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LA PRODUCCION DE CAVA.

THESIS TITLE:
PROTEOMIC AND METABOLOMIC STUDY OF WINE YEASTS DURING CAVA
PRODUCTION.

DOCTORANDO: MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ
INFORME RAZONADO DE LOS DIRECTORES DE LA TESIS

Los doctores JUAN CARLOS GARCIA MAURICIO, Catedratico de Universidad y
MARIA TERESA GARCIA MARTINEZ, Profesora Contratada Doctora, ambos
pertenecientes al Area de Microbiologia del Departamento de Quimica Agricola,
Edafologia y Microbiologia de la Universidad de Cérdoba (UCO).

INFORMAN:

Que el trabajo de investigacion presentado por Dofla Maria del Carmen Gonzalez
Jiménez, titulado “ESTUDIO PROTEOMICO Y METABOLOMICO DE LEVADURAS
VINICAS DURANTE LA PRODUCCION DE CAVA’ se ha realizado bajo la direccion y
supervision de ambos directores en los laboratorios del IRTA-INCAVI Vilafranca del
Penedeés (Barcelona), en los del Area de Microbiologia de la UCO, en las instalaciones
del Departamento de Agricultura de la Universidad de Sassari (ltalia) y en el SCAI de
la UCO, reuniendo todas las condiciones exigidas para su presentacién y, posterior,
defensa publica de esta Tesis Doctoral con mencion Internacional y en la modalidad
de compendio de publicaciones.

El trabajo presentado por Dfia. Maria del Carmen Gonzalez Jiménez, Graduada en
Bioguimica por la Universidad de Cordoba, se encuadra en la linea de investigacion
“Protedmica y Metabol6mica de levaduras” de reciente implantaciéon en el grupo de
investigacion “Vitenol” (http://www.uco.es/grupos/vitenol/) que esta formado por
algunos miembros del profesorado del Departamento de Quimica Agricola, Edafologia
y Microbiologia de la UCO. Esta linea de investigacion tiene como objetivo principal
estudiar las relaciones de proteinas y metabolitos en condiciones enoldgicas,
particularmente, de aquellos relacionados con la calidad organoléptica de los vinos.

La doctoranda Maria del Carmen Gonzéalez Jiménez ha desarrollado, desde su
incorporacién al programa de doctorado Biociencias y Ciencias Agroalimentarias, una
intensa actividad investigadora, cuya novedad e interés para la comunidad cientifica
internacional esta avalada por las publicaciones incorporadas a la Tesis Doctoral como
primer autor de tres articulos de investigacién y otros dos en fase de preparacion para
ser enviados a publicar. Los trabajos presentados han sido publicados en revistas
indexadas en el Journal Citation Reports (JCR) de Microbiologia, en las areas
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especializadas de Microbiologia de los alimentos y de Biotecnologia de los
microorganismos.

La revision bibliografica consultada y actualizada le ha proporcionado, por un lado, una
base sélida sobre su tema de investigacion y le ha permitido elaborar una introduccién
gue consta de la elaboracién y metodologia de vinos espumosos, microbiologia y
caracteristicas organolépticas de estos vinos, asi como de un estudio de las Ciencias
Bidmicas en Enologia. Y, por otra parte, se ha centrado en tres aspectos
fundamentales como son: en el flujo de los compuestos del carbono en levaduras
vinicas, en la identificacion de las proteinas implicadas en el metabolismo de los
compuestos del aroma y en los procesos biologicos afectados por la sobrepresion de
CO; en Saccharomyces cerevisiae durante la segunda fermentacién. Los objetivos
planteados en relacion a la hipétesis formulada tienen una sélida coherencia y han
permitido obtener unos resultados importantes e innovadores dentro del area de los
vinos espumosos. La metodologia llevada a cabo ha hecho posible la consecucion de
estos objetivos. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral permiten confirmar la
hipotesis de partida, asi pues, se podria utilizar una levadura no convencional, una
levadura formadora de velo de flor, para la elaboracién de vinos espumosos. El uso de
una levadura flor para la produccion de vino espumoso seria interesante debido a su
alta tolerancia al etanol y a sus propiedades adhesivas que facilitan su mejor
recuperacion en la fase "deguelle”, lo que hace que la levadura de flor sea adecuada
para una segunda fermentacién en botella. Esto significaria, no solo una reduccion en
los costos y tiempo de produccién sino también un aumento en la biodiversidad de las
cepas de levadura para la produccion de vinos espumosos.

La realizacion de una estancia de tres meses de duracién en la Universidad de Sassari
(Italia), financiada por el IDEP de la UCO, que ha sido tutorizada por la Dra. Marilena
Budroni, donde ha mejorado sus conocimientos en fisiologia y genética de levaduras
vinicas, le ha permitido acceder a la mencion de Doctorado Internacional.

Por todo lo expuesto, se considera que la investigaciéon desarrollada y recogida en la
presente memoria reldne los requisitos de interés, originalidad, novedad y calidad
cientifica exigidos para una Tesis Doctoral por la UCO, con mencion de Doctorado
Internacional y por compendios de articulos, y emite este informe favorable para la
presentacién de la Tesis Doctoral de Maria del Carmen Gonzalez Jiménez.

Este trabajo se ha realizado gracias a los siguientes proyectos:
- “XXIIl Programa Propio de Fomento de la Investigacion 2018” (MOD 4.2.
SINERGIAS, Ref XXIIl. PP Mod 4.2) de la Universidad de Cérdoba.

-. Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades, y FEDER: Grant No. RTA2014-
00016-C03-03.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.
Cérdoba, 8 de octubre de 2020
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“— ¢Qué te parece desto, Sancho? — dijo Don Quijote —
Bien podran los encantadores quitarme la ventura,

pero el esfuerzo y el animo serd imposible.”

Segunda Parte del Ingenioso Hidalgo
Don Quijote de la Mancha

Miguel de Cervantes
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RESUMEN

El vino espumoso elaborado por el método tradicional o Champenoise implica dos
fermentaciones consecutivas. La primera fermentacion es aquella en la que el mosto de
uva se transforma en vino base v, tras su elaboracion, tiene lugar la ‘toma de espuma’,
durante la cual se desarrolla la segunda fermentacion y la autolisis de las levaduras. Esta
segunda fermentacion consiste en el llenado de las botellas con vino base y el ‘licor de
tiraje’, compuesto por levaduras, azlcar y bentonita, todo ello en botella cerrada. Este
ultimo proceso fermentativo se continGa con un periodo prolongado de envejecimiento

del vino en contacto con las lias de levadura en una zona oscura y fresca de la bodega.

Durante todo el proceso de elaboracidn del vino, las levaduras deben ser capaces
de soportar numerosos factores de estrés, como un elevado contenido en etanol, falta de
nutrientes, baja temperatura y sobrepresion de CO> enddgeno, entre otros. Las levaduras
modifican su metabolismo celular segln las condiciones ambientales, por lo que en el
proceso de elaboracién de cava se consigue mantener la viabilidad y asegurar su éxito.
De este modo, una mejor comprension del metabolismo de las levaduras, su adaptacion y
su comportamiento en las condiciones tipicas de la segunda fermentacién son necesarias
para el proceso de seleccion de cepas y su aplicacion en la industria del vino, y puede ser
interesante para el control de la calidad y la mejora del proceso de vinificacion.

La influencia de las levaduras sobre las caracteristicas organolépticas del vino es
un factor bidtico clave ya que, por un lado, éstas afectan a la calidad de la uva; y por otro,
son capaces de producir gran cantidad de compuestos que contribuyen a estas
caracteristicas y, en definitiva, a su calidad. En general, el mayor porcentaje de la
composiciéon aromatica total del vino estd representado por compuestos volatiles
derivados del metabolismo de las levaduras. Durante la fermentacién, las levaduras
producen etanol y didxido de carbono, ademas de muchos otros metabolitos importantes,
como son glicerol y &cido acético y cientos de compuestos aromaticos activos, entre los
que se incluyen alcoholes superiores, ésteres, aldehidos, cidos organicos, acidos grasos
voléatiles y compuestos de carbonilo. Como consecuencia, cada cepa produce un perfil
aromatico fermentativo diferente de compuestos volatiles, incluso cuando se utilice el

mismo mosto de uva.

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el metabolismo celular de dos cepas de

levadura industriales, Saccharomyces cerevisiae P29 y G1, durante la segunda
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fermentacion en la elaboracion de vino espumoso. La cepa P29 se usa convencionalmente
en la elaboracién de vinos espumosos procedente de la Denominacion de Origen
Vilafranca del Penedés (Barcelona, Espafia), mientras que la cepa G1 es una levadura
formadora de velo de flor responsable de la crianza bioldgica de los vinos finos de la
Denominacion de Origen Montilla-Moriles (Cérdoba, Espafia). EI empleo de levaduras
no convencionales se ha convertido en una tendencia actual muy interesante en la
industria del vino. Debido a la capacidad de esta levadura para soportar altas
concentraciones de etanol, el uso de una levadura de velo de flor para la elaboracion de
vino espumoso supone una novedosa ventaja para la industria del vino. Ademas, las cepas
de levadura de velo de flor poseen caracteristicas distintivas en comparacion con otras
cepas fermentativas de S. cerevisiae, como su capacidad para formar una biopelicula en
la interfaz aire-liquido del vino. Estas propiedades adhesivas celulares permitirian a los
endlogos eliminar facilmente las levaduras y sedimentos en la “fase de degielle” durante
la elaboracion del Cava por el método tradicional. Esto conlleva reducir los costes vy el
tiempo de produccion, lo que implica un importante paso adelante en la industria del vino
espumoso. Al mismo tiempo, mitiga la situacién actual de baja diversidad de levaduras
disponibles comercialmente para la elaboracion de vinos espumosos por el método
tradicional.

Ambos tipos de cepas presentaron una cinética de fermentacion similar. Sin
embargo, mostraron diferencias en su metabolismo celular a nivel de proteoma. Estas
diferencias son debidas a una adaptacion de la cepa de velo de flor a condiciones nuevas
de estrés. La respuesta proteémica de la cepa de levadura de flor a las condiciones tipicas
de segunda fermentacion se caracterizd por un aumento en el nimero y contenido de las
proteinas implicadas en la formacion de compuestos derivados de la fermentacion (etanol
y glicerol); y un bajo contenido proteico en las proteinas involucradas con la formacion
de ésteres. Por otro lado, la respuesta metabolémica fue bastante similar en ambas cepas.
Ademas, en la levadura flor, fue posible establecer un mayor nimero de correlaciones
significativas entre ésteres y proteinas durante la segunda fermentacion en botella. Por
otra parte, el estudio global obtenido de procesos bioldgicos que tienen lugar durante la
segunda fermentacion en la levadura convencional mostré una mayor representacion de
procesos bioldgicos relacionados con la traduccion de proteinas, probablemente en
respuesta al estrés causado por las duras condiciones de fermentacion.

Los resultados obtenidos junto con las propiedades enolégicas de capacidad de

adhesion y de tolerancia a elevadas concentraciones de etanol, convierten a la cepa G1 en

2

Caodigo Seguro de Verificacion USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Fecha 21/12/2020 00:52:18

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Péagina 19/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

ReSUMEN, > 2020 00:52

2020086579

una candidata muy interesante para la mejora de la calidad y produccion de los vinos

E€Spumaosos.
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ABSTRACT

Sparkling wine made by the traditional method, also named Champenoise,
involves two consecutive fermentations. It is in the first fermentation where the must is
transformed into base wine and, after its elaboration, the “toma de espuma” takes place.
During this stage, the second fermentation and the autolysis of the yeasts happen. This
second fermentation consists of filling the bottles with base wine and the “tirage” liquor,
composed of yeast, sugar and bentonite, all in a closed bottle. This last fermentation
process is continued with a prolonged period of aging the wine in contact with the yeast

lees in a dark and cool area of the cellar.

Throughout the winemaking process, yeasts must be able to withstand numerous
stress factors such as high ethanol content, lack of nutrients, low temperature and
endogenous CO> overpressure, among others. To maintain viability and ensure the
success of this process, yeast modifies its cellular metabolism. Therefore, a better
understanding of the yeast metabolism, its adaptation and its behavior in the typical
conditions of the second fermentation is necessary for the process of strain selection and
the improvement of its application in the wine industry. Furthermore, they can be

interesting for the quality control and the improvement of the winemaking process.

The influence of yeasts on the organoleptic characteristics of wine is a key biotic
factor since, on the one hand, they affect the quality of the grape, and on the other, they
are capable of producing a large number of compounds that contribute to these
characteristics and, ultimately, to its quality. In general, the highest percentage of the total
aromatic composition of wine is represented by volatile compounds derived from yeast
metabolism. During fermentation, yeast produces ethanol and carbon dioxide, as well as
many other important metabolites, such as glycerol, acetic acid and hundreds of active
aromatic compounds, including higher alcohols, esters, aldehydes, organic acids, volatile
fatty acids and carbonyl compounds. As a result, each strain produces a different
fermentation aroma profile of volatile compounds, even when the same grape must is

used.

In this doctoral thesis, the cell metabolism of two industrial yeast strains,
Saccharomyces cerevisiae P29 and G1, during the second fermentation in the production

of sparkling wine has been studied. The P29 strain is conventionally used in the
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production of sparkling wines, while the G1 strain is a flor veil forming yeast responsible
for the biological aging of fine wines from the Montilla-Moriles Denomination of Origin
(Cérdoba, Spain). The application of non-conventional yeasts has become a very
interesting current trend in the wine industry. Due to the capability of this yeast to support
high concentrations of ethanol, the use of a flor veil yeast for the production of sparkling
wine is a new advantage for the wine industry. In addition, flor yeast strains possess
distinctive characteristics compared to other S. cerevisiae fermentation strains, such as
their ability to form a biofilm at the air-liquid interface of the wine. These cellular
adhesive properties would allow winemakers to easily remove yeasts and sediments in
the “deguelle” phase during the production of Cava by the traditional method. This will
reduce costs and production time, which is a major step forward in the sparkling wine
industry. At the same time, it mitigates the current situation of the low diversity of
commercially available yeasts for the production of sparkling wines by the traditional

method.

Both types of strains had similar fermentation kinetics; however, they showed
differences in their cell metabolism at the proteome level. These differences are due to an
adaptation of the flor strain to new stress conditions. The proteomic response of the flor
yeast strain to typical secondary fermentation conditions was characterized by an increase
in the number and content of proteins involved in the formation of fermentation-derived
compounds (ethanol and glycerol); and low protein content in the proteins involved in
ester formation. One the other hand, the metabolomic response was quite similar in both
strains. Furthermore, in the flor yeast, it was possible to establish a greater number of
significant correlations between esters and proteins during the second fermentation in the
bottle. On the other hand, the overall study obtained from biological processes taking
place during the second fermentation in conventional yeast showed a greater
representation of biological processes related to protein translation, probably in response
to stress caused by the harsh fermentation conditions.

The results obtained, together with the oenological properties of adhesion
capability and tolerance to high concentrations of ethanol, make the G1 strain a very

interesting candidate for improving the quality and production of sparkling wines.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histéricos de los vinos espumosos

El origen de los vinos se remonta al antiguo y nuevo testamento (Libro de
Proverbios 23:31 y 9:17, respectivamente) (Bullock et al., 1998). La invencion de los
vinos espumosos se ha atribuido al monje francés Dom Pierre Pérignon, ya que fue el
primero en la regién en dar un enfoque empirico pero razonado sobre la elaboracién de
los vinos (Bonal, 1995), y fue el procureur de la abadia de Hautvilles hasta su muerte en
1715. Se dedicaba a la produccion de vino a partir de un vifiedo propio de diez hectéareas,
pero también recibia diezmos de uvas de terrenos circundantes. Dom Pérignon se propuso
obtener un vino blanco excepcional mediante el embotellamiento de ese vino sin que la
fermentacion hubiese concluido. El objetivo de esta manera de elaboracion era poder
beber el vino fuera de la bodega y conseguir una mayor duracion hasta la siguiente
cosecha (Pefiin, 2008). También, se le atribuy6 la autoria del libro: “The art of tending
vineyards and the wines of Champagne”. Este libro se publicé tres meses después de su
muerte por Canon Godinot. Consiste en un tratado de normas sobre cémo vendimiar para
obtener un vino con un color blanco inmejorable a partir de la variedad de uva Pinot Noir.
Ademas, proporciona consejos sobre coémo podar el vifiedo o la necesidad de seleccionar
la uva separando los granos putrefactos de los sanos. En esta obra también se muestra una
clasificacién de los vifiedos de acuerdo con la calidad de sus uvas y se recomendod la
vinificacion independiente, practica que aun en la actualidad, se sigue manteniendo.
Durante el siglo XVII, el vino de Champagne se consumi6 en la corte del rey francés,
Louis XIV, conocido como “Rey Sol”. A partir de ahi, el vino se fue introduciendo en la
corte francesa e inglesa como ‘vino para la aristocracia’. Hasta el siglo XV1l1, estos vinos
espumosos se transportaban en barriles hasta Inglaterra, alli se embotellaban en botellas
de vidrio ahumado para hacerlas mas resistentes a la presion ejercida por el didxido de
carbono. Al principio, las burbujas presentes en el vino suponian un inconveniente, pero
afios después, estas burbujas llegaron a representar un signo de personalidad y elegancia,
a pesar de la presencia de escamas y del aspecto blanquecino debido a las lias de la
segunda fermentacion (Diaz de Mendivil et al., 1999).

