asi como con un color
mas intenso y estable en el tiempo (Escribano et al., 2017).

Ademas de la actividad enzimatica hay que tener en cuenta ciertas caracteristicas con
relevancia en el proceso de vinificacibn como son la cinética fermentativa o el factor
killer. Estas pueden servir como criterio de seleccion para escoger las levaduras que
presenten unas propiedades mas adecuadas (Nikolaou et al., 2006). Muchas de las
levaduras no-Saccharomyces que han sido estudiadas presentan una lenta capacidad
fermentativa o un metabolismo aerdbico, con una baja tolerancia a los niveles de etanol
en fermentacién que inhiben su crecimiento haciendo que Unicamente permanezcan
activas durante un corto periodo de tiempo (Segura-garcia, Taillandier, Brandam, &
Gschaedler, 2015). El caracter killer de las levaduras tiene una gran influencia en la
composicion de la microbiota de una fermentacion, se trata de un factor competitivo muy
estudiado que favorece la implantaciéon de las levaduras dotadas con el fenotipo killer
sobre el resto y esto puede suponer una ventaja o un problema para la finalizacion de
la fermentacion (Izgu, Altinbay, & Yucelis, 1997). Los distintos fenotipos respecto al
caracter killer que se pueden encontrar son killer (K+R+), sensible (K-R-), neutra (K-R+)
y suicida (K+R-). Las cepas con fenotipo killer producen una toxina que es letal para las
sensibles, mientras que las neutras son resistentes. Por otro lado, las sensibles no son
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resistentes a la propia toxina que ellas mismas secretan, y ni las cepas sensibles ni las
neutras producen la toxina (Gutiérrez, Epifanio, Garijo, Lépez, & Santamaria, 2001).
Algunos estudios mas recientes han comprobado que algunas cepas de Torulaspora
delbrueckii con cardcter killer pueden completar fermentaciones por si mismas aunque
de forma mucho mas lenta que las realizadas por S. cerevisiae (Valera, Morcillo-parra,
Zagorska, Mas, & Beltran, 2019).

A pesar de su bajo poder fermentativo, su potencial enzimatico convierte a las levaduras
no-Saccharomyces en una Util herramienta para la mejora de las caracteristicas
organolépticas finales de los vinos (Belda, Ruiz, Alastruey-lzquierdo, et al., 2016).
Algunos estudios indican que un posible uso podria partir de la inoculacion secuencial
de no-Saccharomyces y Saccharomyces para modular y diversificar las caracteristicas
del vino sin sufrir los problemas que aparecen cuando no-Saccharomyces son utilizadas
de forma individual (Escribano-Viana et al., 2018). El uso de cultivos mixtos de levaduras
S. cerevisiae y diferentes especies de no Saccharomyces representa una herramienta
para la modificacion y mejora de la composicion de los vinos, pero evitando los
problemas surgidos cuando estas levaduras menos convencionales se utilizan de forma
aislada e incontrolada, como pueden ser la ralentizacibn o parada del proceso
fermentativo o la aparicion de defectos sensoriales (Escribano-Viana et al., 2018). Por
lo tanto, se trata de una alternativa a las fermentaciones esponténeas y a la inoculacion
de levaduras Unicamente Saccharomyces donde se perderian las caracteristicas
especificas de las diferentes levaduras no-Saccharomyces (Ciani et al., 2010).

En el presente trabajo se estudian a las caracteristicas enzimaticas y bioquimicas para
poder realizar una adecuada seleccion de cepas con una mayor produccion de enzimas
deseadas que permitan facilitar el proceso de vinificacién y obtener vinos con mejores
caracteristicas organolépticas, pero que a su vez presenten una cinética y poder
fermentativos correctos y un fenotipo killer o neutro que permita su supervivencia, asi
como también la posible posterior implantacion de levaduras Saccharomyces.

2. ANTECEDENTES

Para la realizacién del estudio se utiliz6 una coleccion de levaduras previamente
aisladas en la E.T.S. de Ingenierias Agrarias de Palencia de uva de la variedad Verdejo
procedente de tres parcelas diferentes durante las vendimias de 2010 y 2012 en una
bodega de la Denominacion de Origen Rueda.

El aislamiento se realiz6 mediante la toma de muestras en distintas etapas del proceso
de vinificacion en la bodega, en mosto de uva recién estrujado (MURE), mosto
desfangado (MDB), inicio de fermentacion (IFB) fermentacion tumultuosa (FTB) y final
de fermentacién (FFB).

Posteriormente, se realizé una siembra en masa con el mosto en medio de cultivo, y
transcurridas entre 48 y 72 horas de incubacion en la estufa a 28°C, se llevo a cabo una
serie de siembras en estria y pases a placas con medio sélido hasta obtener los
aislados.

El total de aislados fue de 484 de los cuales Unicamente 55 fueron no-Saccharomyces.
Las levaduras aisladas se enviaron en placas de cultivo al Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Ledn para su identificacion mediante métodos
moleculares. Se aisl6 el ADN y por medio de la técnica PCR se realiz6 la amplificacion
de la region ribosomal D1/D2 del gen ARN 26S para su posterior secuenciacion
(RESOLUCION OIV-OENO 408-2011). Después, la secuencia genética se comparé con
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las existentes en la base de datos GenBank NCBI para identificar las levaduras a nivel
de especie.

Una vez que las levaduras fueron aisladas, secuenciadas e identificadas, se realiz6 una
seleccion para eliminar del estudio todas las levaduras con caracteristicas indeseables
como la presencia de metabolismo oxidativo, la formacién de velo, la produccion de
aromas negativos y en general las que no presentaban ningun tipo de interés enolégico.
De esta forma para el estudio sOlo se escogieron las que podian presentar
caracteristicas de interés.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El objetivo principal del presente estudio es la caracterizacion de distintas cepas de
levaduras no-Saccharomyces aisladas a lo largo de diferentes etapas del proceso de
vinificacién de uva de la variedad Verdejo en una bodega de la D.O. Rueda para valorar
la existencia de posibles propiedades de interés para la mejora del proceso tecnoldgico
y la calidad final de los vinos.

Con el estudio se pretende una caracterizacién enzimatica y bioquimica para lo cual se
plantean los siguientes objetivos especificos:

Caracterizacion enzimatica de estas levaduras no-Saccharomyces para la
determinacion de actividades enzimaticas que pueden contribuir a la mejora del proceso
de vinificacion y el perfil aromatico de los vinos.

Estudio de las propiedades bioquimicas de estas levaduras no-Saccharomyces,
prestando especial atencion a su cinética fermentativa y caracter Killer.