La evolucidn en la elaboracion de los vinos espumosos estuvo marcada por la
creacion de las primeras maisons de champagne en el siglo XVI11. Esto supuso un primer
paso hacia la obtencién de una mayor calidad para los vinos. Ademas, es en este siglo

cuando tienen lugar grandes descubrimientos cientificos como es el caso de Lavoisier, el

7
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primero en comprender el fendmeno de la fermentacion. Trabajo completado por Gay-
Lussac, quien escribi6 la ecuacién de esa reaccién y construyd un alcoholimetro para
poder medir el grado alcohdlico de las bebidas espirituosas.

No fue hasta el siglo XIX cuando Jean-Baptiste Francois establecid la relacion
entre la cantidad de azlcar presente en un vino en botella y la presién de gas carbonico
en su interior, como consecuencia de su interés por el gran nimero de problemas
encontrados durante la elaboracion de estos vinos causadas por las explosiones en las
botellas debidas a la presién o a la falta de az(licar necesario para el buen desarrollo de la
fermentacion (Duteurtre, 2010). Otro factor clave fue la invencion de los pupitres con
agujeros con la dimension de las botellas de forma oblicua por parte de Nicole-Barbe
Ponsardin, dando lugar a la aparicion de la etapa de removido y de deguelle para la
eliminacion de la opacidad blanguecina. Al principio se colocaban en estado horizontal y
se les giraban ligeramente a diario con un octavo de vuelta hasta llegar a una posicion
cada vez mas vertical, para conducir la nubosidad acumulada cerca del corcho de la
botella. De esta manera, al quitar el tapdn, las lias se dirigian al exterior de la botella, y el
vino adquiria un aspecto limpio y un color amarillo brillante (Olavarrieta, 1995;
Buxaderas y Lopez-Tamames, 2012).

En los Gltimos veinte afios, el mercado del vino espumoso se ha expandido de
manera muy rapida a consecuencia de la alta demanda global. La produccién de vino
espumoso se encuentra concentrada en determinadas zonas. Casi la mitad del volumen
total producido en 2018 proviene de ltalia (27%), Francia (22%), Alemania (14%) y
Espafia (11%), Figura 1. Destacan Spumante en Italia, Champagne en Francia, Sekt en
Alemania, Cava en Espafia y Cap Clasique en Sudafrica. Todos presentan una

caracteristica comun, el origen enddgeno o natural del gas carbdnico.
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Figura 1. Produccién mundial de vino espumoso (O1V, 2020).

En Espafia, el origen del Cava se encuentra asociado a la vitivinicultura catalana
de mediados del siglo XIX. Su aparicion comienza como imitacion de los vinos
espumosos elaborados en Francia y su consumo pertenecia a un ambiente elitista. Hay
evidencia de cuatro botellas de champan que se almacenaron en la bodega real durante el
reinado de Fernando VI1I. Sin embargo, estos vinos no se introdujeron en la corte espafiola
hasta el reinado de Amadeo | de Saboya, que atendi6 al gusto de la nobleza italiana en
1871 (Olavarrieta, 1995). Fue en 1879 cuando aparecieron las primeras botellas de vino
espumoso espafiol en Barcelona y suministradas por Josep Ravent6s en la regién del
Penedes. Esta region se considera el lugar de nacimiento del vino espumoso espafiol,
denominado ‘Cava’. Es en este siglo cuando varias familias de Sant Sadurnid’Anoia
comenzaron a elaborar segln el método tradicional este tipo de vino con cultivos de la
zona. De esta manera nacié el Cava con una identidad propia y distinta de cualquier otro
vino espumoso de calidad. En los afios 20, el Cava se afianz6 en el mercado espafiol
alcanzando su mayor crecimiento en los afios 60 y no fue hasta la década de los 80 cuando
se consolidd internacionalmente. Hoy es uno de los sectores vitivinicolas mas dindmicos
y présperos de la vitivinicultura. Aunque su produccion es menor en comparacion con los
vinos tranquilos, el impacto econémico para la industria enoldgica es muy importante
(mas del 95% de la produccion es catalana).

En 2018, la produccion de vino espumoso en Espafia aumentd a 2.1 mhL, siendo
el Cava el tipo de vino espumoso mas producido en el pais, representando el 89% del

volumen total producido. En ese mismo afio se vendieron mas de 90 millones de botellas
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en Espafia. En cuanto a las exportaciones, la mayor parte del vino espumoso producido
en Espafia se vende al extranjero (88% en 2018), llegando a ser el tercer exportador por
detras de Francia, con 1.8 mhL. Los principales destinos fueron Bélgica, Alemania y
Estados Unidos. Datos proporcionados por el Consejo Regulador de la Denominacién de
Origen Cava, OIV (2020) (http://www.doCava.es/).

1.2 Definicién y tipos de vinos espumosos

Segun la Orden del 27 de Julio de 1972 (B.O.E. nimero 189, de 8 de agosto de
1972) por la que se reglamentan los vinos espumosos naturales y los vinos gasificados,
se definen los vinos espumosos como “aquellos vinos procedentes de uvas de variedades
adecuadas, que contienen, como consecuencia de su especial elaboracién, gas carbonico
de origen enddgeno y que al ser descorchada la botella y escanciado el vino, forma
espuma de sensible persistencia, seguida de un desprendimiento continuo de burbujas. El
gas carbonico habrd de proceder de una segunda fermentacién, realizada en envase
herméticamente cerrado, de azlcares naturales del vino base o azlcares agregados Yy el
producto terminado debera tener una presion minima de cuatro atmdsferas, medida a
20°C”.

La seleccién de la variedad de uva para la elaboracién del vino espumoso debe
hacerse de forma minuciosa y teniendo en cuenta factores como: el clima, la formacién
de espuma, la composicion del vino base (niveles de azlcar, acidez y pH), la capacidad
de envejecimiento y el estilo del vino. Gracias a la gran diversidad de climas, suelos y
variedades de uvas en las zonas de produccién, los vinos espumosos obtenidos presentan
diferentes estilos y caracteristicas, por lo que se diferencian segin su color (la gran
mayoria de los vinos espumosos son blancos, aunque también, se pueden encontrar
algunos tintos o rosados), el nivel de azucar residual, la cantidad de didxido de carbono
disuelto y la presién a la que se encuentra disuelto dicho gas.

Los vinos espumosos se denominan en funcion de su contenido en az(icares en:

- Brut Nature: hasta 3 g/L (sin azUcar afiadido)
- Extra Brut: hasta 6 g/L

- Brut: hasta 12 g/L

- Extra Seco: entre 12y 17 g/L

- Seco: entre 17a 32 g/L

- Semi-Seco: entre 32 a 50 g/L

- Dulce: mas de 50 g/L

10
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1.3 Métodos de elaboracion de vinos espumosos

La calidad y el precio dependen, en gran medida, del método de elaboracion
utilizado. Todos comparten una caracteristica comln que es la realizacion de dos
fermentaciones consecutivas. Existen 6 métodos de elaboracion:

Método ancestral: fue el precursor del primer método desarrollado para la
elaboracidn de vinos espumosos, probablemente, del método tradicional. Este método no
presenta una segunda fermentacion como tal, sino una continuacion de la primera
fermentacion ya que el vino se embotella antes de que ésta haya finalizado. Ademas, tiene
lugar sin la adicidn de azUcar, es decir, sin licor de tiraje, ni de expedicion. EI proceso se
detiene simplemente eliminando las levaduras, el sedimento es tan insignificante que no
hay fase de degiielle. Los vinos espumosos mas famosos elaborados a partir de este
método son franceses, el Bugey (minimo dos meses en hotella) y el Ayze.

Método Champenoise o tradicional: es el méas utilizado, en el que la segunda
fermentacion y envejecimiento del vino tiene lugar en la misma botella. En Espafia, el
vino espumoso mas famoso elaborado con este método es el Cava, cuyo periodo de
envejecimiento ha de ser como minimo de 9 meses. En Francia, el Champagne, su periodo
de crianza debe ser como minimo de 15 meses entre el tiraje y el degiielle o el Champgane
Millesimé con un minimo de 3 afios después de la fecha de vendimia. En Italia, destacan
el Spumante Classico y el Astis.

Método transfer: fue inventado en Alemania. El vino base se elabora siguiendo
las técnicas tradicionales y la segunda fermentacién sucede en una botella, pero no en la
que posteriormente se va a comercializar. Una vez ha acabado la segunda fermentacion
en botella, el vino se transfiere a un tanque para su filtrado y, posteriormente, se trasvasa
a otra botella para su taponado y etiquetado final. Para el embotellado de estos formatos,
menores a la media botella y superiores al jéroboam (o doble magnum), se utiliza un
tanque rellenado con vino espumoso obtenido, tras el deglielle, desde botellas estandar.
A pesar de ser un método dificil de controlar, aln se realiza en Francia, bajo las
denominaciones Limoux, Gaillac, Bugey y Cerdon y, sobre todo, en Australia. Las
etiquetas de estos vinos deben incluir la frase «fermentado naturalmente en botella».

Método Granvas o tanque cerrado: este método se originé en la segunda mitad
del siglo X1X 'y aunque ha sido en varias ocasiones modificado y perfeccionado, se puso
a punto en 1907 por Jean-Eugéne Charmat. Este método comprende ocho fases sucesivas.

En primer lugar, el vino se deposita en un tanque sellado a 20°C de 12 a 16 horas. A

11
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continuacion, el vino se trasvasa a otro tanque donde se le afiade azucar y levadura, se
deja fermentar durante un intervalo de 10 a 15 dias. Por ltimo, el vino se traslada a otro
tanque donde se clarifica mediante refrigeracién a 2°C, se filtra a contrapresion y se
embotella. La segunda fermentacién ocurre en grandes tanques antes del filtrado y del
embotellamiento a presion. Segun este método, han de transcurrir un minimo de 21 dias
desde la inoculacion de las levaduras hasta su comercializacion. Se trata de un método de
produccion a granel, en el que se usan vinos base de calidad media y se persigue un
rendimiento rapido. Esto permite elaborar vinos de precio inferior y aunque pueden
poseer una cierta calidad, una vez son servidos pierden rapidamente la espuma. Este
método es el utilizado para la elaboracion de vinos espumosos dulces como Asti y
proseccos italianos, en los cuales el método se prolonga més dias y el vino elaborado se
denomina “charmat lungo”.

Método continuo o ruso: la elaboracién del vino base se realiza siguiendo las
técnicas clasicas de vinificacion de los vinos blancos, rosados o tintos. Emplea una serie
de tanques presurizados interconectados por los que se hace circular el vino de forma
continua para su fermentacién. En el interior de estos tanques hay anillas o virutas de
roble, las cuales recogen las células de levadura muertas, el vino queda a su salida
efervescente y espumoso y, ademas, contiene sélo una pequefia cantidad de levaduras
muertas. Tras la fase de toma de espuma tiene lugar una fase de enfriamiento y
estabilizacion del CO.. Por ultimo, el vino se almacena en un tanque tamponador y se
embotella a contrapresian.

Gasificacion: se trata del método més econémico. El vino base se elabora
siguiendo las técnicas habituales de vinificacion de los vinos blancos. La diferencia es
que los vinos elaborados con este método no sufren una segunda fermentacion, se le
inyecta dioxido de carbono exdgeno una vez que el vino ha sido estabilizado y enfriado
a -2°C. Estos tipos de vinos son tipicos en Francia, en las regiones de Bugey, Cerdon y
del valle del Loira. Se denominan vino de aguja en castellano, vi de perla en catalan, vin
pétillant en Francia, vino frizzente en Italia, viho risante en Portugal, perl wein en

Alemania y pearl wine en inglés.

1.3.1 Maétodo tradicional de elaboracion
El método tradicional es el mas costoso para llevar a cabo la elaboracidn de vinos
espumosos; sin embargo, es el mas apreciado y valorado por su calidad. Los vinos

espumosos méas conocidos elaborados que siguen este método son el Champagne y los
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diversos Crémant de Francia, Cava y Espumosos de La Rioja en Espafia y Trento en Italia
o Cap Classique en Sudafrica, entre otros.

Asi pues, el Cava corresponde a un vino espumoso que se produce a partir de
variedades de uva blancas como Macabeo o Viura, Xarel.lo, Parellada, Chardonnay,
Malvasia Riojana o Subirat Parent. Mientras que, para la elaboracion de vinos espumosos
rosados, las variedades de uva autorizadas son Monastrell, Pinot-noir, Garnacha y Trepat.

Para la elaboracion del vino base se han de seguir las normas generales
establecidas en el B.O.E para la elaboracién de vinos blancos o rosados. Estos vinos han
de presentar una graduacién alcohélica moderada, esto permitira que la fase de toma de
espuma sea adecuada y una acidez relativamente elevada, lo cual proporcionara sensacion
de frescura en la boca.

La elaboracion del Cava segun el método tradicional se lleva a cabo en dos fases
principales, que incluyen dos procesos de fermentacion consecutivos y un posterior
envejecimiento en contacto con las lias.

La primera fermentacion se realiza en grandes depdsitos, donde se obtiene un vino
base con un especial control de la temperatura (18 a 20°C), que debe ser baja para evitar
que se produzca la fermentacién del mosto de manera descontrolada, ya que se perderian
aromas y se producirian otros que no son los deseados; y para potenciar el mayor nimero
posible de aromas primarios. A continuacion, se realizan los trasiegos, clarificaciones y
mezclas adecuadas para la obtencién del vino base.

De acuerdo con la legislacion vigente, los vinos base para el Cava han de cumplir

las siguientes caracteristicas analiticas (http://www.doCava.es/):

- graduacion alcoholica comprendida entre 9.5y 11.5 % (v/v)
- un minimo de acidez total de 5.5 g/L en &cido tartarico y 3.5-6 g/L en &cido
sulfarico
- unaacidez volatil inferior a 0.60 g/L en &cido acético
- una concentracion de anhidrido sulfuroso total inferior a 140 mg/L
- un pH comprendido entre 2.8 y 3.3
- extracto seco no reductor en un intervalo comprendido entre 13 y 22 g/L
- cenizas comprendidas entre 0.70 y 2 g/L
Finalizada la elaboracidn del vino base, se procede a la fase de tiraje o toma de
espuma, durante la cual ocurrira la segunda fermentacion y la autolisis de las levaduras.
La segunda fermentacion se induce por el proceso de tiraje, que consiste en el llenado de

las botellas con vino base y el denominado licor de tiraje, compuesto de 1-2 millones de
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células de levadura/mL, 500 g/L de sacarosa y entre 0.1 y 0.2 g/L de bentonita, este
compuesto ayuda a que la aglutinacién de las lias y sustancias adheridas se dirijan al
cuello de la botella durante la fase de removido. Debido a que se afiaden
aproximadamente entre 40 - 42 mL de licor de tiraje por cada 750 mL de vino base, cada
botella recibe entre 21 y 24 g de sacarosa (Flanzy et al., 1999). El grado alcohdlico
depende de la cantidad de azlcar, asi como de la presion de didxido de carbono que suele
estar entre 5-6 atm a 20°C (Buxaderas y Lopez-Tamames, 2012).