Obtencion de levaduras con caracteristicas de interés para su aplicacion enolégica en
base a su produccién de enzimas y sus propiedades bioquimicas.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Microorganismos

4.1.1. Levaduras no-Saccharomyces

Para la realizacion del estudio se utilizaron 36
cepas de levaduras no-Saccharomyces
procedentes del aislamiento realizado
previamente durante la vinificacion de Verdejo
englobadas dentro de 4 géneros (tabla 1). Las
levaduras pertenecen a las especies
Hanseniaspora meyeri, Hanseniaspora
osmophila, Pichia guilliermondii, Pichia
kudriavzevii, Torulaspora delbrueckii, vy
Wickerhamomyces anomalus.

Figura 2: Levaduras del estudio
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Tabla 1: Levaduras seleccionadas y las etapas de aislamiento en la vinificacion. MURE; mosto de uva recién estrujado
en bodega, MDB; mosto desfangado en bodega, IFB; inicio de fermentacién en bodega, FTB; fermentacién tumultuosa
en bodega, FFB; final de fermentacién en bodega.

Especie Designacion Etapa de aislamiento
W. anomalus WA1 IFB
W. anomalus WA?2 FFB
W. anomalus WA3 MURE
W. anomalus WA4 MURE
W. anomalus WAS5 MURE
W. anomalus WAG FFB
W. anomalus WA7 MDB
W. anomalus WAS MDB
W. anomalus WA9 MDB
W. anomalus WA10 FTB
W. anomalus WA11l FFB
W. anomalus WA12 MDB
W. anomalus WA13 MDB
W. anomalus WA14 MDB
W. anomalus WA15 MDB
W. anomalus WA16 MDB
P. kudriavzevii PK1 MURE
P. kudriavzevii PK2 MURE
P. kudriavzevii PK3 MURE
P. kudriavzevii PK4 MURE
P. kudriavzevii PK5 MURE
P. kudriavzevii PK6 MURE
P. kudriavzevii PK7 MURE
P. kudriavzevii PK8 MURE
P. kudriavzevii PK9 MURE
P. kudriavzevii PK10 MURE
P. kudriavzevii PK11 MURE
P. kudriavzevii PK12 MURE
P. kudriavzevii PK13 MURE
H. osmophila HO1 MURE
H. meyeri HM1 MDB
P. guilliermondii PG1 FFB
P. guilliermondii PG2 MURE
T. delbrueckii TD1 MDB
T. delbrueckii TD2 MDB
T. delbrueckii TD3 MDB

Como control, se utilizaron varias levaduras. Por un lado, las obtenidas directamente de
la CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo) como Schizosaccharomyces pombe
(CECT 11197) que se utiliz6 como control negativo en los ensayos enzimaticos y
Torulaspora delbrueckii (CECT 1880) como control positivo para el ensayo de la B-liasa.
Por otro lado, Wickerhamomyces anomalus, aislada en el laboratorio de microbiologia
de la ETSIIAA y posteriormente secuenciada, fue utilizada como control positivo de los
ensayos de proteasa, B-glucosidasa y B-glucanasa.

Para la realizacion del test killer se emplearon dos cepas de levaduras Saccharomyces
obtenidas de la CECT, con fenotipo sensible S. cerevisiae CECT 1443 y S. cerevisiae
CECT 1414 que posee fenotipo killer.
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4.1.2. Mantenimiento y cultivo de microorganismos

El cultivo de los microorganismos se llevé a cabo en una cabina de flujo laminar
(INDELAB).

El mantenimiento de las levaduras se realizé en tubos de ensayo con un medio sélido
YPD descrito en 4.2.2. realizando pases, como maximo cada 20 dias con el objetivo de
refrescar el cultivo.

Para la obtencién de la biomasa requerida para los ensayos, los indculos se prepararon
en medio YPD liquido descrito en 4.2.2. sin adicionar el agar. En cuanto a las
condiciones de cultivo, las levaduras fueron mantenidas a una temperatura de 26°C.

4.1.3. Observacién al microscopio

Las levaduras se observaron al microscopio (Leica DM750) usando los objetivos 40X y
100X. Directamente del cultivo sélido, las levaduras fueron tomadas con el asa de
siembra y llevadas a una gota de agua destilada depositada en un portaobjetos, se
realizd una extension de la colonia sobre la gota de agua y se cubrid la preparacion con
un cubre. A continuacion, se realizo la observacion.

4.1.4. Estimacion de células para siembra

Con el fin de realizar siembras de forma uniforme en los ensayos que asi se requiere,
se establece el volumen de inoculacion necesario en funcién de las células presentes
en cada una de las muestras, utilizando la escala de McFarland y la correspondiente
recta de calibrado. Se trata de un método que relaciona la turbidez de las muestras con
una serie de patrones de sulfato de bario medida con un espectrofotbmetro (Spectronic®
20 Genesys™) a 600nm. Esta técnica nos permite conocer el numero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mI) (McFarland et al. 1999).

4.2. Medios de cultivo

4.2.1. Mosto

El mosto empleado es de uva de la variedad Verdejo, de
una bodega de la D.O. Rueda de la vendimia del afio
2016. Tras el proceso de desfangado se trasladd a la
ETSIIAA de Palencia y a la llegada al laboratorio se
esteriliz6 a vapor fluyente durante 25 minutos y
posteriormente se conservé congelado a -20°C hasta su
uso.

En el momento de su uso se descongeld, homogeneiz6 y
previamente a su utilizacion se determind el grado
mediante el método ebullométrico con un ebullémetro
eléctrico de GAB SYSTEM, se determino el pH mediante
un pH-metro Crison y el contenido de azlcar mediante un
refractometro (ATAGO, Hand refractometrer ATC-1). El
mosto presentaba un grado alcohdlico volumétrico de 0 +

0,01 %, pH de 3,48 + 0,2 y 22,3 + 0,1 °Brix, que Figura 3: Mosto de Verdejo

corresponden con una concentracion de 203,1 g/l de
azucar y un grado probable de 12,2%.
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4.2.2. Medio YPD

El mantenimiento de las levaduras se realizé en medio sélido YPD (extracto de levadura-
peptona-dextrosa) en tubos de ensayo. Para la elaboracién del medio de cultivo se
utilizaron 2% (p/v) de glucosa (Labkem), 2% (p/v) de peptona (Panreac), 1% (p/v) de
extracto de levadura (Labkem) y 1,5% (p/v) de agar (BD BactoTMAgar). Previamente a
su utilizacion, el medio se esterilizé durante 15 minutos y a una temperatura de 121°C.