Una vez el vino base se introduce en las botellas, ya no se le podra hacer ningln
tratamiento. Por lo que, previamente, deberan estar perfectamente limpios y estabilizados
frente a precipitaciones tartaricas y proteicas. El cerrado de las botellas se realiza con un
obturador de polietileno asegurado por fuera mediante un tapon corona. Posteriormente,
estas botellas se almacenan apiladas de forma horizontal, posicion conocida como de
rima. Es en esta posicion como se efectua la segunda fermentacion, la fase conocida como
toma de espuma y el envejecimiento del vino en contacto con las lias. La toma de espuma
se desarrolla durante 2 meses a una temperatura comprendida entre 10 y 15°C mientras
que la sobrepresion debida al CO2 enddgeno va aumentando.

La segunda fermentacion se continda por un periodo prolongado de
envejecimiento del vino en contacto con las lias de levadura en una zona oscura y fresca
de la bodega. Para que en la Unién Europea se pueda legalmente etiquetar como vino
espumoso elaborado por el método tradicional, éste ha de estar al menos 9 meses en
contacto con las lias de levaduras. La segunda fermentacion y crianza se lleva a cabo en
botellas cerradas a bajas temperaturas comprendidas entre 12-16°C (Penacho et al.,
2012). Durante el envejecimiento, ocurre la autolisis de las levaduras, se liberan al medio
unas sustancias conocidas como manoproteinas que proporcionan al vino unos caracteres
sensoriales singulares.

Tras el envejecimiento del vino con las lias, las botellas se someten a un proceso
de removido. Con este paso, se pretende conseguir que todo el sedimento formado por
levaduras, bentonita y sustancias adheridas, debido a la presién del CO, enddgeno, se
dirijan al cuello de la botella. Tradicionalmente, este removido se hacia manualmente
girando un octavo de vuelta durante 15 dias a la misma vez que se iban inclinando hasta
quedar perpendiculares con respecto al suelo; sin embargo, en la actualidad, este proceso
se ha mecanizado con giropalets que permiten manipular un mayor nimero de botellas al

mismo tiempo.

14

Caodigo Seguro de Verificacion

USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Fecha 21/12/2020 00:52:18

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Péagina 31/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

Introducciomn

21/12/2020 00:52

2020086579

Por ultimo, el depdsito formado se congela y se expulsa de la botella, proceso
conocido como deglielle. Consiste en sumergir el cuello de la botella en una solucion de
agua con anticongelante a menos 20 6 25°C, esto provoca la formacion de un tapon de
hielo. Seguidamente, se invierte y se le quita el tapdn, con lo cual se expulsa dicho
depdsito de la botella debido a la presién interna. Una vez eliminados los restos de
levadura y sustancias, las botellas se rellenan con licor de expedicion. Este licor de
expedicién puede ser el propio vino espumoso o puede contener sacarosa, mosto de uva,
mosto de uva parcialmente fermentado, mosto de uva concentrado, vino base o una
mezcla de todos estos tipos. Ademas, este licor de expedicion es, en base al azlcar que
contiene, el que establece la categoria legal del vino espumoso en funcién del dulzor, ya
que todos los vinos son secos cuando finaliza el proceso de fermentacion. Por Gltimo, las
botellas son sometidas a su taponado y etiquetado final.

Una vez finalizado el proceso de elaboracion de vinos espumosos, éstos han de
cumplir con una serie de caracteristicas analiticas, como son:

- Graduacion alcoholica entre 10.8 y 12.8 % vol

- Acidez total de 3.5 a 6 g/L en acido sulfarico

- Acidez volatil menor de 0.8 g/L

- Extracto seco no reductor entre 12 y 20 g/L

- SO libre menor de 20 mg/L y SO: total inferior a 170 mg/L
- Presion de CO2 a 20 °C superior a 4 atm

Un pardmetro de calidad de los vinos espumosos elaborados con este método es
el tiempo de envejecimiento del vino en contacto con las lias. Para la denominacién de
Cava, el periodo de envejecimiento ha de ser como minimo de 9 meses, y para que el
Cava pueda tener la etiqueta de “Reserva”, al menos de 15 meses. Mientras que un Cava
Gran Reserva esta restringido al Cava del tipo Brut Nature, Extra Brut y Brut, con un

periodo de envejecimiento de 30 meses en la misma bodega.
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Recogida y pesada de la uva
Despalillado y estrujado
. Prensado de la uva

Desfangado

Primera fermentacion

. Obtencién del Vino Base

. Clarificacion, estabilizacion y
filtracion

TR

Llenado de botellas con el vino
base
Adicion del licor de tiraje

Colocacion en posicion de rima
. Segunda fermentacién

. Envejecimiento del vino en
contacto con las lias

Proceso de removido

Degiielle
Adicion de licor de expedicion
III. Taponado y etiquetado final

Figura 2. Etapas mas relevantes del proceso de elaboracion de Cava por el método tradicional.
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1.4 Microbiologia del vino espumoso

Desde un punto microbiolégico, la fermentacion alcohélica es un proceso crucial
y complejo que implica numerosos mecanismos fisicos, quimicos y microbiolégicos
diferentes. De ahi, que la microbiota del mosto de uva sea heterogénea (Petruzzi et al.,
2017), cambia dependiendo de la lluvia, la variedad de uva, la temperatura y otros factores
como el suelo, la fertilizacidn, las practicas vitivinicolas y el riego (Jolly et al., 2014). El
mosto de uva estd compuesto, principalmente, por levaduras, bacterias y hongos
filamentosos (Fugelsang y Edwards, 2007). Sin embargo, los microorganismos
principales son las levaduras del género Saccharomyces, debido a su elevada eficacia para
metabolizar medios con una alta concentracion de azlcares y bajo contenido en
compuestos nitrogenados (Fugelsang, 1997). Aunque la microbiota mayoritaria sea
Saccharomyces, no es la Unica, también han sido aisladas otras especies de levaduras
pertenecientes a géneros conocidos como no-Saccharomyces, a destacar, Hanseniaspora
(en la superficie de las uvas), Candida, Brettanomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, y Rhodotorula (Querol y Fleet, 2006). Estas levaduras suelen
provocar cambios en las propiedades organolépticas de los vinos causando olores
desagradables y turbidez, entre otros.

Todas estas especies tienen éxito secuencialmente durante la fermentacién
espontanea. Dicha fermentacion se inicia por varias especies de levaduras (Kloeckera
apiculata, Hanseniaspora uvarum, entre otras) que se caracterizan por presentar bajo
poder alcoholigeno, seguidas de especies de Candida, levaduras formadoras de velo como
Picchia, Debaryomyces y, en menor medida, Hansenula, Kluyveromyces, Brettanomyces,
Cryptococcus y Rhodotorula minuta (Fleet, 1993; Pretorius, 2000). Durante los primeros
dias de fermentacion, estas levaduras alcanzan su maximo de poblacion, oscilando entre
10%y 107 UFC/mL. Sin embargo, la mayoria desaparecen durante las siguientes etapas de
la fermentacion (Fleet et al., 1984; Henick-Kling et al., 1998), y ésta se continta por
levaduras mas resistentes y con un mayor poder fermentativo como Zygosaccharomyces,
Torulaspora y Saccharomyces (Beltran et al., 2002; Jolly et al., 2006). Durante el
transcurso de la fermentacion, estos microorganismos se ven afectados por varios estreses
como elevadas concentraciones de SO. y etanol, pH bajo, deficiencia de oxigeno y
nutrientes, o baja capacidad de fermentacién, todo ello provoca que el crecimiento de la
levadura se ralentice o incluso se llegue a la muerte celular (Granchi et al., 1998; Combina
etal., 2005). Por altimo, la fermentacion se termina por distintas cepas de Saccharomyces

cerevisiae, convirtiéndose en la especie dominante de levadura y, por tanto, la mayoria
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del etanol producido durante la fermentacién es debido al metabolismo de dicha levadura
(Torok et al., 1996). Esta especie fermenta los azlcares para la produccion de etanol y
otros metabolitos secundarios como glicerol, acetato, succinato, piruvato y varios ésteres,
de esta manera contribuyen a las propiedades organolépticas del vino (Gonzalez-Ramos
y Gonzélez, 2006).

En las altimas décadas, hay una tendencia a la realizacién de fermentaciones con
indculos de levaduras seleccionadas con el objetivo de obtener los resultados deseados y
reproducibles en la calidad de los vinos. Las cepas de levadura que participan en la
segunda fermentacidon se seleccionan de acuerdo con criterios fermentativos, sensoriales
y tecnoldgicos (Martinez-Rodriguez et al., 2001; Suarez-Lepe, 2007).

Criterios fermentativos:
- alta eficiencia fermentativa

- tolerancia a elevadas concentraciones de etanol

intervalo 6ptimo de temperatura

- produccidn de biomasa moderada
Criterios sensoriales:

- baja produccion de H.S y de acidez volatil

- produccion de glicerol y ésteres volatiles

- consumo de &cido malico

- capacidad de realizar el proceso de autolisis para la liberacién de manoproteinas
Criterios tecnoldgicos:

- estabilidad genética y tolerancia al SO>

- capacidad de adhesion y floculacién

- factor killer

1.4.1 Saccharomyces cerevisiae
Se trata de una levadura (hongo unicelular microscopico) responsable de la
fermentacion alcohdlica, proceso mediante el cual el mosto se transforma en vino. Es la
especie mas conocida y utilizada para la elaboracion de vinos, ademas de ser la
responsable de la produccion de pan, cerveza, entre otros. De esta gran variedad de
aplicaciones surge la seleccion de cepas o genotipos de S. cerevisiae apropiados para
diversos tipos de vinificacion. También, se considera un organismo modelo, cuyo estudio

sirve como base para el desarrollo de diversas disciplinas dentro del &mbito de la Biologia.
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Fue en 1996 cuando se obtuvo la secuencia completa de los 16 cromosomas que
componen el genoma de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996). Posee un genoma compacto
y relativamente pequefio, ADN repetitivo y unos pocos intrones. Las cepas haploides
contienen aproximadamente 12-13 Mb de ADN nuclear, distribuido a lo largo de 16
cromosomas lineales y unos 6600 genes.

Es una levadura anaerobia facultativa perteneciente al filo Ascomycota del reino
Fungi. Se encuentra protegida por dos envolturas celulares, la pared celular y la
membrana plasmatica. La pared celular proporciona una barrera con el exterior y preserva
la integridad osmética de la célula, modificando su morfologia en funcion de su estado
fisiologico y controlando la permeabilidad. En S. cerevisiae, estas capas constituyen el
15 % del volumen total de la célula. La pared celular tiene un espesor entre 100 y 200 nm
y constituye entre el 15y el 30 % de la masa seca de la célula en estado vegetativo. Este
porcentaje depende de las condiciones de crecimiento, estrés, mutaciones, entre otras (Yin
et al., 2007; Backhaus et al., 2010). Esta formada por dos constituyentes principalmente,
manoproteinas (35 — 40 % peso seco de la pared) y B-glucanos. Los B-glucanos pueden
dividirse en dos grupos: B-1,6-glucanos (5 - 10 % peso seco de la pared) y f-1,3-glucanos
(50 - 55 % peso seco de la pared). Algunas manoproteinas pueden tener actividad
enzimatica (hidrolasas o reticulantes) y otras funciones estructurales (aglutininas o
floculinas) (Molon et al., 2018). También, aparece en la pared una pequefia cantidad de
quitina (1 — 2 %) localizada, principalmente, en las cicatrices que quedan tras la gemacion
(Normand et al., 2005). Sin embargo, la localizacién de éstos depende de la etapa de
desarrollo, la fase de crecimiento, las condiciones nutricionales y las diversas condiciones
de estrés a las que se encuentra sometida. Cuando las levaduras estan en fase de
crecimiento o logaritmica, la pared celular es mas porosa que en fase estacionaria (De
Nobel y Barnett, 1991; Kuranda y Robbins, 1991).

La funcion principal de la pared celular es la de proteccion, pero en ella, también
tiene lugar el reconocimiento molecular, que determinard su interaccion con otras células
(unién sexual, floculacion, el factor killer, entre otras).

Existen dos clases principales de proteinas unidas covalentemente a los
polisacaridos de la pared celular:

- Proteinas de la pared celular dependientes de GPI (GPI-CWP). La mayoria
se encuentran unidas indirectamente a B-1,3-glucano a través de un resto
de B-1,6-glucano de conexion. En el genoma de S. cerevisiae se han
identificado alrededor de 6070 proteinas GPI (Caro et al., 1997).
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- Proteinas Pir (Pir-CWP). Estas proteinas estan acopladas a -1,3-glucano
a través de un enlace sensible a los alcalis. S. cerevisiae posee una familia
de cuatro proteinas (Mr$a y Tanner, 1999).

Por otro lado, lamembrana plasmatica constituye una barrera estable e hidrofébica
entre el citoplasma y el medio extracelular, de unos 7 nm de grosor y con algunas
invaginaciones hacia el citosol. Esta formada, principalmente, por lipidos y proteinas.
Entre los lipidos destacan los fosfolipidos como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina,
y pequefias proporciones de fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidiltidilglicerol,
ademas de los esteroles, ergosterol y zimosterol.

En cuanto a las proteinas de la membrana plasmaética pueden ser de dos tipos
integrales o periféricas. Las proteinas integrales estan fuertemente asociadas a la region
no polar de la bicapa lipidica, mientras que las periféricas se encuentran unidas a las
integrales. Algunas de las funciones de las proteinas de la membrana que se deben resaltar
son proporcionar anclaje para el citoesqueleto, transduccion de sefiales, transporte de
solutos (permeasas, canales, ATPasas) y facilitadoras del transporte.

El citoplasma se encuentra entre la membrana plasmatica y la membrana nuclear.
Esté& formado por el citosol, que consiste en una solucién tamponada de pH entre 5 y 6.
Principalmente, contiene iones, compuestos organicos de bajo y medio peso molecular y
macromoléculas solubles; y por un citoesqueleto interno formado por estructuras
filamentosas (microfilamentos, microtdbulos y filamentos intermedios) y ademés

contiene los organulos tipicos de eucariotas.

1.4.2 Cinética de crecimiento durante la fermentacion alcohdlica

Las levaduras son hongos unicelulares que pueden multiplicarse asexualmente por
gemacion o fision y sexualmente mediante la formacion de esporas, s6lo el género
Schizosaccharomyces se reproduce por fision binaria. Segun el tipo de reproduccién, se
pueden clasificar en tres grupos morfolégicos: Ascomycetes, Basidomycetes y
Deuteromycetes (son incapaces de esporular en condiciones de laboratorio). Las
levaduras que se pueden encontrar en las superficies de las uvas y en el vino son del tipo
Ascomycetes y Deuteromycetes.

S. cerevisiae pertenece a los Ascomycetes que se reproduce asexualmente por
gemacion, si las condiciones son Optimas, y sexualmente formando ascosporas en el
interior de un asca o saco si las condiciones ambientales son adversas (algunos ejemplos

son carencia de nutrientes, bajo pH y temperatura).
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En condiciones dptimas, S. cerevisiae puede duplicar su poblacién cada 90
minutos, cuyo ciclo de division celular estd formado por una fase de replicacion del ADN
(Fase S) y otra de segregacién cromosdmica o mitosis (Fase M), ambas fases se
encuentran separadas por dos fases G, la Gy, entre la M del ciclo previoy la S, y la fase
Gy, entre la Sy la M, finalizando con la separacion citoplasmica o citoquinesis (Figura 3)
(Futcher, 1990; Forsburg y Nurse, 1991). Se trata de un proceso asimétrico en el que la
célula recién formada es mas pequefia que la célula madre. Mientras que esta Gltima puede
iniciar inmediatamente un nuevo ciclo de division, la célula hija debe crecer hasta

alcanzar un tamafo critico antes de iniciar su primer proceso de gemacion.

E Iniciaciéndela ;
fmmm- N sintesisde ADN |
- Separacién
! celular

layema !

1 P .
! Divisiénnuclear |
tardia i

! Segregacidn l
............. ! cromosémica !
Divisiéndel | !

nicleo i

Figura 3. Esquema simplificado del ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae.

Por el contrario, en condiciones adversas con escasez de nutrientes, las células
diploides entran en meiosis, se generan cuatro ascosporas haploides, dos ascosporas de
signo sexual MATa y dos MATa, envueltas en un asca. Cuando las ascosporas se liberan
del asca y germinan, comienzan a multiplicarse y forman una linea celular haploide.

Al inicio del proceso de elaboracién del vino, las levaduras comienzan a
metabolizar los azlcares y otros compuestos presentes en el mosto de uva para obtener
energia y aumentar su poblacién. La Figura 4 muestra el ciclo clasico de crecimiento de
la levadura bajo condiciones estandar. El crecimiento de una poblacion se puede definir
como la suma de los ciclos celulares de todos los individuos. Durante cada generacién
(intervalo de tiempo para la formacién de dos células a partir de una) el nimero de células

como de biomasa se duplica (Madigan et al., 2015).
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Durante las primeras horas de la fermentacion alcohodlica, el nimero de la
poblacién de levaduras no aumenta. Durante este periodo, también Ilamado fase de
latencia o fase lag, es necesario que las células de levadura se adapten a las nuevas
condiciones ambientales. La poblacion de la microbiota inicial depende de varios
factores. Si no se inoculan levaduras, la poblacion suele ser de alrededor de 10*
células/mL. Sin embargo, esta poblacion inicial de microorganismos puede ser mas alta
si las uvas han sido atacadas por otras plagas de hongos (Moreno-Arribas y Polo, 2005).
Una vez que las levaduras se han adaptado a las condiciones ambientales, comienzan a
crecer y, por tanto, a dividirse. Este periodo, llamado fase de crecimiento exponencial o
fase logaritmica, esta muy influenciado por la temperatura, la concentracion de amonio y
amino&cidos, entre otros nutrientes y por la presencia de oxigeno. Durante la fase de
crecimiento exponencial, cuya duracion es de 3-6 dias, las levaduras aumentan su
poblacion hasta 107-108 células/mL. Después, la levadura deja de crecer porque algunos
nutrientes son deficientes. Durante esta nueva fase, Ilamada fase cuasi estacionaria, la
poblacién de levaduras permanece casi estable. Esta fase suele prolongarse de 2 a 10 dias.
Mas tarde, comienza la fase de declinacion o fase de muerte y la poblacién de levaduras
disminuye gradualmente hasta que casi desaparece por completo. Durante este periodo,
las levaduras mueren debido a la escasez de nutrientes y a la toxicidad de algunos
compuestos como el etanol producido durante la fermentacion alcohdlica (Lafon-
Lafourcade et al., 1984; Moreno-Arribas y Polo, 2005). El éxito de una fermentacion
alcohdlica consiste en mantener la poblacién de levaduras viables y activas en niveles
suficientes hasta que todos o la mayor parte de los azlcares fermentables se hayan
consumido.

Para llevar a cabo la segunda fermentacion, las levaduras han de pasar por un
periodo de aclimatacion (Tai et al., 2007) a los factores de estrés propios de la segunda
fermentacion como son elevado contenido en etanol, pH 4&cido, baja temperatura,
concentracién de SO, total entre 50 - 80 mg/L y elevada acidez total, entornoa 5 - 7 g/L
de H2S04.
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Figura 4. Ciclo de crecimiento de las levaduras (Figura adaptada de Moreno-Arribas y Polo, 2009).

La segunda fermentacion es muy lenta con respecto a la primera fermentacion
alcohdlica, suele durar de 15 a 30 veces mas. Autores como Martinez-Rodriguez y
colaboradores (2002) verificaron que a partir de un inéculo de 108 UFC/mL, S. cerevisiae
es capaz de alcanzar una poblacion del orden de 10" UFC/mL. La viabilidad celular
durante la segunda fermentacion disminuye pasados 15-20 dias después del tiraje, de
modo que no se encuentran en el vino células de levaduras vivas transcurridos entre 60-
90 dias (Feuillat y Charpentier, 1982). Ademas, la morfologia de las levaduras se
modifica durante la segunda fermentacion, incluso se ha evidenciado un cambio en el
tamafio de la vacuola, la separacion del citoplasma de la pared celular, la existencia 0 no
de yemas de division, entre otros cambios (Gonzalez et al., 2003; Martinez-Rodriguez et
al., 2004). S. cerevisiae fermenta alrededor de 20 g/L de azlcar durante la segunda
fermentacion entre los primeros 20-30 dias, mientras que durante la primera fermentacion
es capaz de metabolizar alrededor de 175 g/L.

1.4.3 Levaduras de velo de flor
Uno de los principales criterios de seleccion y mejora genética de las levaduras
vinicas es la capacidad de adhesion y floculacion. La levadura de flor o formadora de velo
de flor S. cerevisiae cumple con estos requisitos. Estas levaduras estan intimamente
asociadas con la fermentacion alcohdlica y los procesos de envejecimiento bioldgico, que

se llevan a cabo en Espafia (Andalucia), Italia (Cerdefia), Hungria y Francia (Jura) para
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producir los vinos de Jerez y de Montilla-Moriles, Vernaccia di Oristano, Szamorodni y
Vin Jaune, respectivamente.

La caracteristica principal de estas levaduras es que al final de la fermentacion
alcohdlica, cuando se encuentran con un bajo nivel de azlcares fermentables, baja
concentracién de oxigeno, bajo pH, presencia de sulfitos (aproximadamente 30 mg/L de
SO total) y una alta concentracion de etanol de entre 14-16% (v/v) cambian de un
metabolismo fermentativo a uno oxidativo (proceso conocido como cambio dialxico).
Esto provoca que emerjan a la superficie del vino para formar agregados multicelulares
(Alexandre, 2013). Esta agregacion conduce a la formacién de una biopelicula, también
denominada biofilm o velo de flor (Alexandre, 2013; Legras et al., 2014). Esta respuesta
se considera como un mecanismo adaptativo que permiten a las células de levadura
acceder al oxigeno y crecer en presencia de fuentes de carbono no fermentables como es
el etanol (Zara et al., 2005).

En S. cerevisiae este velo de flor también puede formarse en otras fuentes
reducidas de carbono no fermentable como acetato de etilo o glicerol (Zara et al., 2010).
Un buen velo de flor esta formado, principalmente, por cepas de S. cerevisiae, pero otros
tipos de velos se pueden formar por otras levaduras como Pichia, Candida, Hansenula y
Torulaspora delbrueckii y algunas bacterias también pueden originar otro tipo de velo
(Martinez et al., 1995; Suarez-Lepez e Ifiigo-Leal, 2004; Pozo-Bayon y Moreno-Arribas,
2011).

Para que tenga lugar el envejecimiento biolégico, el vino resultante después de la
fermentacion alcohdlica se transfiere a barriles dejando un espacio de aire ya que no se
rellenan al completo, esto permite a la levadura cambiar de un metabolismo fermentativo
a uno oxidativo. En S. cerevisiae, se han descrito diferentes proteinas implicadas en la
formacion de biopeliculas, entre las que se incluyen Flo11p (Zara et al., 2005), Hsp12p
(Zara et al., 2002) y Ccw14p (Moreno-Garcia et al., 2018). La capacidad de formacién
de biofilm de las diferentes cepas de S. cerevisiae se ha relacionado con el nimero de
secuencias repetidas y con los niveles de transcripcion del gen FLO11 (Zara et al., 2009).
Durante el cambio dialxico, se produce un aumento en la expresion del gen FLO11, esto
provoca un aumento de la hidrofobicidad de la superficie celular, facilita la agregacion
de las células y el atrapamiento de didxido de carbono, de este modo, se permite que el
agregado celular ascienda a la superficie del vino y desarrolle una biopelicula (Zara et al.,
2005). Los organulos y los componentes celulares, asi como la pared celular y las

mitocondrias juegan un papel importante en el metabolismo oxidativo de las levaduras
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flor y, por lo tanto, en sus mecanismos de defensa antioxidante (Moreno-Garcia et al.,
2014). La formacion de biofilm ocurre cuando la concentracion de cualquier fuente de
carbono fermentable es imperceptible o nula (limura et al., 1980) o en presencia de otras
fuentes de carbono, como glicerol y acetato de etilo, que pueden inducir la formacién de
dicha biopelicula (Zara et al., 2010). Sin embargo, ante la falta de disponibilidad de una
fuente de nitrégeno, la levadura de flor es incapaz de formar biofilm (Mauricio et al.,
2001; Berlanga et al., 2006).

Inicialmente, la capacidad de las levaduras de flor para formar ese biofilm sobre
la superficie del vino se atribuy6 a su alta hidrofobicidad, gracias a una composicion
especifica de sus paredes (limura et al., 1980). Sin embargo, se debe a que el genoma de
esta levadura cuenta con dos mutaciones, una en el promotor y otra en las regiones
codificantes del gen FLO11. Este gen codifica una glucoproteina de superficie celular
anclada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), requerida para la formacion de pseudohifas,
crecimiento invasivo, floculacién y formacion de biofilm (Guo et al., 2000; Fidalgo et al.,
2006; Ryan et al., 2012). El resultado de estas mutaciones conlleva una mayor expresion
de dicho gen y una mayor adhesion celular. La regulacion de la expresion de FLO11 es
altamente compleja e implica varias vias, como las vias Ras/cAMP/PKA y MAP-quinasa,
y también dos ARNs no codificantes (ICR1 y PWR1) (Briickner y Mosch, 2011;
Kraushaar et al., 2015).

Recientemente, Eldarov y colaboradores (2018) observaron que el polimorfismo
genético no solo afecta al gen FLO11, sino también a los genes involucrados en la
morfologia de la levadura, el metabolismo de los carbohidratos, la homeostasis idnica, la
respuesta al estrés osmético, el metabolismo de los lipidos, la reparacién del ADN y a la
biogénesis de la pared celular. Este polimorfismo génico se debe, principalmente, a la
acumulacion de SNP/InDel (Single Nucleotide Polymorphism / Insertion or deletion
contraction). Estos autores, también, observaron la presencia de ciertos genes en la
levadura de flor que no se identificaron en la cepa de referencia, como el gen MPR1 que
codifica la N-acetiltransferasa que estd implicada en la tolerancia al estrés oxidativo a
través del metabolismo de la prolina. Las proteinas Hsp12p, Nrglp y Btn2p y las proteinas
de pared celular, Ccw7p, Pir2p y Hsp150p también estan relacionadas en la formacién de
biopeliculas (Zara et al., 2002; Ishigami et al., 2004; Espinazo-Romeu et al., 2008).

La levadura de flor contiene cientos de SNPs, InDels, reordenamientos
cromosomicos Yy alteraciones del contenido genético que difieren del resto de levaduras

vinicas (Coi et al., 2017; Eldarov et al., 2018; Legras et al., 2018), ello sugiere su
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adaptacion fisioldgica y metabolica a su entorno (Moreno-Garcia et al., 2014, 2015b,
2017). Una caracteristica muy interesante, ademas de la formacién de biofilm, es su
tolerancia a elevadas concentraciones de etanol que podria ser explicada por la activacion
de genes involucrados con la respuesta de proteina desplegada (UPR) y su factor de
transcripcion Haclp (Navarro-Tapia et al., 2016).

Actualmente, se intenta ampliar el conocimiento acerca de estas levaduras de flor,
tratando de revelar sus caracteristicas genéticas y su adaptacion a las condiciones de
envejecimiento bioldgico (Coi et al., 2017; Eldarov et al., 2018), su diversidad (Marin-
Menguiano et al., 2017; David-Vaizant y Alexandre, 2018) o incluso caracterizar su
proteoma (Moreno-Garcia et al., 2017; Moreno-Garcia et al., 2019).

1.4.4  Proceso autolitico de las levaduras

El proceso de autolisis de las levaduras en la elaboracién de vinos espumosos por
el método tradicional tiene lugar durante el envejecimiento del vino en contacto con las
lias y esta estrechamente relacionado con la calidad sensorial del vino espumoso
resultante.

La autolisis consiste en la autodegradacién enzimatica de los constituyentes
celulares de las levaduras, liberandose aminodacidos, péptidos, nucleétidos,
manoproteinas, ésteres, alcoholes, aldehidos, &cidos y lactonas (Martinez-Rodriguez y
Polo, 2000; Alexandre y Guilloux-Benatier, 2006; Villamiel et al., 2008; Kemp et al.,
2015). El proceso de autolisis se inicia durante la fase estacionaria de crecimiento de las
levaduras (Babayan y Bezrukov, 1985). Suele comenzar transcurridos de 2 a 4 meses
después del final de la segunda fermentacion en botella (Feuillat y Charpentier, 1982;
Charpentier y Feuillat, 1993; Todd et al., 2000). Desde el punto de vista enoldgico, se
trata de un proceso lento (Cebollero et al., 2005; Cebollero y Gonzalez, 2006). Estos
compuestos contribuyen de manera significativa a las propiedades organolépticas del vino
final, esto justifica que el tiempo minimo de crianza del Cava oscile desde 9 meses hasta
alcanzar los 30 meses en el caso de los Gran reserva.

El proceso autolitico se puede dividir en 4 etapas bien diferenciadas. Comienza
con la liberacion de una mezcla de polisacéridos y de cadenas cortas de oligosacaridos
por parte de las enzimas endo y exo-B-(1,3)-glucanasas, constituyentes que hacen
inviables la pared celular de la levadura. Una fraccién de estos polisacaridos corresponde
a las manoproteinas unidas covalentemente al glucano de la pared. A continuacion, se

produce la hidrolisis parcial del glucano, que provoca la liberacion de las manoproteinas
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de mayor peso molecular con bajo contenido en glucosa provenientes, principalmente, de
la zona periplasmatica. Esta hidrolisis se continua con la degradacién de los restantes
glucanos de la pared y del medio extracelular por las enzimas B-(1,3)-glucanasas. Por
altimo, las exo-B-(1,3)-glucanasas, solubilizadas en el medio, degradan el glucano unido
a las manoproteinas y éstas a su vez, pueden ser hidrolizadas por a-manosidasas u otras
proteasas, provocando la liberacién de peptidomananos de pequefio tamario (Charpentier
y Freyssinet, 1989).

Como consecuencia de este hecho, se produce la liberacién al vino de diferentes
compuestos procedentes tanto del interior de la célula como de la pared celular de la
levadura. Todos estos compuestos resultan fundamentales para las propiedades
organolépticas del vino espumoso final. Este fendmeno depende de diferentes factores,
como la temperatura, el pH o la presencia de etanol (Martinez et al., 2018). Los
compuestos liberados al vino gracias a este proceso son, principalmente, compuestos
nitrogenados (aminoacidos, oligopéptidos y polipéptidos), polisacaridos, lipidos y acidos
nucleicos.

Las manoproteinas proporcionan estabilidad al vino y contribuyen de manera
importante a sus propiedades organolépticas. Varios estudios afirman que las
manoproteinas mejoran la estabilidad tartarica y proteica (Moine-Ledoux y Dubourdieu,
1999; Gonzalez-Ramos et al., 2008), incluso aumenta el cuerpo del vino y consigue
mayor redondez en boca, que suaviza la sensacion de astringencia y amargor de los
taninos (Escot et al., 2001; Pérez-Serradilla y De Castro, 2008). También, contribuyen a
la mejora de la estabilidad de la espuma (Nunez et al., 2005; Abdallah et al., 2010) ya
que son capaces de unirse a las burbujas de CO> por su region hidrofébica. Esta union
provoca un aumento en la tension superficial de las burbujas, que produce una mayor
estabilidad de la espuma (Coelho et al., 2011). Otro aspecto a destacar de las
manoproteinas es su participacion en la mejora de la floculacion de las levaduras, este
hecho facilita la eliminacidn de las levaduras de la botella durante la fase de deguelle
(Escot et al., 2001).