4.2.3. Medio actividad B-glucosidasa

Para evaluar la presencia y actividad de la enzima B-glucosidasa se utilizé el método
descrito por Diddens y Lodder, citado por Lodder y Kreger Van Rij (1952). Se preparo el
medio de cultivo compuesto por 0,5 % (p/v) de arbutina (Sigma), 0,1% (p/v) de extracto
de levadura (Labkem), 2% (p/v) de agar (BD BactoTMAgar) y 1% (p/v) de solucién de
cloruro férrico. El medio se esterilizé durante 20 minutos y a una temperatura de 121°C.

4.2.4. Medio actividad proteasa

Con el fin de determinar la actividad proteasa se prepar6é un medio de cultivo que
contienia 1% (p/v) de extracto de levadura (Labkem), 2% (p/v) de bactopeptona
(Panreac) , 2% (p/v) de glucosa (Labkem), 2% (p/v) de agar (BD BactoTMAgar) y 2%
(p/v) de leche desnatada en polvo (Belda, Ruiz, Alastruey-lzquierdo, et al., 2016). El
medio se esterilizd6 durante 15 minutos y a 121°C, a excepcion de la leche que se
esterilizé por separado para posteriormente mezclar los componentes.

4.2.5. Medio actividad B-glucanasa

Para la determinacion de la actividad p-glucanasa se preparé un medio de cultivo que
contiene 1% (p/v) de extracto de levadura (Labkem), 2% (p/v) de bactopeptona
(Panreac), 2% (p/v) de glucosa (Labkem), 2% (p/v) de agar (BD BactoTMAgar) y 0,2%
(p/v) de betaglucanos de levadura (Megazyme) segun el método descrito por Escribano
et al., 2017. El medio se esterilizé durante 15 minutos y a una temperatura de 121°C.

4.2.6. Medio actividad B-liasa

Con el objetivo de comprobar la actividad B-liasa se prepar6 un medio de cultivo
selectivo YCB-SMC (Belda, Ruiz, Navascués, et al., 2016) con algunas modificaciones
para optimizar la prueba. Este medio tiene la siguiente composicion, 0,1% (p/v) de S-
metil-L-cisteina (Sigma), 1,2% (p/v) de base carbonatada de levadura (Difco™), 0,01%
(p/v) de piridoxal-5’-fosfato (Sigma) y en el caso del medio sélido 2% (p/v) de agar (BD
BactoTMAgar). El pH del medio se ajustd con acido clorhidrico hasta un valor de 3,5.

Todos los componentes del medio exceptuando el agar se esterilizaron mediante
filtracion por una membrana de 0,2um. El agar se esteriliz6 durante 15 minutos y a una
temperatura de 121°C (Belda, Ruiz, Navascués, et al., 2016).
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4.2.7. Medio test killer y sensible

Para el ensayo killer se preparé un medio de cultivo especifico
cuya composicién era de 0,1% (p/v) de extracto de levadura
(Labkem), 0,2% (p/v) de bactopeptona (Panreac), 0,2% (p/v) de
glucosa (Labkem), 0,35% (p/v) de agar (BD BacroTMAgar) y se
acidificé con &cido citrico hasta un pH de 4,2-4,7, se afiadié 2%
(v/v) de azul de metileno preparado previamente al 1% (v/v) y se
le afiadio 1% (v/v) de tampdn citrofosfato 2 M (Izgi et al. 1997).
Previamente a su utilizacion, el medio se esteriliza a 121°C
durante 15 minutos a vapor fluyente.

Figura 4: Medio killer

4.3. Caracterizacion enzimatica

4.3.1. Ensayo B-glucosidasa

Se realiz6 en el medio sélido descrito en el 4.2.3. en el que se realiz6 la siembra en
estria, tomando el cultivo de los tubos de ensayo. Posteriormente los tubos de ensayo
se incubaron en la estufa a 26°C durante 15 dias. Una vez pasado ese tiempo, se realizd
la observacion de los tubos de ensayo. La enzima B-glucosidasa hidroliza la arbutina,
liberando una quinona que reacciona con el hierro de la soluciéon de cloruro férrico
produciendo una pigmentacion marron-negra del medio. Por tanto, la prueba se
considerd positiva cuando aparecia una coloracion oscura en el medio como
consecuencia de su capacidad para hidrolizar la arbutina.

I
OH

B-glucosidasa
OH 'S + FeClgj »
HO 0

HO o
OH O

Quinona

Figura 5: Hidrdlisis de quinona y reaccion con la sal de hierro

4.3.2. Ensayo proteasa

Se realizé en el medio sélido descrito en el 4.2.4. en el que se llevo a cabo la siembra
en estria a partir del cultivo de los tubos de ensayo. Las placas se incubaron en la estufa
a 26°C, durante 5 dias para su crecimiento. Transcurrido ese tiempo, se observaron las
placas. Las enzimas proteasas degradan la proteina de la leche para la obtencién de
nitrégeno, por tanto, la presencia de estas enzimas capaces de hidrolizar la caseina del
medio de cultivo, se manifiesta con la formaciéon de halos de hidrdlisis translicidos. La
prueba se considerd positiva cuando aparecia un halo alrededor de las colonias de
levadura.
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4.3.3. Ensayo B-glucanasa

Se realiz6 en el medio sélido descrito en el 4.2.5. en el que se llevé a cabo la siembra a
partir de los cultivos en medio YPD. Las placas se incubaron en la estufa a 26°C durante
5 dias. Pasados esos dias, las placas se lavaron y tifieron, de la siguiente manera: las
colonias se eliminaron con ayuda de agua destilada y se realizé la tincién de las placas
de Petri con una disolucién 0,03% (p/v) de Congo red (Sigma-Aldrich). El ensayo se
basa en la hidrélisis de los glucanos del medio por la presencia de las enzimas (-
glucanasas, que se manifiesta con la formacién de halos translicidos que se observan
Unicamente tras la tincion con la disolucién de Congo red. Una vez realizado el paso
anterior, se observaron las placas y la prueba se considero6 positiva si aparecia un halo
en el lugar que ocupaba la colonia de levadura antes del enjuague con el agua destilada.

4.3.4. Ensayo B-liasa

Inicialmente se siguio el protocolo propuesto por Belda et al., (2016) sin modificaciones.
La siembra se realiz6 en el medio sdlido descrito en el 4.2.6. mediante una siembra en
estria y se incubd en la estufa a 26°C. A continuacion, se realiz6 un pase a un nuevo
medio sélido con la misma composicion. El ensayo se basa en la capacidad de hidrélisis
del S-metil-L-cisteina del medio, con estructura andloga a los precursores de cisteina
presentes en el mosto para la obtencion de nitrégeno, de modo que cuanta mayor
actividad B-liasa presenta una levadura, mayor es su fuente de nitrégeno y, por tanto,
presenta un mayor crecimiento. La prueba es positiva si observamos un crecimiento
significativo de las colonias transcurridas entre 48 y 72 horas desde la siembra.
Utilizamos a las levaduras S. pombe (CECT 11197) como control negativo y T.
delbrueckii (CECT 1880) como positivo.

Ante la imposibilidad de encontrar diferencias
apreciables en el crecimiento de las distintas
levaduras transcurridas las 48 horas, se modifico
la metodologia, realizando la prueba en medio
liquido. El ensayo se realiz6 en 1ml del medio
mencionado en el 4.2.6. pero en ausencia de agar
y en tubos de ensayo, donde se inoculd, una
suspension de las levaduras no-Saccharomyces
en agua peptonada (peptona 1,0 g/l (p/v), NaCl 8,5
g/l, pH 7,0 £ 0,2). Las levaduras procedian
previamente del medio sélido en el cual no se
habian encontrado diferencias. Con el fin de
inocular una cantidad equivalente de 10°
células/ml en los tubos, se utilizé la escala
McFarland para estimar la cantidad de levaduras

i | ., Figura 6: Preparacion método
presentes en la suspension. liquido R-liasa

Una vez llevada a cabo la siembra se introdujeron los tubos a la estufa a 26°C y
transcurridas 48 horas se midi6 la absorbancia a 600 nm en el espectrofotémetro
(Spectronic® 20 Genesys™). El valor de la densidad 6ptica (D.O.) o turbidez del medio
de los tubos de ensayo se relacion6 con el crecimiento de las diferentes levaduras v,
por tanto, con la actividad enzimatica.
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4.4. Caracterizacion bioquimica

4.4.1. Cinética fermentativa

El procedimiento seguido para la evaluacion de la cinética fermentativa es el resefiado
por la OIV (RESOLUCION OIV-OENO 370-2012). El ensayo de microvinificacion se
llevé a cabo en un matraz Erlenmeyer de 100ml al que se afiadieron 50 ml del mosto
descrito en el 4.2.1., previamente homogeneizado y esterilizado a 121°C durante 15 min.

En cada matraz se inocularon 10° células/ml de una
suspension de las levaduras no-Saccharomyces del
estudio que se habian cultivado previamente en medio
liguido YPD a 26 °C durante 24 horas antes de la
siembra. Para equiparar la cantidad inoculada de
levadura se utiliza la escala McFarland.

Los matraces se sellaron con una valvula Muller y se
incubaron en la estufa a 21°C hasta obtener un peso
estable. En las mismas condiciones se mantiene un
control para observar que no existe fermentacion ni
produccién de CO.. Los matraces estuvieron en la estufa
un total de 22 dias durante los cuales se controld la
produccion diaria de CO. durante la fermentacion
pesando los matraces en una balanza analitica
(RADWAG). Los gramos de CO; desprendidos se
representaron trazando las curvas de fermentacion,
siendo proporcionales a los gramos de azlcar que

Flgura 7: Microfermentador con  farmenta cada cepa de levadura.
valvula Muller

4.4.2. Poder fermentativo y vigor fermentativo

Se expresa como (%vol.), el porcentaje de etanol producido y se obtiene de la diferencia
del peso inicial y final del matraz de la siguiente forma:

Poder fermentativo = 2,5 - A peso

El poder fermentativo se determin6 una vez acabada la fermentacion para conocer la
cantidad de azucar que cada cepa de levadura estudiada era capaz de fermentar.
(Resolucion OIV-OENO 370-2012).

El vigor fermentativo es la velocidad a la que la levadura inicia la fermentacién, se
expresa en gramos de CO: producidos de 2 a 3 dias después del comienzo de la
fermentacion (Resolucién OIV-OENO 370-2012).

Un correcto vigor fermentativo esta relacionado con levaduras muy activas con una
rapida multiplicacion e implantacion en el mosto y, por tanto, un arranque de la
fermentacion de forma rapida, evitando los posibles ataques microbioldgicos que podria
sufrir el mosto.

Izquierdo Calvo, Lucia
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)
Grado en Enologia 11/31



Caracterizacién enoldgica de levaduras no-Saccharomyces procedentes de la D.O. Rueda

4.4.3. Azucares reductores

El contenido de azlcares reductores se determiné segun el procedimiento de Rebelein,
gque implica la reaccion de azlcares con las sales cupricas en una solucion alcalina y en
caliente. El procedimiento se realiz6 paralelamente en vino y en el blanco, sustituyendo
el vino por agua destilada. En un matraz se afladieron 2 ml de vino, 1 ml de solucién
cuprica y 5 ml de solucion alcalina de sal de Seignette, y se introdujeron perlas de vidrio
en el matraz. Se hirvié durante 2 minutos desde el momento de inicio de la ebullicion.
Se enfrié bajo el agua y a continuacion se afadieron de forma sucesiva los reactivos
segun la metodologia, 10 ml de Kl 30%, 10 ml de &cido sulfdrico al 16% (p/v) y 2 ml de
almidon al 2% y se agité. Finalmente, para la determinacion es necesaria una valoracion
con tiosulfato sodico (Na:S:03) hasta conseguir un viraje a un color marfil (Garcia
Barceld, 1990).

La diferencia entre el volumen gastado por el blanco y la muestra de vino es el resultado
de azlcares reductores que se expresa como g/l de azucar residual.

Segun la Orden APA/2059/2002 la D.O. Rueda considera como vinos secos aquellos
cuyos azucares residuales son como maximo de 4 g/l.

4.4.4. Ensayo killer

La determinacion del caracter killer de las cepas estudio se realiz6 siguiendo la
metodologia descrita por Izgl et al., 1997 que diferencia dos ensayos:

Test killer

Se prepard una suspension de la cepa sensible S. cerevisiae (CETC 1443) en agua
estéril y se sembr6 en masa en el medio especifico para el estudio descrito en el 4.2.7.
Seguidamente y sobre el medio s6lido se sembré en estria la levadura estudio y se
incubo en la estufa a 21°C durante una semana.