Al tratarse de un periodo largo y lento requiere una inversion considerable en
equipos por parte de las bodegas, lo que conlleva elevados costes de produccion e implica
la inmovilizacion de las existencias de la bodega. Por ello, necesitan almacenar gran
cantidad de botellas durante largos periodos de tiempo. Ademas, el almacenamiento de
los vinos durante este periodo de tiempo se ha asociado con una mayor contaminacion

bacteriana. De ahi la necesidad de que las bodegas precisen estrategias para acelerar este
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proceso de autolisis como por ejemplo el uso de ultrasonidos, microondas y
homogeneizacién a alta presiéon (Martinez et al., 2016).

Recientemente, se ha desarrollado una técnica conocida como Campo eléctrico
pulsante, Pulsed Electric Fields (PEF), que provoca el incremento de la permeabilidad de
la membrana citoplasmatica de las células (electroporacion) mediante la aplicacién de
pulsos de alta intensidad de campo eléctrico (kV/cm) y de corta duracion (ps-ms). Esto
desencadenaria la autolisis de la levadura y la liberacion acelerada de manoproteinas al
medio (Martinez et al., 2019). Lo que reduciria los tiempos de envejecimientos necesarios
para que se produzca la autolisis, ademas de, una reduccion en los costes de produccién

para la industria enoldgica.

1.45 Fermentacion alcohdlica

Una de las principales caracteristicas de S. cerevisiae es su capacidad de convertir,
rapidamente, azlcares en etanol y dioxido de carbono en condiciones anaerobias y
aerdbicas. Puesto que S. cerevisiae es un microorganismo anaerobio facultativo, cuando
las levaduras pueden disponer de oxigeno utilizan la via respiratoria al tratarse de una via
més favorable energéticamente. Este fendmeno de inhibicidon de la fermentacién en
presencia de oxigeno fue descubierto por Pasteur, y se conoce como “Efecto Pasteur”
(Moreno y Peinado, 2010). Por otro lado, en medios muy bien oxigenados y con elevadas
concentraciones de azlcares fermentables (>100 mg/L), la levadura reprime la sintesis y
actividad de las enzimas respiratorias y produce etanol por via fermentativa. A este
fendmeno se le conoce como “Efecto Crabtree” o “Anti-Pasteur” (De Deken, 1966). El
rendimiento energético del proceso de fermentacidn es menor que el proceso catabélico
de respiracion.

La fermentacion alcohdlica es la conversién de los dos principales azlcares de la
uva, la glucosa y la fructosa, en etanol y dioxido de carbono para la obtencion de energia,
entre otros metabolitos. Se realiza por levaduras del género Saccharomyces,
principalmente por S. cerevisiae y S. bayanus. El desarrollo de la fermentacion alcohdlica
esta relacionado con la calidad del vino, ya que se encuentra influenciada por la calidad
del mosto, que depende de la variedad de uvay su procedencia, de las practicas enoldgicas
y de la poblacion microbiana (Longo et al., 1991).

Se considera una fermentacion alcohoélica exitosa aquélla en la que hay un
consumo completo de los azucares del mosto (menos de 2 g/L de azlcares residuales en

el medio), de esta manera se evitan problemas futuros como pueden ser las
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refermentaciones o aumento de la acidez volatil. Una fermentacion se considera idonea
cuando el 95% del azlcar es convertido en etanol y didxido de carbono, el 1% en material
celular y el 4% en otros productos como glicerol, acido succinico, &cido acético, acido
lactico, butanodiol, alcoholes superiores, ésteres, entre otros (Boulton et al., 1999). En la
mayoria de los casos, suele producirse un aumento de temperatura de 1.3°C por cada
grado Brix consumido por litro (Boulton et al., 1999).

Un factor muy importante a tener en cuenta, por tanto, es la temperatura a la que
se lleva a cabo la fermentacion, ya que influye en el crecimiento de las levaduras, y esto
a su vez, deriva en un cambio en la duracion de la fermentacion, lo que puede conllevar
a un cambio en la composicion quimica y organoléptica del vino (Fleet y Heard, 1993).
La duracidn de la fase de latencia y el retraso en el inicio de la fermentacién disminuye a
medida que aumenta la temperatura. Igualmente, la velocidad maxima de fermentacion
aumenta a medida que la temperatura de fermentacién aumenta. Un inicio lento de la
fermentacion puede facilitar el crecimiento de bacterias acéticas y lacticas o de especies
de no-Saccharomyces mejor adaptadas a las bajas temperaturas (Hierro et al., 2006;
Goddard, 2008; Andorra et al., 2010).

En general, se sabe que durante la fermentacion la tasa de catabolismo de azucar
disminuye. Este fendmeno se ha atribuido a la toxicidad del etanol, el transporte
decreciente de solutos y a una falta general de nutrientes. En particular, el amonio y los
amino&cidos se consumen entre las primeras 24 y 48 h, teniendo lugar el resto de la
fermentacion bajo la inanicion de nitrégeno. Por lo tanto, en etapas posteriores de las
fermentaciones, un aumento gradual en las concentraciones de etanol y un lento
agotamiento de azUcares (Figura 5) y otros nutrientes estan mediados por el metabolismo
de las células que no proliferan. La cantidad de aztcar consumida por las levaduras puede
variar segun el tamafio del indculo, la temperatura de fermentacion y la disponibilidad de
nutrientes (Kunkee y Bisson, 1993). Ademaés de la degradacion de los azlcares, también,
se realiza la transformacion de compuestos de nitrégeno y compuestos azufrados
esenciales para el mantenimiento de las estructuras celulares y la multiplicacion celular
(Rodicio y Heinisch, 2017).
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Figura 5. Cinética tipica de la degradacion de glucosa y fructosa y de la produccién de etanol durante la
fermentacion alcohélica (Rodicio y Heinisch, 2017).

La fermentacién alcohélica comienza con la degradacion del azdcar por parte de
las levaduras mediante la via respiratoria a través de la ruta de la glucolisis. El piruvato
formado se incorpora al ciclo de Krebs para la obtencidn de energia, lo que permite la
rpida multiplicacién de las levaduras alcanzando una elevada biomasa. Esta via es
seguida por las levaduras hasta el agotamiento del oxigeno disuelto en el mosto, una vez
agotado el oxigeno, las levaduras contindan la via fermentativa (Efecto Crabtree).

Durante la fermentacidn alcohélica, el piruvato puede convertirse en muchos
metabolitos, siendo el etanol y el diéxido de carbono los productos de fermentacién
predominantes. El tercer compuesto mas abundante que se produce en el vino es el
glicerol, que se sintetiza principalmente en las primeras etapas de la fermentacion para
reoxidar el NADH generado por la falta de acetaldehido. A medida que transcurre la
fermentacion y se ha producido suficiente acetaldehido, la reoxdiacién del NADH se
realiza fundamentalmente en el paso de acetaldehido a etanol por la alcohol
deshidrogenasa. El glicerol también se forma como soluto compatible en situaciones de
estrés (Porras-Agiiera et al., 2020b).

Ademas de formar etanol y glicerol, las levaduras liberan al medio pequefias
cantidades de otros productos de fermentacidn, en particular, &cidos organicos como
acetato y succinato, pero también alcoholes superiores, ésteres y aldehidos. Aunque las
tasas especificas de formacion de estos compuestos son, a menudo, de 6érdenes de
magnitud mas bajos que las tasas de formacion de etanol, algunos juegan un papel muy

importante en las propiedades organolépticas de los vinos (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la fermentacién alcohdlica y gliceropiruvica. Sintesis de compuestos volatiles que
contribuyen a las propiedades organolépticas del vino.

1.5 Caracteristicas organolépticas de los vinos espumosos

La influencia de las levaduras sobre las caracteristicas organolépticas del vino ha
sido un tema estudiado desde los tiempos de Pasteur. Los microorganismos son un factor
bidtico clave en la composicion quimica del vino, ya que afectan a la calidad de lauvay
son capaces de producir gran cantidad de compuestos que contribuyen a las caracteristicas
organolépticas. En general, el mayor porcentaje de la composicion aromatica total del
vino esta representado por compuestos volatiles derivados del metabolismo de la
levadura. Las caracteristicas que definen la calidad y la composicion quimica de un vino
espumoso son la espuma, el sabor y el aroma.

La calidad de su espuma viene definida por la cantidad de espuma producida
(espumabilidad) y su persistencia. La espuma es provocada por la liberacion lenta de CO;
desde el fondo del liquido formando rosarios hasta llegar a la superficie del vino donde
forman una corona de pequefias burbujas (Liger-Belair et al., 2012). Para que una burbuja
pueda formarse es necesario un aporte energético que es producido mediante un
fendmeno conocido como nucleacion. Las burbujas pueden formarse por dos vias,

mediante nucleacion directa a partir del gas disuelto en el vino o mediante nucleacién
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inducida a partir del gas absorbido en una particula solida. En cualquier caso, la
acumulacion de una gran cantidad de burbujas da lugar a la formacidn de la espuma. Su
estabilidad depende de varios factores, como son el drenaje de liquido entre las burbujas,
que elimina la interfase liquido-gas, la fusion entre burbujas (también denominado
coalescencia) y el tamafio de las burbujas. Ademas, influye la viscosidad del vino (que
depende de la composicion del vino) y la tensién superficial, que disminuye con la
presencia de moléculas tensoactivas.

El sabor de un vino consiste en una percepcion sensorial que depende de la
persona, del contexto de la experiencia del consumidor y de la composicién quimica del
producto. Los factores mas destacables que influyen en el sabor de un vino son la variedad
de uva, las condiciones geogréficas y vitivinicolas de cultivo de uva, la microbiota
presente en las uvas y la utilizada para la realizacion de la fermentacion, y el proceso de
fermentacion. Las levaduras durante su metabolismo producen una serie de compuestos
volatiles (alcoholes superiores, acidos, ésteres, carbonilos, tioles) que determinan el sabor
caracteristico de cada vino.

El aroma del vino es otro de los factores mas importantes para la determinacion
de la calidad y depende de un gran nimero de reacciones quimicas y enziméticas dando
lugar a un proceso muy complejo. Las levaduras juegan un papel primordial, ya que
contribuyen enormemente al aroma de un vino por su actividad metabolica, produciendo
o modificando la liberacion de los compuestos derivados de la uva, asi se determina la
formacion de una porcién fundamental de sustancias aromatizantes del vino.

En enologia, los aromas pueden clasificarse en cuatro grupos atendiendo a la
procedencia de los compuestos del aroma presentes en l0s vinos:

. Aromas varietales o primarios: son los que proceden de la uva o de las partes
sOlidas del racimo. Es especifico de cada variedad (Mallouchos et al., 2003).
Principalmente, este tipo de aroma se debe a la presencia de monoterpenos, que
pasan de la uva al vino sin sufrir modificacion alguna. En la uva, la mayoria de
los terpenos son glucdsidos. Destacan el linalol, geraniol, terpineol, nerol,
citroneol y el dinodienol. Proporcionan olor a flores.

Il.  Aromas prefermentativos: son los aromas obtenidos a partir de la oxidacién e
hidrélisis durante la extraccion del jugo y durante la maceracion (Flanzy, 2000;
Hidalgo, 2011). Estos compuestos son, esencialmente, aldehidos y alcoholes de
seis atomos de carbono. Aportan aromas herbaceos, pero en concentraciones

elevadas son desfavorables para el vino, ya que les proporciona amargor.
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Aromas fermentativos: son producidos por el metabolismo de la levadura durante
la fermentacion y dependen de las condiciones en las que ésta transcurra (Gerbaux
et al., 2002; Frivik y Ebeler, 2003). Dentro de este grupo de aroma se encuentran
los ésteres, aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes superiores, entre otros. Todos
ellos proporcionan el aporte total para el vino (Marais y Pool, 1980). Sin embargo,
en ocasiones, estos aromas pueden ser desagradables debido a fermentaciones mal
elaboradas, embotellamientos precoces o incluso a levaduras mal seleccionadas
(Chatonnet et al., 1992). El pH, la temperatura y la composicién del mosto
determinan la biosintesis de los compuestos volatiles por la levadura durante la
primera y segunda fermentacion.

Aromas postfermentativos, también denominados “bouquet” o terciarios: se
producen durante el envejecimiento del vino mediante reacciones quimicas y/o
enzimaéticas (Benitez et al., 2003; Pérez et al., 2003). Suponen el equilibrio final
del vino y le aportan perfumes delicados y penetrantes. Los compuestos que
pertenecen a este grupo de aromas son los ésteres de alto peso molecular. El origen
de estos aromas es diverso. Pueden formarse mediante reacciones de
esterificacion entre acidos y alcoholes o por reacciones de 6xido-reduccion entre

compuestos aromaticos y fendlicos (Carnacini et al., 1997).

1.5.1 Compuestos responsables del aroma en el vino

Las levaduras contribuyen a las caracteristicas organolépticas del vino mediante

la produccion de etanol y diéxido de carbono, ademas de, otros metabolitos importantes

de la fermentacion (Figura 6), como son glicerol, acido acético, y cientos de compuestos

aromaticos activos, entre los que se incluyen alcoholes superiores, ésteres, aldehidos,

acidos organicos, acidos grasos volatiles o compuestos de carbonilo (Swiegers et al.,

2005; Styger et al., 2011). Los alcoholes superiores y los ésteres son los que mas

contribuyen al aroma de las bebidas alcoholicas (Stribny et al., 2015).

La formacion de estos compuestos volatiles esta directamente relacionada con el

metabolismo de la levadura utilizada para la elaboracion del vino (Lambrechts y

Pretorius, 2000). Como consecuencia, cada cepa produce un perfil diferente de

compuestos volatiles, aun cuando se utilice el mismo mosto de uva (Molina et al., 2009).
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Figura 7. Esquema de la sintesis de compuestos aromaticos por la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Bothelo, 2008).

Los compuestos volatiles se pueden clasificar de acuerdo a su concentracién en
volatiles mayoritarios, aquéllos cuya concentracion es superior a 10 mg/L y volatiles

minoritarios, su concentracion es inferior a ese valor.

Alcoholes superiores

Representan el grupo de compuestos volatiles mas importante formado durante la
fermentacion y contribuyen a la aportacion de aromas y sabores esenciales en el vino
(Hazelwood et al., 2008). Se trata de alcoholes que poseen méas de dos atomos de carbono,
y que presentan un peso molecular y punto de ebullicion mayor que el etanol. Destacan
2-metil butanol, 3-metil butanol, propanol, 2-metilpropanol, butanol, pentanol y 2-
feniletanol. Dependiendo de la concentracién en la que se encuentren en el vino, pueden
tener un impacto sensorial positivo o negativo en el vino, si es inferior a 300 mg/L,
aportan notas frutales y florales, ademas de contribuir a la complejidad del aroma. Por el
contrario, si ésta es superior a 400 mg/L provoca una disminucién de la calidad final del
vino espumoso causada por la aparicion de notas punzantes y desagradables (Ribereau-
Gayon et al., 1975; Rapp y Versini, 1995).
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Propanol, isobutanol (2-metil-1-propanol), alcoholes isoamilicos (2 y 3-metil-1-
butanol) y 2-feniletanol son los principales alcoholes superiores en vinos, mientras que
1-butanol, 3- y 4-metil- 1-pentanol, alcohol furfurilico, alcohol bencilico y tirosol son
algunos de los alcoholes superiores menores. El propanol, el butanol y el isobutanol
aportan un olor alcohdlico, los alcoholes isoamilicos confieren aroma a mazapéan o a
platano, el tirosol contribuye con aromas florales a rosas y 2-feniletanol otorga un aroma
dulce como la miel (Lambrechts y Pretorius, 2000).