Test sensible

Se prepard una suspension de todas las levaduras a estudiar en agua destilada estéril
y se sembraron en masa con el medio especifico descrito en el 4.2.7. A continuacion, y
sobre el medio solidificado se sembré en estria la cepa de levadura con factor killer S.
cerevisiae (CETC 1414). Finalmente, se incub6 a 21°C durante una semana.

Figura 9: Presencia de halo de inhibicion
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3. Actividad enzimética

Se llevaron a cabo distintos ensayos enzimaticos para medir la actividad de las
diferentes levaduras. Las pruebas fueron realizadas por duplicado como se describe en
el apartado 4.3. y fue necesaria la puesta a punto de los ensayos para determinar, de la
forma mas Optima posible, las actividades enzimaticas. Por un lado, se ajustd la
temperatura de incubacién de las levaduras a 26°C para garantizar su adecuado
crecimiento. En la préactica, dada la imposibilidad de obtener resultados concluyentes
también fue necesario modificar la metodologia utilizada para medir la actividad B-liasa
como se describe posteriormente.

En la Tabla 2 se recogen los resultados obtenidos en los ensayos de la actividad B-
glucosidasa, proteasa B-glucanasa y B-liasa.

La actividad B-liasa alta y moderada, junto con la proteasa fueron las actividades mas
abundantes en las cepas estudiadas con una presencia en las levaduras del 66 y 50%
respectivamente. Algo muy similar ocurre con la actividad B-glucosidasa, presente en la
mitad de las levaduras del estudio, concretamente en la totalidad de las levaduras de la
especie W. anomalus y en todas las del género Hanseniaspora. La actividad enzimatica
mas extendida, como muestra la Tabla 2 fue la B-liasa, en relacion con este grupo de
enzimas se vio que se encontraba concretamente en el 100% de las levaduras de la
especie T. delbrueckii y el género Hanseniaspora. De forma contraria, la enzima 3-
glucanasa se encontraba mucho menos extendida, Unicamente 4 levaduras del estudio
de las especies W. anomalus y H. meyeri fueron productoras de la enzima.

Las levaduras que producen un nimero mas importante de enzimas exocelulares estan
incluidas en el género Wickerhamomyces puesto que todas fueron capaces de producir
las enzimas proteasa y B-glucosidasa, y adicionalmente algunas de ellas también (-
glucanasa y B-liasa. Por tanto, mostraron un gran potencial enzimatico que debera ir
acompafado de una correcta fermentacién para su posterior seleccion.
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Tabla 2: Actividades enzimaticas de las levaduras del estudio. La actividad positiva estd indicada con +;
La actividad negativa se indica con -. La actividad B-liasa alta +++, moderada ++ y baja +.

Actividades enzimaticas

Levaduras ; .
B-glucosidasa [(-glucanasa  Proteasa B-Liasa

HM 1 - + + +++
HO1 - - + +H+
PG 1 + - - ++
PG 2 + - - ++
PK 1 - - - +
PK 2 - - - ++
PK 3 - - - +
PK 4 - - - ++
PK 5 - - - ++
PK 6 - - - ++
PK 7 - - - ++
PK 8 - - - ++
PK 9 - - - ++
PK 10 - - - ++
PK 11 - - - ++
PK 12 - - - ++
PK 13 - - - ++
TD 1 - - - +++
TD 2 - - +++
TD 3 - - - +++
WA 1 + - + +
WA 2 + - + +
WA 3 + + + +
WA 4 + + + +
WA 5 + + + +
WA 6 + - + +
WA 7 + + ++
WA 8 + - +

WA 9 + - + +
WA 10 + - + ++
WA 11 + - + ++
WA 12 + - + 4+
WA 13 + - + ++
WA 14 + - + ++
WA 15 + - + ++
WA 16 + - + +
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5.3.1. Ensayo B-glucosidasa

En relacién con este grupo de enzimas los resultados indicaron que las levaduras de los
géneros P. guilliermondii y W. anomalus presentaban actividad B-glucosidasa a
diferencia de las especies T. delbrueckii, H. meyeri, H. osmophila o P. kudriavzevii
donde la actividad B-glucosidasa era inexistente.

Previamente algunos trabajos mencionan la existencia de actividad B-glucosidasa en
levaduras de la especie P. guilliermondii (da Silva et al., 2019) o de P. anomalus (ahora
denominada como W. anomalus) (Spagna, Barbagallo, Palmeri, Restuccia, & Giudici,
2002). Por el contrario, otros indican la ausencia de actividad B-glucosidasa en las
levaduras de la especie T. delbrueckii (Chen, Yap, & Liu, 2015; Belda, Ruiz, Alastruey-
Izquierdo, et al., 2016) o P. kudriavzevii (Ménaco, Rodriguez, & Lopes, 2016).

Figura 10: Resultados positivos y negativos B-glucosidasa

Figura 11:
Resultados positivo
y negativo -
glucosidasa

5.3.2. Ensayo proteasa

La totalidad de las levaduras de la especie W. anomalus presentaron este tipo de
actividad. Esto concuerda con estudios recientes donde observaron como algunas
cepas de P. anomalus presentaban actividad proteasa, asi como el potencial de W.
anomalus para la produccién de enzimas proteoliticas en general (Escribano et al.,
2017) y mas concretamente su actividad proteasa, segun sefialan otros autores (Tolosa
& Prieto, 2018). En cuanto a las levaduras del género Hanseniaspora, todas
presentaban halo alrededor de la levadura debido a su capacidad para sintetizar
enzimas proteoliticas, resultado que concuerda con lo descrito con anterioridad por otros
autores (Tolosa & Prieto, 2018). Por tanto, las levaduras de este género presentan un
gran potencial para la eliminacién de proteinas y asi prevenir la formacion de quiebras
en vinos blancos, a diferencia de otros géneros estudiados previamente (Porter et al.,
2019).
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Sin embargo, no se detecté actividad en las
especies P. kudriavzevii, contrariamente a los
resultados de alta actividad proteasa asociada a
las levaduras de esa especie en el estudio de
Ménaco et al., (2016). Otras levaduras que
podemos considerar con interés enoldgico como
es el caso de especies menos abundantes en el
vifiedo como T. delbrueckii tampoco presentaron
actividad proteasa de acuerdo a lo observado en
estudios anteriores (Belda, Ruiz,

Izquierdo, et al., 2016).

5.3.3. Ensayo B-glucanasa

s

L\

Figura 13: Presencia de halo, resultado
positivo B-glucanasa

5.3.4. Ensayo B-liasa

Alastruey-

Figura 12: Presencia de halo
alrededor de la levadura. Actividad
proterasa

Se detecté actividad B-glucanasa Unicamente
en algunas levaduras de la especie W.
anomalus como WA3, WA4 y WADB, confirmando
los resultados mostrados en el estudio previo de
Schwentke et al., 2014 donde las levaduras de
la especie W. anomalus presentaban actividad
B-glucanasa. Del mismo modo, la levadura HM1
de la especie H. meyeri mostr6 produccién de la
enzima f-glucanasa. No asi en el resto de las
levaduras del estudio. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en estudios
previos en los levaduras como T. delbrueckii no
presentaba actividad B-glucanasa (Escribano et
al., 2017).

El ensayo de la B-liasa se realizé por duplicado tanto en el medio sélido como en el
medio liquido. Inicialmente con la prueba en medio sélido no obtuvimos resultados
diferenciables, el crecimiento resultaba demasiado homogéneo como para determinar
con claridad si existian variaciones entre las levaduras.

Figura 14: Ensayo de la liasa en medio sélido
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Por este motivo se modificd la metodologia descrita en el apartado 4.3.4. para tratar de
obtener diferencias en la produccion de esta enzima. El ensayo se realizé en medio
liquido y el crecimiento se estimé mediante medida de la densidad 6ptica a 600 nm. Los
datos se expresan como la media aritmética de las medidas de absorbancia obtenidas.
El error se indica como la desviacion estandar de la muestra (fig. 15).

Actividad liasa
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Figura 15: Resultados de la actividad B-liasa. Absorbancia de las distintas muestras a 600nm

Consideramos como control positivo a T. delbrueckii (CECT 1880) con gran actividad [3-
liasa, puesto que se ha demostrado que esta cepa de levadura aumenta la liberacion de
tioles volatiles (Benito, 2018). Todas las levaduras del estudio presentaron crecimiento
y, por tanto, son productoras de B-liasa. Se consideré que las levaduras presentaban
una actividad B-liasa alta en torno a un valor de densidad Optica a 600 nm igual o
superior a 0,5, correspondiendo con el valor de la densidad obtenida con la medida del
control positivo; actividad moderada cuando la densidad era de en torno a 0,3 y baja
cuando no alcanzaban este ultimo valor de densidad.

Podemos ver en la figura 15 que la actividad B-liasa se encuentra presente y de forma
moderada en la mayoria de las levaduras estudiadas destacando el caso de HO1y HM1
del género Hanseniaspora o W12 de la especie W. anomalus. De forma muy importante,
entre las especies de no-Saccharomyces sobresale la actividad de las levaduras TD1,
TD2 y TD3 de T. delbrueckii. Estos resultados confirman lo que ya habian visto otros
autores, cuyos estudios indican que T. delbrueckii tiene una gran actividad B-liasa
(Belda, Ruiz, Navascués, et al., 2016), que seria de interés, como ya indican varios
estudios donde se confirma que esta actividad tienen una influencia en el aumento de
la concentracién de los tioles volatiles que hacen mas complejo el aroma de los vinos
blancos (Belda et al., 2017).
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5.4. Cinética fermentativa

Se llevaron a cabo una serie de ensayos para la determinacion de la cinética
fermentativa de las levaduras del estudio con el objetivo de, entre las levaduras que
presenten unas buenas propiedades enzimaticas, seleccionar las que presenten un
rapido inicio de la fermentacién y una estabilizacion en la produccién de CO lo mas
pronta posible. Como resultado de la determinacién de la cinética fermentativa
observamos que a la temperatura de 21°C no todas las levaduras finalizan la
fermentacion a los 22 dias de acuerdo con las curvas de cinética fermentativa de las
figuras 16 a 23. Puesto que las levaduras no-Saccharomyces no son capaces de
finalizar el proceso de fermentacion, se hace necesaria una inoculacion secuencial que
se realizaria dentro de las primeras 72 horas.

Los ensayos de cinética fermentativa se realizaron por triplicado y los resultados se
expresan como la media aritmética de las medidas obtenidas. El error se indica como la
desviacion estandar de la muestra. A continuacion, se muestran los gréficos con la
cinética de fermentacion de las levaduras estudiadas a 21°C expresado en g de CO;
producido/L frente al tiempo de fermentacion en dias (figuras 15-22).

Cinética fermentativa
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Figura 16: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie W.
anomalus
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Cinética fermentativa
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Figura 17: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie W.
anomalus

Las figuras 16 y 17 muestran la cinética fermentativa de las 16 levaduras del estudio de
la especie W. anomalus mostrando diferencias de produccion de CO; entre todas ellas,
mientras la WA15 y WAL16 libera Gnicamente unos 10 g de CO2/I, o las W5 y WA9 unos
15 g de CO2/l, las levaduras WA8, WA10 y WAS liberan aproximadamente 20 g mas, es
decir, son capaces de fermentar mas gramos de azucar. Esto supone una variacién en
el poder fermentativo de mas de 1 % vol. (tabla 4). Las levaduras W1, WA2, WA4, WA5,
WAB, WA7, WAL1l, WA12, WA13 y WA14 se mueven en torno a los 20 g de COy/l
liberados, y presentan poder fermentativo de alrededor de 2,5 % vol. De cualquier forma,
todas tienen una baja produccion de CO: (fig. 16 y 17) y un poder fermentativo muy
reducido (tabla 4).

En cuanto al vigor fermentativo de estas levaduras, destaca el caso de WA8, WA9 y
WA10 con un arranque de fermentacion a las 24-48 horas, el resto no inician la
fermentacion hasta las 72 horas.
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El género Wickerhamomyces presenta grandes diferencias tanto en su cinética
fermentativa, como en la actividad enzimatica (tabla 2). La WA3, WA4 y WA5 con una
liberacion de CO; intermedia, presentan una mayor actividad de las enzimas mas
relacionadas con la clarificacion vy filtracién de los vinos, como son la B-glucanasa y
proteasa, ademas de la actividad B-glucosidasa de gran interés para la obtencion de
vinos con un perfil terpénico marcado. Mientras que la WA12, con una cinética similar,
destaca por presentar una actividad B-liasa elevada. Las levaduras WA8 y WA9 con un
arranque de fermentacion rapido, presentan actividad proteasay B-glucosidasa. Por otro
lado, levadura W10, que resulta especialmente interesante debido a su actividad
enzimatica B-glucosidasa, proteasa y B-liasa, junto con un rdpido arranque de
fermentacion.