La produccion de alcoholes superiores esta estrechamente relacionada con el
metabolismo de los aminoéacidos, siendo estos Ultimos la principal fuente de nitrégeno
asimilable en el mosto. La levadura puede metabolizarlos de varias maneras, en particular,
puede usarlos para la sintesis de proteinas o transformarlos en otros compuestos y usarlos
para otros fines y procesos metabolicos (Bauer y Pretorius, 2000). Cuando estos
amino&cidos son desaminados, el producto principal de la descomposicion es un alcohol
superior. La levadura los incorpora del medio, de manera secuencial, a través de
transportadores de aminoacidos que tiene ubicados en la membrana (Henschke, 1993).
La mayoria de estos transportadores tienen una amplia especificidad de sustrato, como es
el caso de la permeasa de amino&cidos de cadena ramificada codificada por el gen BAP2,
mientras que algunos tienen una especificidad muy alta al transportar solo un aminoacido
(Jauniaux y Grenson, 1990). Los amino&cidos de cadena ramificada como leucina,
isoleucina y valina se transportan a la célula de levadura a través de varios sistemas de
transporte (Grauslund et al., 1995; Beltran et al., 2004). En condiciones de escasez de
fuente de nitrdgeno, la levadura utiliza estos aminodcidos para la sintesis de otros
metabolitos que contienen nitrégeno. La sintesis de los alcoholes superiores puede
realizarse mediante dos vias (Figura 8), la ruta anabolica a partir de aztcares mediante el
ciclo de los &cidos tricarboxilicos y la via catabdlica a partir de aminoécidos exdgenos a
través de la denominada via de Ehrlich, que tiene lugar en las mitocondrias y en el
citoplasma (Dickinson et al., 2003). Los alcoholes superiores sintetizados por la via de
Ehrlich se denominan alcoholes de fusel. Ambas vias de sintesis convergen en la
formacion de un a-cetodcido que puede descarboxilarse y reducirse para generar un
alcohol de fusel. Las proporciones relativas atribuidas a estas dos vias son del 25 % y del
75 %, respectivamente (Baumes, 2000). Estos aminoacidos, junto con el resto de los
compuestos de nitrégeno, son liberados por las levaduras durante el envejecimiento del
vino (Penacho et al., 2012).
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La biosintesis de alcoholes superiores por la via catabdlica comienza con una
reaccion de transaminacion entre un aminoacido y un a-cetoacido utilizando glutamato/a-
cetoglutarato como donante/aceptor catalizada por las enzimas Batlp, Bat2p, Aro8p y
Aro9p (Prohl et al., 2000; Eden et al., 2001; Hazelwood et al., 2008). Mientras que Batlp
y Bat2p son aminotransferasas de aminoécidos ramificados mitocondriales y citosolicas
(BCAATasas), respectivamente. Aro8p y Aro9p se describieron por primera vez como
aminotransferasas de aminoacidos aromaticos | y Il, respectivamente (Iraqui et al., 1999).
Estudios posteriores demostraron que las enzimas codificadas por ARO8 y ARO9 tenian
una especificidad de sustrato mas amplia de lo que se conocia hasta el momento, de modo
que la transcripcién de ambos genes es activada por fenilalanina, metionina y leucina
(Lilly et al., 2006; Boer et al., 2007).

A continuacion, tiene lugar la descarboxilacion del a-cetodcido para formar un
aldehido, se trata de un punto de no retorno en la ruta de Ehrlich (Jansen et al., 2003).
Esta reaccion esta catalizada por las tres piruvato descarboxilasas (Pdclp, Pdc5p, Pdc6p),
Arol0p y Thi3p (Dickinson et al., 1998; 2000; 2003; Vuralhan et al., 2003; Bolat et al.,
2013), siendo Pdc5p y ArolOp las que presentan amplia especificidad de sustrato
(Romagnoli et al., 2012).

El aminoacido valina s6lo es descarboxilado por alguna de las tres piruvato
descarboxilasas; sin embargo, en el caso de la isoleucina, las cinco descarboxilasas de la
familia pueden producir alcohol amilico activo (Dickinson et al., 2000). La enzima Thi3p
no puede catalizar la descarboxilacion de los aminoécidos fenilalanina y tirosina, pero si
del resto de amino&cidos (Dickinson et al., 2003).

Por altimo, Dickinson y colaboradores (2003) postularon que la presencia de
cualquiera de las cinco enzimas de alcohol deshidrogenasa descritas (Adhlp, Adh2p,
Adh3p, Adh4p, Adh5p) y la enzima formaldehido deshidrogenasa (Sfalp) pueden
catalizar el paso final en la formacion de alcoholes de fusel derivados de aminoacidos
ramificados por la via de Ehrlich. Por otro lado, las proteinas Adhlp y Adh2p son enzimas
citostlicas. La primera, cataliza la reduccion del acetaldehido a etanol durante la
fermentacion (Bennetzen y Hall, 1982) mientras que Adh2p actia en el sentido opuesto
de Adhlp oxidando etanol (Russell et al., 1983; Picotti et al., 2013) y su gen
correspondiente se reprime directamente en presencia de glucosa; la Adh3p es
responsable de mantener el equilibrio redox durante el crecimiento anaerébico de la
levadura ya que se encarga de reducir el acetaldehido dentro de las mitocondrias (Bakker
et al., 2000).
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Existen varias hipotesis sobre la finalidad de la formacion de estos alcoholes
superiores:

- mantenimiento de la relacion NADH/NAD" y, por lo tanto, del equilibrio redox
de la célula (Van Dijken y Scheffers, 1986; Quain, 1988). Sin embargo, autores
como Boulton (1995) no estan de acuerdo con esta teoria, ya que la levadura
produce otros equivalentes redox (etanol, glicerol, acetato, acetaldehido o
succinato) capaces de cumplir con esta funcion.

- ayuda en la eliminacion de compuestos aldehidos toxicos y como una fuente
alternativa para que la levadura obtenga nitrégeno (Volbrecht y Radler, 1973;
Boulton et al., 1995).
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Figura 8. Representacion esquematica de las rutas de formacion de los alcoholes superiores por
Saccharomyces cerevisiae.

Esteres

Los ésteres volatiles son el conjunto mas importante de compuestos activos

aromaticos derivados de la levadura, son responsables del caracter afrutado, dulce y
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perfumado, cualidades muy deseadas en el vino (Saerens et al., 2010). Sin embargo, en
concentraciones superiores a 170 mg/L se consideran indeseables, ya que proporcionan
olores a esmalte de ufias, barniz y solvente quimico. Los principales grupos de ésteres
formados durante la fermentacion son los ésteres de acetato y los ésteres etilicos de acidos
grasos, los ésteres de acetato son los mas importantes para el aroma del vino. Los ésteres
de acetato mas destacados son acetato de etilo (aroma a frutas), acetato de isoamilo
(aroma a platano) y acetato de 2-feniletilo (aromas a miel, rosas y floral). Por otra parte,
para el grupo de ésteres etilicos de acidos grasos, los principales son hexanoato de etilo y
octanoato de etilo, ambos aportan aroma a manzana.

Los ésteres son menos tdxicos que sus respectivos alcoholes o precursores acidos,
por lo que la levadura los usa como un mecanismo de desintoxicacion, y, ademas, su
sintesis representa un mecanismo para la regeneracion de la coenzima A libre a partir de
sus conjugados.

La sintesis de los ésteres tiene lugar durante la fermentacién y esta vinculada al
metabolismo de los lipidos y al crecimiento de las levaduras. Los ésteres se pueden formar
mediante reaccion quimica por esterificacion de acidos grasos; sin embargo, la reaccion
es demasiado lenta para la cantidad de ésteres presentes en el vino. También, se pueden
sintetizar en el citoplasma mediante reacciones catalizadas por las enzimas
aciltransferasas (0 éster sintasas), en las que se requiere acil-CoA como cosustrato (Mason
y Dufour, 2000; Saerens et al., 2008). La reaccion requiere energia proporcionada por el
enlace tioéster del cosustrato acil-coenzima A (CoA). La mayor parte del acil-CoA
requerido se produce por descarboxilacion oxidativa del piruvato, dando lugar a acetil-
CoA, mientras que el resto del acil-CoA se forma por la acilacion entre acidos grasos y
coenzima A (CoA) libre (Procopio et al., 2011).
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Figura 9. Representacion esquematica de las rutas de formacion de los ésteres por Saccharomyces
cerevisiae.

En condiciones de anaerobiosis, la reaccion entre acetil-CoA y etanol o alcoholes
superiores conduce a la formacién de ésteres de acetato como etil acetato, isoamil acetato,
isobutil acetato, feniletil acetato, entre otros. Por el contrario, la combinacion entre largas
cadenas de acil-CoA y etanol produce ésteres etilicos como etil hexanoato, etil octanoato,
etil decanoato, entre otros (Procopio et al., 2011; Pires et al., 2014).

Una vez los ésteres son sintetizados, ya pueden difundir a través de la membrana
celular y ser excretados al medio. Esto ocurre debido a su caracter lipofilico. A pesar de
este hecho, la excrecion de los ésteres etilicos depende de su tamafio, de manera que a
medida que éste aumenta, disminuye su transferencia al medio, generalmente, los ésteres
de acetato se excretan rapidamente y casi en su totalidad (Verstrepen et al., 2003).

Las principales enzimas responsables de la formacidn de ésteres de acetato son las
alcohol acetil transferasas, Atflp y Atf2p (Plata et al., 1998; Mason y Dufour, 2000),
Figura 9. La concentracidn final de ésteres de acetato, también, esta influenciada por la
presencia de esterasas, un grupo de enzimas hidrolasas que catalizan la descomposicién
de los ésteres o impiden su formacion (Plata et al., 1998). En particular, la enzima lahlp
juega un papel importante en la hidrdlisis de acetato de isoamilo, acetato de etilo, acetato
de isobutilo y acetato de feniletilo. La acetil transferasa Atf1p es responsable del 80 % de
la sintesis de acetato de isoamilo, el 75 % de la produccion de acetato de feniletilo y

aproximadamente, el 40 % de la formacion de acetato de etilo. También, se ha demostrado
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que el gen ATF1 de S. cerevisiae estd fuertemente reprimido en condiciones altamente
aerdbicas y por la presencia de acidos grasos insaturados en el medio (Malcorps et al.,
1991; Fujii et al., 1997). Se ha descrito que la sobreexpresion del gen ATF1 en la levadura
aumenta significativamente la concentracién de acetato de etilo, acetato de hexilo, acetato
de isoamilo y acetato de feniletilo en los vinos (Lilly et al., 2000). Por otro lado, las
enzimas que catalizan la formacidn de ésteres etilicos son las llamadas Acil-CoA/etanol
o aciltransferasas, donde se encuentran Ehtlp y Eeblp (Lilly et al., 2006; Saerens et al.,
2006). El grupo alcohol es etanol y los compuestos de Acil-CoA requeridos resultan del
metabolismo de los acidos grasos y la coenzima A libre bajo la participacion de la
sintetasa de Acil-CoA. Estas enzimas, a diferencia de las responsables de la formacion de
ésteres de acetato (Atflp y Atf2p) no estan bien definidas.

Saerens y colaboradores (2006) postularon que los niveles de butanoato de etilo,
hexanoato de etilo, octanoato de etilo y decanoato de etilo que se producen durante la
fermentacion disminuyen en una cepa con el gen EEB1delecionado, en comparacién con
los producidos por la cepa silvestre, cuyos porcentajes obtenidos fueron 36%, 88%, 45%
y 40%, respectivamente. Por otro lado, la eliminacion del gen EHT1 no afect6 la
formacion de butanoato de etilo y decanoato de etilo, y dio como resultado solo pequefias
disminuciones en la concentracion de hexanoato de etilo (36%) y octanoato de etilo
(20%). La doble delecion de los genes EHT1 y EEBL produjo niveles similares de
butanoato de etilo, hexanoato de etilo y decanoato de etilo a los obtenidos con la cepa de
delecion simple eebl A, y un nivel mas bajo de octanoato de etilo, 1o que indica que Ehtlp
juega un papel menor en la sintesis de ésteres etilicos, mientras que Eeblp es la enzima
mas importante para la sintesis de estos compuestos volatiles. En base a estos resultados,
las células de levadura deben contener una 0 mas enzimas adicionales responsables de la
sintesis de ésteres etilicos.

La tasa de formacion de ésteres etilicos depende de dos factores: la concentracion
de los dos sustratos que son el acil-CoA y el etanol, y la actividad total de las enzimas
involucradas en la sintesis e hidrdlisis de los ésteres etilicos.

Un factor importante para comprender la influencia de los pardmetros de
fermentacion en la produccion de ésteres etilicos es la actividad total de las enzimas
implicadas en su sintesis. Sin embargo, hay poca informacion disponible sobre el
mecanismo regulador de estas enzimas. Karpichev y colaboradores (1998) descubrieron
que los factores de transcripcion Oafl y Pip2 estdn involucrados en la regulacion

transcripcional del gen EEB1. Ambos factores de transcripcion son claves en la via por la
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cual varios genes de S. cerevisiae que codifican proteinas peroxisomales se activan en
presencia de acidos grasos como el oleato. Las dos proteinas forman un complejo
heterodimero y se unen a unas secuencias de ADN que contienen tripletes CGG
palindrémicos separados por un espaciador de 15 a 18 nucle6tidos (Karpichev et al.,1997;
Rottensteiner et al., 1997). Karpichev y colaboradores (1998) han demostrado que la
expresion del gen EEBL se encuentra inducida por el oleato y es regulada por los factores
transcripcionales Oafl y Pip2 de una manera similar a la que ocurre con los genes que
codifican para las enzimas peroxisomales de B-oxidacion (Karpichev et al., 1998).
Ademés, la expresion del gen EEB1 también depende de la concentracion de inositol
presente en el medio de crecimiento, aungue adn no se conoce el mecanismo por el cual

el inositol reprime la expresion EEBL1.

Acidos carboxilicos

Los &cidos carboxilicos en el vino son muy importantes, ya que se utilizan como
control del proceso de vinificacion. Ademas, tienen una gran influencia en la estabilidad
bioldgica y en las propiedades organolépticas de los vinos (Marce et al., 1991).
Dependiendo de la longitud de su cadena, éstos se encuentran en baja o elevada
concentracioén en el vino, los que presentan de 4 a 6 &tomos de carbono presentan baja
concentracion y los de 6, 8 y 10 4&tomos estan presentes en concentraciones relativamente
mayores (Webb et al., 1967; Drawert et al., 1974). La concentracion de estos compuestos
depende de la especie de levadura (Usseglio-Tomasset, 1967). Entre los 4cidos de cadena
corta destacan el &cido propidnico, acido isobutirico y acido hexanodico (Swiegers et al.,
2005; Abbas, 2006). Su concentracion en los vinos oscila entre 100 y 500 mg/L,
correspondiendo el 90% al acido acético (Abbas, 2006).

El metabolismo del acido acético en S. cerevisiae es complejo, implica la
conversién de piruvato en acetaldehido por la piruvato descarboxilasa que,
posteriormente, se oxida a acetato por la accién de la enzima aldehido deshidrogenasa
(Remize, 2000; Pigeaue Inglis, 2007). La concentracién dptima de este acido es 0.2-0.7
g/L (Corison et al., 1979). En cantidades excesivas, el acido acético confiere al vino un
sabor picante y un aroma a vinagre desagradable (Vilela-Moura et al., 2011). Su
concentracidn se encuentra influenciada por el tipo de levadura, la carencia de algunas
vitaminas y aminoacidos en el medio, las elevadas temperaturas de fermentacién (25°C a

30°C), y los pH muy bajos inferiores a 3.1 0 excesivamente altos superiores a 4.0
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(Hidalgo, 2011). Este acido acético constituye la clave principal para la formacion de
acidos grasos, acetil-CoA, a través de la accién de la acetil-CoA sintetasa.

La produccion de acidos grasos de cadena media en los vinos espumosos depende
de la cepa de levadura, de las condiciones de crecimiento y de los factores de estrés a los
que la levadura se encuentre sometida (Torrens et al., 2008). Sus cambios durante la
fermentacion pueden explicarse por el mecanismo de adsorcion-desorcion de las paredes
celulares y por la hidrolisis enzimatica o quimica de sus ésteres, relacionado con los
fendmenos de autolisis de la levadura (Martinez-Garcia et al., 2017). Son producidos
como intermediarios durante la biosintesis de cadena larga de los acidos grasos.

Los acidos grasos de cadena larga (C16 y C18) son esenciales para la sintesis de
componentes lipidicos como mono, di y tri-acilgliceroles, fosfolipidos, esfingolipidos y
una variedad de glicolipidos (Lambrechts y Pretorius, 2000). La levadura puede
absorberlos e incorporarlos o bien sintetizarlos de novo. Su sintesis en la levadura S.
cerevisiae se inicia con la descarboxilacion oxidativa del acido pirtvico proveniente del
catabolismo de los azlcares, obteniéndose acetil-CoA. Comienza con la carboxilacion de
acetil-CoA mediante la adicion de CO2 y produce malonil-CoA, por la enzima acetil-CoA
carboxilasa (codificada por los genes ACC1 y HFAL). A continuacion, se van afiadiendo
de forma secuencial unidades de dos atomos de carbono por la accién de dos sintetasas
de acidos grasos, Faslp (subunidad ) y Fas2p (subunidad o), ambas localizadas en el
citoplasma. El alargamiento de &cidos grasos hasta 26 &tomos de carbono tiene lugar en
el reticulo endoplasmatico. Los intermediarios pueden ser liberados en el transcurso de la
elongacion (C6-C14). En la desaturacion de los &cidos grasos interviene un sistema

enzimatico complejo formado por Olelp, localizado en el reticulo endoplasmatico.

Compuestos carbonilicos

Los compuestos de carbonilo que comprenden aldehidos y cetonas representan,
también, una fraccion muy importante en el aroma de un vino. Se trata de otro grupo de
compuestos clave, formados por la levadura durante el metabolismo de azucares y a-
cetoacidos, esenciales para la sintesis de aminoacidos y alcoholes superiores (Lambrechts
y Pretorius, 2000). Sin embargo, solo unos pocos contribuyen al aroma de los vinos
debido a su bajo umbral de percepcion sensorial. Estos son acetaldehido, diacetilo,
benzaldehido, 2-furfural y 5-hidroximetil-2-furfural.

El acetaldehido es el componente mas importante y contribuye con mas del 90%

del contenido total de aldehidos en los vinos (Nykanen, 1986). A concentraciones
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inferiores a 70 mg/L, el acetaldehido puede proporcionar un sabor afrutado al vino y un
aroma agradable y afrutado; sin embargo, a concentraciones mas altas de 100 a 120 mg/L
puede proporcionar un sabor desagradable y herbaceo (Byrney Howell, 2017).

Este compuesto se produce durante la fermentacién alcohdlica mediante el
metabolismo de los azlcares a través de la accion de la piruvato descarboxilasa (PDC) y
la alcohol deshidrogenasa (ADH), pero el metabolismo de aminoacidos como alanina
también contribuye a la formacién de acetaldehido. Incluso, se puede producir una vez
terminada la fermentacion alcohdlica a través de la oxidacion del etanol. Su acumulacion
depende del equilibrio entre la enzima alcohol deshidrogenasa y la aldehido
deshidrogenasa (Romano et al., 1994). Se trata de un compuesto extremadamente reactivo
por lo que es capaz de unirse a proteinas y aminoacidos individuales generando una
amplia variedad de compuestos. Ademas, es precursor de la sintesis de acetato, acetoina
y etanol y alcanza sus valores mas elevados de concentracion en las primeras etapas de la
fermentacion.

La formacion del acetaldehido se encuentra influenciada por las condiciones de
crecimiento y la composicion del medio (Lambrechts y Pretorius, 2000). La adicion de
elevadas concentraciones de dioxido de azufre durante la fermentacién provoca un
aumento considerable de la concentracion de acetaldehido (Cassalone et al., 1992).

Otro compuesto importante formado a partir del acetaldehido es 2,3-butanodiona,
también denominado diacetilo. Se caracteriza por ser responsable del aroma y sabor a
mantequilla de los vinos. Su concentracién es generalmente baja en relacién con su
umbral de sabor (8 mg/L) (Swiegers et al., 2005). El diacetilo se forma a través de la
descarboxilacion oxidativa de o-keto-acetolactato proveniente de la uni6n de
acetaldehido activo y una molécula de piruvato (Boulton et al., 1995). Ademas, la
levadura puede metabolizar este compuesto en acetoina y 2,3-butanodiona. Las levaduras
sintetizan diacetilo durante la fermentacién; sin embargo, principalmente, es producido

por bacterias del acido lactico (Laurent et al., 1994).

Lactonas

Las lactonas son otro grupo importante de compuestos aromaticos. Las lactonas
son moléculas con un anillo de lactona. Se producen mediante esterificacion
intramolecular entre el grupo hidroxilo y carboxilo de un acido graso hidroxilado (Abbas,
2006). Los cuatro-hidroxiacidos dan lugar a y-lactonas y a partir de los 5-hidroxiacidos

se obtienen las 3-lactonas. Ambos tipos de lactonas constituyen los dos grupos principales
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de lactonas. Aportan aromas a fruta madura (pera, melocoton, coco). Las diferencias
estructurales debido al nimero de carbonos en el anillo y a la cadena lateral, a las
insaturaciones y a la quiralidad influyen en la calidad del olor de estos compuestos (Pittet
y Klaiber, 1975; Maga, 1976; Mosandl y Glinther, 1989; Pickenhagen, 1989).

Terpenos

Se han identificado aproximadamente 70 compuestos terpénicos en uvas y vino.
La mayoria corresponden a monoterpenos, los cuales pueden encontrarse como
hidrocarburos simples (limoneno, mirceno), aldehidos (linalal, geranial), alcoholes
(linalol, geraniol), acidos (&cido linalico, &cido geranico). Los terpenos producen aromas
arosa, geranio y floral, aunque algunos como a-terpinene, p-cymene, mirceno y farnesol
aportan al vino olores de resina o balsdmicos (Swiegers y Pretorius, 2005).

La levadura es capaz de sintetizar los terpenos por la hidrélisis de enlaces
glucosidicos, o bien, a través de la via del acido mevaldnico. A partir de esta ruta se forma
el pirofosfato de isopentenilo, también conocido como isopreno activo. La primera
molécula terpenoide formada es el geranil pirofosfato (1V), esta molécula es la base para

la sintesis de los mono-terpenos.

Fenoles volatiles

Las sustancias fendlicas suelen ser cruciales para el sabor, el color y el olor de los
vinos. Los fenoles volatiles presentan umbrales de percepcién bajos por lo que pueden
ser detectados facilmente en el vino. Aunque pueden contribuir positivamente al aroma
de algunos vinos, generalmente, son conocidos por su contribucion negativa ya que se
sabe que elevadas concentraciones de los compuestos 4-etilguiacol y 4-etilfenol aportan
aromas a establo y cuadra mientras que 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol producen aromas
farmacéuticos (Swiegers et al., 2005).

Estos compuestos estan presentes en el mosto de uva, la levadura los produce
durante la fermentacion a través de la descarboxilacién de &cidos como &cido p-cumarico
y fertlico, que dan lugar a la formacion de 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol, respectivamente

(Swiegers et al., 2005) en concentraciones adecuadas.
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Compuestos azufrados

Los compuestos de azufre volatiles presentes en el vino otorgan aromas muy
particulares, los mas destacables son sulfuro de hidrogeno (aroma a huevo podrido),
metanetiol y metilmercaptano (aroma a col cocida), dimetilsulfuro, dimetildisulfuro y
dimetiltrisulfuro (aromas a col, coliflor y ajo), metiltioésteres (S- metiltioacetato, S-
metiltiopropanoato y S- metiltiobutanoato (aromas cocidos de coliflor, queso y cebollino)
y los tioles volatiles afrutados (aromas de maracuya, pomelo, grosella, guayaba)
(Swiegers y Pretorius, 2005; Swiegers et al., 2005).

El sulfuro de hidrdgeno (H2S) es uno de los principales compuestos azufrados. Se
produce durante la fermentacion por la reduccion de sulfato. La levadura lo incorpora del
medio a través de las permeasas de sulfato (Sullp, Sul2p) y se reduce a sulfito que,
posteriormente, se transforma a sulfuro por la accién de Met5p y Met10p (Spiropoulos y
Bisson, 2000). Se trata de un compuesto muy reactivo, 1o que puede provocar aromas
desagradables en el vino. La concentracion de este compuesto en el vino depende de la
presencia de compuestos de azufre, de la cepa de levadura utilizada para la fermentacion
y las condiciones de la misma (Henschke y Jiranek, 1991; Rauhut, 1993; Spiropoulos y
Bisson, 2000).

A diferencia de otros compuestos de azufre, los tioles volatiles pueden tener
caracteristicas aromaticas beneficiosas. Estos compuestos suelen estar unidos a cisteina o
glutation en las uvas y se liberan durante la fermentacién por la accién de las enzimas
Irc7p y Str3p que rompen el enlace carbono-azufre existente entre la cisteina y el tiol
(Tominaga et al., 1998). Los tres tioles volatiles més importantes son 4-mercapto-4-

metilpentan-2-ona, 3-mercaptohexan-1-ol y acetato de 3-mercaptohexilo.

1.6 Disciplinas Biomicas en Enologia

El vino y su estudio son temas bastantes complejos, ya que, actualmente, se
calcula que el vino tiene mas de 1.000 componentes aromaticos, la mitad de ellos
producidos por las levaduras durante la fermentacién. Entre los compuestos detectados
en el vino, se debe sefialar una gran variedad de moléculas de diversa naturaleza y
estructura, por ejemplo, proteinas, aminoacidos, carbohidratos, compuestos fendlicos,
componentes volatiles y compuestos inorganicos, entre otros. Cada uno de estos
compuestos esta presente en una concentracion diferente. Ademas, la composicién

quimica del vino depende de muchos factores, entre los que destacan la variedad de uva,
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el clima, las practicas vitivinicolas, la ubicacion geografica, la cosecha, las cepas de
levadura y los procesos de fermentacion (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

El desarrollo de la Biologia Molecular y Celular ha propiciado el
perfeccionamiento y desarrollo de nuevas técnicas biolégicas y bioinformaticas. Estos
avances suponen una vision global de los procesos bioldgicos. Este concepto de
globalizacion se ve reflejado en el desarrollo de lo que se ha denominado como “La era
Biomica”.

Las ciencias Bidmicas se definen como un grupo de disciplinas cuyo objetivo es
caracterizar y cuantificar de forma masiva grupos de moléculas bioldgicas en un
organismo. Todas las disciplinas Bidmicas se basan en el andlisis de un gran volumen de
datos, dependen de la bioinformatica y de técnicas rapidas y automatizadas de alto
rendimiento. Estas nuevas tecnologias generan y agrupan esta informacion con el fin de
obtener una vision lo méas completa posible del sistema en estudio.

Las principales disciplinas Biomicas son la gendmica, transcriptomica,
protedmica y metaboldmica, todas ellas son las denominadas Biémicas primarias; sin
embargo, cuando se refieren a familias especificas, tales como lipidos, glicanos,
compuestos exdgenos o0 xenobidticos, incluso productos de su interaccion, surgen las
disciplinas Biomicas Secundarias (lipidomica, glicomica, xenometabolémica e
interactomica, respectivamente), todas ellas derivadas de las Biémicas primarias.

Actualmente, las disciplinas Biomicas se aplican a una amplia variedad de campos
de conocimiento, entre los que se encuentra la Enologia. El uso de las ciencias Bidmicas
en el vino ha abierto nuevas oportunidades para la optimizacion de la produccion, la
obtencion de una huella ambiental minima, reducir los costos de produccién y mejorar la
calidad del vino resultante mediante una perspectiva mas integral garantizando la calidad
y latrazabilidad del vino (Gishen et al., 2005; Fotakis et al., 2013; Dambergs et al., 2015).

En el campo de la Enologia, la tendencia actual es integracion de estas cuatro
disciplinas para establecer relaciones entre las diversas respuestas protedémicas,
transcriptomicas y gendmicas con la produccion de compuestos de sabor y aroma
(metabolémica) durante el proceso de elaboracion del vino (Rossignol et al., 2009;
Rossouw et al., 2009; Rossouw et al., 2010; Garcia-Rios et al., 2014; Moreno-Garcia et
al., 2015a; Nadai et al., 2016; Porras-Aglera et al., 2019; Porras-Agiiera et al., 2020a y
b).
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1.6.1 Gendmica

La Gendmica consiste en el estudio del contenido, la organizacion, la funcion y la
evolucion de la informacion molecular del ADN presente en un organismo, es decir, es el
estudio del genoma completo. Este conocimiento permite poder identificar los genes
contenidos y analizar sus funciones de forma detallada.

La Genomica se puede dividir, principalmente, en dos ramas, la Gendmica
estructural, que pretende caracterizar y determinar la conformacion tridimensional de las
proteinas; y la Gendmica funcional, orientada hacia la recoleccion sistematica de
informacion sobre las funciones de los genes. Trata de explicar el origen de un fenotipo
determinado a partir de los cambios generados a partir de genes, proteinas y metabolitos
mediante técnicas de analisis masivo.

Debido al enorme progreso en los métodos de secuenciacién de préxima
generacion (Next Generation Sequencing, NGS), la genémica comparativa se convirtio
en un poderoso instrumento para estudiar el origen, la diversidad, la estructura de la
poblacion y la historia natural de S. cerevisiae y levadura relacionada (Marsit y Dequin,
2015; Borneman et al., 2016; Gallone et al., 2016). La secuenciacion de genomas de
levadura de vino es la principal herramienta contemporanea para dilucidar la naturaleza
de las diferencias genéticas causales que sustentan la variacion fenotipica observada de
las cepas de levadura, para comparar los datos genéticos moleculares con las
caracteristicas industriales de las cepas de levadura, y para estudiar los mecanismos de la
evolucion del genoma de la levadura en condiciones de seleccién artificial (Bergstrom et
al., 2014).

1.6.2 Transcriptémica

La transcriptdmica es la ciencia que estudia el conjunto de ARN existente en un
sistema bioldgico, por lo que el transcriptoma es el conjunto completo de transcritos de
un organismo o célula. Los transcriptomas son muy variables, ya que muestran qué genes
se estdn expresando bajo una determinada condicidbn en un momento concreto.
Comprender el transcriptoma es esencial para interpretar los elementos funcionales del
genoma y revelar los constituyentes moleculares de las células.

Los objetivos de la transcriptomica son catalogar todos los transcritos (ARNm,
ARN no codificante y ARN pequefios), determinar la estructura transcripcional de los

genes, los patrones de empalme y las modificaciones post-transcripcionales y cuantificar
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los niveles de expresion cambiante de cada transcrito durante el desarrollo y bajo
diferentes condiciones.

Se han desarrollado varias tecnologias para deducir y cuantificar el transcriptoma
basadas en la hibridacién como los microchips de ADN (microarrays), métodos basados
en secuencias (secuenciacion por Sanger) o la secuenciacién masiva (NGS) como RNA-
seq (Rossouw et al., 2008, Rossouw y Bauer, 2009, Rossouw et al., 2010).

1.6.3 Proteémica

El objetivo de la proteémica es analizar los proteomas y su variabilidad. El
proteoma es el conjunto de proteinas presentes en un organismo, en un estado de
desarrollo especifico y bajo ciertas condiciones ambientales. Este término fue propuesto
por Marc Wilkins en 1994 durante la realizacion de su tesis doctoral (Wilkins et al.,
1995).

Los principales problemas a los que la proteémica ha tenido que hacer frente es la
dificultad que supone la identificacion de todas las proteinas presentes en un sistema
biolégico y como hacer frente a la gran cantidad de informacién que genera esta
tecnologia, lo que complica la seleccion e interpretacion de los resultados obtenidos. Sin
embargo, los estudios protedbmicos han experimentado un aumento en las Gltimas décadas
debido al desarrollo de técnicas analiticas y bioinformaticas que permiten la separacién
de una gran cantidad de proteinas, su identificacién y cuantificacion. De esta manera, para
alcanzar la méxima resolucion en los resultados, las muestras deben ser fraccionadas antes
de su identificacion por espectrometria de masas. La espectrometria de masas (MS)
resulta indispensable para la caracterizacion del proteoma por su velocidad, precision y
sensibilidad. El éxito de los andlisis protedmicos depende, en gran medida, de la calidad
del fraccionamiento de la muestra empleado antes del analisis por MS. Los métodos méas
utilizados para el fraccionamiento de proteinas son la electroforesis bidimensional en gel
(2D-PAGE) vy la cromatografia liquida multidimensional (MDLC). Mas recientemente,
la técnica libre de geles (OFFGEL).

- Laelectroforesis bidimensional fue desarrollada en la década de los 70 por varios
grupos (Klose, 1975; O'Farrell, 1975; Scheele, 1975); sin embargo, su uso no se
generalizé hasta los afios 80 cuando se introdujo la técnica para generar gradientes
de pH inmovilizados (IPG) que permitié aumentar la reproducibilidad entre geles
y la creacién de bases de datos de geles bidimensionales (Bjellgvist et al., 1982).