En las curvas de cinética de P. kudriavzevii (fig. 18 y 19) observamos un inicio de
fermentacion algo mas retardado en todas las cepas e igualmente no detectamos una
estabilizacion de la produccion de CO; una vez pasados 22 dias de fermentacion a
excepcion de la PK13. Ademas, todas las levaduras de este género presentan un
arranque lento, unido a un grado final que va de los 4 hasta los 8%vol. (tabla 4).

Cinética de fermentacion P. kudriavzevii
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Figura 18: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie P.
kudriavzevii
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Cinética fermentativa P. kudriavzevii
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Figura 19: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie P.
kudriavzevii

Podemos decir que las levaduras P. kudriavzevii no son interesantes por su lenta
implantacién en el mosto, su bajo poder fermentativo y su escasa produccion de
enzimas de interés, Unicamente presentando actividad B-liasa de forma algo mas
moderada en el caso de PK4, PK5, PK7 y PK9 (tabla 2).

Por otro lado, en la figura 20 se observa una mayor produccién de CO; que en el caso
de las levaduras anteriores estudiadas, asi como la estabilizacién de la curva mucho
anterior que en otras levaduras. Ademas, las levaduras del género Hanseniaspora
presentan un rapido vigor fermentativo ya que a las 24 horas ya presentaban inicio de
fermentacion y la levadura H. osmophila a las 48 horas ya estaba en su fase exponencial
de crecimiento.

Las levaduras de las especies H. osmophila y H. mereyi tienen un poder fermentativo
algo mas elevado, especialmente HO1, alcanzando un grado de 11,6 % vol. siendo las
levaduras del estudio que mas azucar han consumido.
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Cinética fermentativa
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Figura 20: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras del género
Hanseniaspora

Las levaduras del género Hanseniaspora presentan unas caracteristicas correctas y
deseables, con un rapido arranque en la fermentacion, un poder fermentativo mas
significativo que el de otras levaduras del estudio, todo ello unido a una actividad
enzimatica relevante. La HO1 con produccién de las enzimas proteasa y B-liasa de
forma elevada, asi como la HM también con actividad B-glucanasa, indicativo de la
posible utilidad de esta levadura para vinos con mayor problematica a la hora de realizar
los procesos de clarificacion proteica.

En la figura 21 se observa la cinética de las levaduras T. delbrueckii. Como ocurria con
las del género Hanseniaspora la produccion de CO; es bastante elevada y bastante
similar en todas las cepas. El inicio de fermentacién ocurre de forma veloz, presentando
produccion de CO. a las escasas 24 horas, presentando de este modo una rapida
cinética fermentativa.
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Las levaduras de la especie T. delbrueckii, TD1, TD2 y TD3 tienen poder fermentativo
elevado si lo comparamos con el obtenido en el resto de levaduras del estudio, siendo
de 8,9, 10,5y 11,2% vol. respectivamente (tabla 4), pero sin consumir los azlcares en
su totalidad como nos confirman los resultados descritos en el 5.4. en cuanto a los
azUcares residuales en el vino.

Cinética fermentativa
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Figura 22: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie T.
delbrueckii

El género de levaduras Torulaspora presenta unas caracteristicas fermentativas muy
adecuadas para una posible inoculacién, junto con una destacable actividad B-liasa
(tabla 2) que puede resultar especialmente atractiva cuando se busca la elaboracion de
vinos con un perfil tidlico y varietal marcado.

Segun se observa en la figura 23 no percibimos la estabilizacion de la curva de cinética
fermentativa de las levaduras P. guilliermondii, y ademas la produccién de CO; es
mucho menor que en el caso de otras levaduras del estudio, con casi 40 g/l menos que
T. delbrueckii. Por otro lado, el arranque de la fermentacidn se encuentra bastante mas
retardado que el del resto de levaduras estudiadas, empleando casi 5 dias. Por tanto,
esto se traducen en una lenta cinética fermentativa de las levaduras de la especie.

A pesar de que las levaduras de la especie P. guilliermondii presentan actividad B-
glucosidasa y proteasa (tabla 2), su implantacion en el mosto es lenta (fig. 23) y su poder
fermentativo muy bajo, de entorno a 2%vol. (tabla 4). Es por todo ello que estas
levaduras resultan poco interesantes para una posible inoculacién secuencial.
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Figura 23: Cinética fermentativa a 21°C frente al tiempo de fermentacion. Levaduras de la especie P.
guilliermondii

Los resultados de la determinacion de los azlcares residuales tras la fermentacion se
realizaron mediante el método Rebelein descrito en el apartado 4.4.3., para comprobar
si la fermentacion alcohdlica ocurria de forma parcial o completa. El ensayo de azucares
residuales nos indicé que el mosto no se hallaba completamente seco en ninguno de
los casos, todas las cepas dejaron un contenido en azlcares mayor de 28 g/l, indicativo
de que las levaduras del estudio no son capaces de terminar la fermentacion.

5.5. Ensayo killer

Los ensayos killer resultan necesarios por la implicacién de este caracter en la compatibilidad
entre levaduras cuando se realiza una inoculacién secuencial. Se ha visto que las inoculaciones
secuenciales tienen un gran potencial para modular y mejorar el perfil organoléptico de los vinos
blancos (Englezos et al., 2018). Pero las levaduras no-Saccharomyces sensibles pueden ser
desplazadas demasiado rapido por las levaduras Saccharomyces durante la fermentacion
(Ramirez et al., 2016). Del mismo modo, las levaduras no-Saccharomyces productoras de la
toxina podrian interferir negativamente en la implantacién de las Saccharomyces en caso de
que la cepa no sea resistente a la toxina (Ciani & Comitini, 2019).

Los resultados de la prueba killer descrita en 4.4.4. expuestos en la tabla 3 mostraron
que las levaduras PK1 y PK4 de la especie P. kudriavzevii presentan fenotipo sensible,
y por tanto su inoculacion supondria un riesgo para la fermentacion porque la toxina
liberada por otras levaduras podria producir su muerte celular. Sin embargo, las cepas
de esa misma especie, PK9, PK10 y PK11 asi como la levadura WA16 de W. anomalus
presentan el caracter killer (R+K+), puesto que se distinguia un halo de inhibicién claro
alrededor de las levaduras (lzgu et al., 1997). Estudios previos ya indicaron el caracter
killer de levaduras W. anomalus (Fernandez de Ullivarri, Mendoza, & Raya, 2018; Ciani
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& Comitini, 2019). En el caso de realizar una inoculacién secuencial con levaduras
Saccharomyces podrian ocurrir dos escenarios. Por un lado, si las Saccharomyces
fueran resistentes a la toxina, el caracter Killer resultaria beneficioso, pues aseguraria la
implantacion inicial de las no-Saccharomyces frente a otras levaduras presentes en el
mosto. Pero, por otro lado, en el caso de que las Saccharomyces fueran sensibles a las
toxinas, el efecto inhibitorio podria afectar a su implantacion y, por tanto, surgirian los
problemas de fermentacion. Por ese motivo seria necesario estudiar el fenotipo del resto
de levaduras y su interaccién. También podria ser una caracteristica interesante si las
levaduras fueran capaces de acabar la fermentacién, en ese caso la toxina killer
permitiria un completo dominio del proceso a la levadura seleccionada (Veldzquez,
Zamora, Alvarez, & Ramirez, 2019).

El resto de levaduras del estudio, un 83%, presentan un caracter neutro (K- R+), este
grupo de levaduras presentan un gran interés, puesto que no se verian afectadas por la
toxina Killer, pero tampoco afectarian al resto porque no son productoras de la misma.
Sin embargo, la competencia de otras levaduras no-Saccharomyces presentes en el
mosto podria afectar a su viabilidad.

6. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio revelaron el potencial enoldgico de algunas
levaduras no-Saccharomyces para producir enzimas de gran interés para la vinificacién
de vinos blancos. Este estudio mostré una gran diferencia entre las caracteristicas de
las levaduras investigadas, llegando a las siguientes conclusiones:

e Las levaduras del género Pichia resultaron ser las de menor relevancia
presentando produccion de Unicamente una de las cuatro enzimas estudiadas,
la actividad B-liasa, pero de forma muy moderada, asimismo exhibieron una lenta
y poco adecuada cinética fermentativa.

e Las levaduras de la especie T. delbrueckii, TD1, TD2 y TD3, aunque no
presentaron todas las actividades enzimaticas, podrian tener alto interés por su
gran actividad B-liasa, relacionada con la liberacion de tioles, unida a un correcto
vigor fermentativo con un rapido arranque de fermentacién y un fenotipo killer
neutro.

e En el caso de las levaduras de la especie W. anomalus destacan la WA3, WA4
y WADS por presentar produccion de tres de las cuatro enzimas estudiadas, [3-
glucanasa, B-glucosidasa y proteasa. Por otro lado, la W8, W9 y WAL0
mostraron actividad proteasa y B-glucosidasa junto con un vigor de fermentacion
muy veloz. Todas ellas con caracter neutro en el ensayo killer.

e Las levaduras del género Hanseniaspora presentaron resultados de gran interés
puesto que H. osmophila tiene actividad proteasa y B-liasa, ademas de una
correcta cinética fermentativa y un rapido arranque de fermentacién. Ademas de
lo mencionado, H. meyeri mostr6 actividad B-glucanasa y fenotipo killer neutro.

e Se ha comprobado que las levaduras del estudio contaban con un poder
fermentativo demasiado bajo y no fueron capaces, por si solas, de agotar por
completo los azlcares en las fermentaciones. Por lo que seria necesaria la
realizacion de inoculaciones secuenciales con levaduras Saccharomyces
compatibles.

Es necesario continuar realizando estudios para mejorar el conocimiento de estas
levaduras no-Saccharomyces, especialmente para determinar el papel de T. delbrueckii,
H. osmophila y H. meyeri en el proceso de fermentacion y su interaccién y/o
compatibilidad con otras levaduras.
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ANEXOS

ANEXO 1. Observacion y tabla de resultados test killer

Tabla 3: Resultados del ensayo killer

Test

Levadura Killer Test sensible Fenotipo
WA 1 K- R+ Neutra
WA 2 K- R+ Neutra
WA 3 K- R+ Neutra
WA 4 K- R+ Neutra
WA 5 K- R+ Neutra
WA 6 K- R+ Neutra
WA 7 K- R+ Neutra
WA 8 K- R+ Neutra
WA 9 K- R+ Neutra

WA 10 K- R+ Neutra
WA 11 K- R+ Neutra
WA 12 K- R+ Neutra
WA 13 K- R+ Neutra
WA 14 K- R+ Neutra
WA 15 K- R+ Neutra
WA 16 K+ R+ Killer
PK 1 K- R- Sensible
PK 2 K- R+ Neutra
PK 3 K- R+ Neutra
PK 4 K- R- Sensible
PK 5 K- R+ Neutra
PK 6 K- R+ Neutra
PK 7 K- R- Neutra
PK 8 K- R+ Neutra
PK 9 K+ R+ Killer
PK 10 K+ R+ Killer
PK 11 K+ R+ Killer
PK 12 K- R+ Neutra
PK 13 K- R+ Neutra
HO1 K- R+ Neutra
HM 1 K- R+ Neutra
PG1 K- R+ Neutra
PG2 K- R+ Neutra
TD1 K- R+ Neutra
TD2 K- R+ Neutra
TD3 K- R+ Neutra
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ANEXO 2. Observacion al microscopio

Figura 23: Morfologia apiculada de Figura 24: Morfologia apiculada de
H. meyeri Objetivo 40X H. osmophila Objetivo 40X

Figura 25: Morfologia esférica de Figura 26: Morfologia esférica de
W. anomalus Objetivo 40X T. delbrueckii Objetivo 40X
Figura 27: Morfologia ovoidal de Figura 28: Morfologia en forma de bastén de
P. guilliermondii Objetivo 100X P. kudriavcevi Objetivo 40X
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ANEXO 3. Tabla de poder fermentativo

Tabla 4: Poder fermentativo

Levadura Grado (%vol.)
WA1 25+0,2
WA 2 25+0,3
WA 3 36+22
WA 4 2,7+0,8
WA 5 1,9+0,2
WA 6 2,3+0,1
WA 7 22+05
WA 8 3,305
WA 9 1,9+0,2
WA 10 25+10
WA 11 2,3+0,7
WA 12 2,8+0,7
WA 13 28+1,0
WA 14 2,3+0,1
WA 15 1,4+0.3
WA 16 1,6+0,2
PK 1 40+13
PK 2 48+13
PK 3 2,8+18
PK 4 7,8+04
PK 5 7,2+05
PK 6 7,2+0,7
PK 7 57+0,9
PK 8 6,5+1,0
PK 9 6,2+0,1
PK 10 7624
PK 11 6,7+0,5
PK 12 7,7+0,3
PK 13 82+15
HO1 11,625
HM 2 5215
PG1 1,9+£0,2
PG2 2,1+0,9
TD1 89+19
TD2 10,5+1,1
TD3 11,2 +1,3
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