Consiste en la sucesion de dos electroforesis distintas realizadas sobre la misma
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muestra: i) separacion de las proteinas por carga eléctrica (isoelectroenfoque, IEF)
de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) en un gradiente continuo de pH; ii) la
separacion proteica segun su peso molecular en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE). La visualizacion de las proteinas en el gel se
realiza de acuerdo a varios métodos de tincion de geles como son tincién con
nitrato de plata o azul de Coomassie, fluorescentes (SYPRO) o radiactivos.
Resultando un mapa de manchas o spots distribuidos en dos dimensiones,
permitiendo de esta manera un andlisis cuantitativo basado en la intensidad de la
sefial de los spots.

La cromatografia multidimensional de identificacion de proteinas (MudPIT,
multidimensional protein identification technology) se basa en la combinacién de
distintas columnas de cromatografia, dispuestas de manera secuencial. Se trata de
una técnica mas rdpida, méas sensible y con una elevada reproducibilidad y
aplicabilidad a diferentes tipos de muestras y condiciones (Florens y Washburn,
2006).

La electroforesis OFFGEL es un avance reciente en la tecnologia de separacion
de la primera dimension para fraccionar proteinas segun su punto isoeléctrico (pl)
(Michel et al., 2003; Heller et al., 2005). El valor de pl de cada proteina o péptido
proporcionado se utiliza como una herramienta independiente de validacion y
filtrado durante la busqueda en la base de datos para la identificacion de
secuencias de péptidos MS/MS (Tandem mass spectrometry - Espectrometria de
masas en tandem) (Cargile et al., 2004). Esta técnica logra la misma alta
resolucion que las técnicas 2D, pero proporciona fracciones con mayor riqueza de
proteina (gran capacidad de carga desde 50 pug a 5 mg de muestra para
aplicaciones analiticas y proporciona un maximo enriquecimiento de proteinas de
baja abundancia), un mayor rendimiento (hasta 16 muestras en paralelo en dos
bandejas) y permite la recuperacion de la muestra en fase liquida (Essader et al.,
2005; Horth et al., 2006). Ademas, todos los aditivos pueden eliminarse
facilmente después del fraccionamiento, con el fin de evitar la interferencia con

otras técnicas como nanoelectrospray y deteccién MS.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) se desarrollé en los afios 70 por la aparicién de

diversas técnicas de ionizacion suave (desorcion por campo eléctrico, desorciéon por
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plasma o ionizacion por bombardeo con atomos rapidos) (Karas y Hillenkamp, 1988). En

los afios 90, surgié dos nuevos métodos de ionizacion suave, el electrospray (ESI,

Electrospray lonization) y la ionizacion/desorcion por laser asistida por matriz (MALDI,

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization), ambos constituyen los pilares basicos de

la espectrometria de masas en la protedmica.

En la espectrometria de masas, los analitos son separados en funcion de su relacién

masa/carga (m/z), ello permite calcular su masa molecular con gran precision. En primer

lugar, las moléculas son convertidas en iones en fase gaseosa para, posteriormente, ser

introducidos al analizador de masas. Existen varios métodos de ionizacion, pero sélo los

métodos de ionizacion suave permiten el analisis (MALDI y ESI).

MALDI: el compuesto se mezcla en una matriz organica ionizable en presencia
de un disolvente organico. Posteriormente, el compuesto o analito se deposita
sobre una placa metalica, la cual se introducird en la cdmara de ionizacién del
espectrometro de masas. Una vez la muestra es ionizada, el haz de iones es
enfocado y dirigido hacia el analizador de masas, que los separara de acuerdo a
su relacion m/z. En muchos casos, MALDI tiene acoplado analizadores de tiempo
de vuelo (TOF, time of flight).

Una variante tecnoldgica de MALDI es la desorcidn/ionizacién mediante laser de
superficie (SELDI, Surface-enhanced laser desorption/ionization). En ella, los
péptidos interaccionan con diferentes soportes cromatogréficos antes de ser
ionizados por el laser.

ESI: consiste en una técnica de ionizacidn a presion atmosférica en la que la
muestra esta en solucion y se hace pasar a través de un fino capilar metalico. Al
salir se produce una nebulizacién por la aplicacion de un fuerte campo eléctrico.
La liberacion de los péptidos y/o proteinas protonados a la fase gaseosa tiene lugar
al evaporarse, por desorcion del campo eléctrico o por evaporacion del solvente,
esas microgotas que salen del capilar. A continuacion, los iones generados son

acelerados en un campo eléctrico hacia el analizador de masas.

Una vez obtenidos los iones, entran en el analizador de masas donde son sometidos a

campos magnéticos y/o eléctricos cuya finalidad es su superacion de acuerdo a su relacion

m/z. Destacan:

TOF: los iones acelerados adquieren diferentes velocidades segln su m/z por lo
que presentan distintos tiempos de vuelo para recorrer una determinada distancia.

Este tiempo de vuelo es medido por un reloj que se activa por el pulso del l&ser.
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- Cuadrupolo: se trata de un analizador con cuatro barras paralelas de seccion
hiperbélica en la cara interna (de 15-20 cm de largo y 0.5 cm de radio), separadas
entre si, aproximadamente 2 cm. A estas barras se le aplica un potencial de
corriente continua y un potencial alterno de radiofrecuencia superpuesto, creando
en su interior un campo cuadrupolar. Los iones son sometidos a este campo
cuadrupolar haciéndolos oscilar y desviandolos en funcion de su relacién m/z.

- Trampa ionica: permite el aislamiento de iones dentro de una pequefia camara
debido al uso de campos eléctricos (Orbitrap) o magnéticos (Resonancia
ciclotrénica de iones mediante transformada de Fourier, FT-ICR). Dependiendo
del voltaje de los electrodos presentes en la trampa iénica, los iones de una
determinada m/z quedaran retenidos en el electrodo central y ajustando el voltaje
se permite la expulsion selectiva de los iones hacia el detector.

Los métodos mas utilizados para la identificacion proteica son la huella peptidica
(PMF, Peptide Mass Fingerprinting) y la secuenciacion de péptidos mediante

espectrometria de masas en tindem (MS/MS).

1.6.4 Metabolémica

El metaboloma es el conjunto de metabolitos sintetizados por un organismo, fue
definido por primera vez en 1998 (Oliver et al., 1998). EI metaboloma esté influido por
diversos factores intrinsecos y extrinsecos, por lo que es necesario conocer el metaboloma
para comprender el estado del organismo y cdmo le afecta su entorno. Por lo tanto, podria
definirse la metabolémica como la ciencia que identifica y cuantifica el conjunto de
metabolitos tanto intracelulares como extracelulares de un organismo.

La metabolémica presenta importantes ventajas para el estudio de un organismo
con respecto al resto de las Bidmicas, la existencia de plataformas analiticas robustas,
estables y precisas para el anlisis de un nimero importante de metabolitos y los bajos
costes de los andlisis en comparacion con los realizados en las otras disciplinas Bidmicas.
Ademas, el tiempo de andlisis puede ser méas corto, dependiendo del andlisis realizado.
Estas ventajas permiten llevar a cabo estudios a gran escala y extensos proporcionando
gran cantidad de informacion.

A pesar de ello, no deja de ser una disciplina compleja debido a que los
metabolitos son moléculas muy diferentes quimicamente y estan presentes en el
organismo en un amplio intervalo de concentraciones muy variadas (de picomoles a

milimoles), por lo que es necesario la aplicacion de técnicas muy diversas tanto para la
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preparacién de la muestra como para el analisis de los metabolitos en cuestion,
distinguiéndose diferentes estrategias analiticas (Fiehn, 2002; Kell et al., 2005):

- Andlisis diana o dirigido (targeted analysis): va dirigida exclusivamente a un
metabolito en concreto cuando existe un conocimiento previo de dicho
compuesto.

- Perfil metabolico (untargeted analysis): consiste en la deteccién,
identificacion y cuantificacion de tantos metabolitos como sea posible
presentes en un sistema biol6gico bajo unas condiciones de estudio, para
obtener una vision global. La deteccion de estos metabolitos puede hacerse
mediante resonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)
0 espectrometria de masas (Mass Spectrometry, MS), junto con cromatografia
de gases (Gas Chromatography, GC), cromatografia de liquidos (Liquid
Chromatography, LC) o electroforesis capilar (Capillary Electrophoresis,
CE).

- Huella dactilar metabolica (metabolomics fingerprinting): se emplea para la
clasificacion de forma rapida segin el origen o la relevancia de los
metabolitos.

- Huella pedicular metabolomica (metabolomics footprinting): estudia los

metabolitos presentes en el medio extracelular.

En metaboldmica, las técnicas mas utilizadas son la espectrometria de masas y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear. La NMR esta basada en las diferencias
de contraste que producen los espacios vecinos a los nucleos atémicos dentro de un
intenso campo magnético, mientras que la espectrometria de masas esta basada en la
ionizacion y posterior fragmentacion y deteccion de los iones formados por los analitos
de interés. Generalmente, estas técnicas suelen ir acompafiadas por técnicas de separacion

analiticas como cromatografia de gases o de liquidos.

Espectroscopia de RMN

La espectroscopia de RMN se utiliza, particularmente, para llevar a cabo andlisis
de metabolitos en vino ya que se trata de una técnica muy rapida y no destructiva y
proporciona un método de alto rendimiento que requiere una preparacion minima de la

muestra (Gougeon et al., 2019). Las muestras de vino se someten directamente a analisis
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de RMN con la adicién de disolvente deuterado, o bien, se liofilizan para eliminar el agua
y luego se diluyen en disolvente de RMN (Alafién et al., 2015).

Los espectros obtenidos por RMN son complejos y contienen miles de sefiales
relacionadas con los metabolitos, lo que dificulta la identificacion de compuestos distintos
en aquellas muestras que contienen gran cantidad de metabolitos debido a que los picos
se superponen o las constantes de acoplamiento son similares. Para hacer frente a este
desafio surgié la RMN bidimensional (RMN-2D). La agregacion de una nueva dimension
proporciona datos complementarios para interpretar los espectros de una manera mas facil

y completa (Alafion et al., 2015).

Cromatografia liquida

La cromatografia de liquidos es una técnica de fraccionamiento que permite
separar los componentes de una muestra segun sus propiedades fisicas y/o quimicas.

Los solutos son arrastrados por una fase mavil liquida que fluye a través de una
columna cromatografica, que contiene una fase estacionaria. Consiste en introducir la
muestra en la corriente de la fase mdvil y segun la afinidad de cada componente, éste
eluye a un tiempo diferente (los que son fuertemente retenidos por la fase estacionaria
presentan un tiempo de retencion mayor frente a los que son retenidos mas débilmente).
Dependiendo de la fase estacionaria, existen diferentes tipos de cromatografia liquida,
siendo las mas habituales la cromatografia de absorcion, de intercambio iénico, de fase
reversa y de exclusion molecular. Se trata de una técnica mas versatil que la GC, ya que
el intervalo de metabolitos detectados es mas amplio puesto que no se requiere la
volatilidad de los compuestos y no esta limitada por la volatilidad o la estabilidad térmica
de la muestra, como en el caso de la cromatografia de gases.

La cromatografia liquida de alta resolucién (high-performance liquid
chromatography, HPLC) fue desarrollada para aumentar la eficacia de la separacion e
incrementar la resolucion de la cromatografia liquida. En esta técnica, la fase movil es
impulsada por un sistema de bombeo de alta presién, lo que permite el uso de una fase
estacionaria mas compacta y con un tamafio de particula mas pequefio (2 - 5 um).

Alternativamente, la aplicacion de un sistema ultra-HPLC (UHPLC) mejora la
resolucion cromatografica y la capacidad maxima simultaneamente, mientras que el
tiempo de andlisis se reduce gracias al uso de particulas mas pequefias en la fase

estacionaria.
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La principal aplicacion de HPLC en los estudios de vinos es el andlisis de
compuestos fendlicos con fines de discriminacion, caracterizacion o monitoreo (Bustos
etal., 2012; Tasev et al., 2016; Yang et al., 2017).

Cromatografia de gases

A diferencia del resto de cromatografias, en la cromatografia de gases, la muestra
se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion de los
compuestos se produce por el flujo de una fase mdvil de un gas inerte, el cual no
interacciona con las moléculas del analito, sino que su Unica funcién es la de transportar
el analito a través de la columna. Estos analitos deben ser suficientemente volatiles y
térmicamente estables.

Es una de las técnicas méas utilizadas debido a su alto poder de separacion y
reproducibilidad. Sin embargo, su principal inconveniente es el manejo previo de la
muestra antes del analisis, para mejorar la volatilidad y la estabilidad térmica de los
metabolitos.

Se utilizan varias técnicas para garantizar la caracterizacion completa de los
compuestos volatiles presentes en uvas y vinos: i) muestreo dindmico del espacio superior
(Rios-Reina et al., 2018); ii) extraccion en fase liquida (Liu et al., 2020); iii) extraccion
en fase sélida (Fontana y Bottini, 2017); iv) la extraccién sorptiva de la barra agitadora
(Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) que permite la extraccion directa del analito (Ubeda
et al., 2016; Picard et al., 2018).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion de la Tesis Doctoral

La levadura S. cerevisiae tiene una amplia aplicacion en diferentes areas de la
Biotecnologia, se considera el microorganismo principal asociado a procesos
fermentativos como la fermentacién alcohdlica y es, ademas, uno de los organismos
modelo utilizados en Biologia Molecular. Al ser el organismo eucariota que mejor se
conoce actualmente, se dispone de mucha informacién sobre la expresion génica, esto ha
favorecido la postulacion de modelos globales de regulacién génica y metabolémica. Sin
embargo, la mayor parte de esa informacion disponible hace referencia Unicamente al
estudio de cepas de laboratorio. Un conocimiento mas extenso del metabolismo de S.
cerevisiae en condiciones de fermentacion puede ser inmensamente Util en vias de disefiar
estrategias para mejorar la calidad de los vinos elaborados.

Los avances en el campo de las técnicas analiticas conllevan cada vez de forma
mas precisa la obtencién de una gran cantidad de datos en poco tiempo Y sin la necesidad
de manipular las muestras en exceso. Con ello, también ha adquirido una enorme
importancia la aplicacion de herramientas estadisticas potentes para tratar los datos
obtenidos en dichos anélisis. De este modo, han surgido diversas aplicaciones
quimiométricas que han permitido establecer perfiles de aromas o huellas (huella digital
metabdlica) para cada tipo de vino. Entre ellas, destaca la aplicacion de técnicas de
andlisis potentes en la identificacion y cuantificacion de muchos compuestos volatiles y
no volatiles en el vino. Consecuentemente, también, se aplican aquéllas que se encargan
de la interpretacién de resultados, incluyendo el origen biol6gico y bioquimico de dichos
compuestos. Todas estas técnicas se engloban dentro del &mbito denominado estudio
metabolémico del vino o eno-metabolémica, que constituye un area emergente de
estudio. La aplicacion de las ciencias Biomicas en Enologia y, en particular, de la
metabolémica y de la protedmica, han supuesto un gran avance con mucho interés para
la comprension del funcionamiento de las levaduras en diferentes medios fermentativos
y de los metabolitos que aportan al vino.

La identificacion de proteinas, asi como de las moléculas producidas y excretadas
al medio por la levadura constituyen un progreso importante para la detecciéon de
problemas relacionados con la calidad y seguridad. Por tanto, el conocimiento exhaustivo

del comportamiento metabolémico y proteémico de las levaduras fermentativas es
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fundamental, y puede contribuir a la mejora ostensiblemente de las caracteristicas
organolépticas necesarias para la obtencion de un producto de alta calidad.
Indudablemente, las interacciones funcionales entre proteoma y exo-metaboloma de las
levaduras conduciran en un futuro muy proximo a disefar estrategias para perfeccionar
la calidad de las bebidas fermentadas, ademas de identificar nuevas aplicaciones de las
levaduras.

Por dichas razones, este proyecto de Tesis Doctoral basa su hipétesis de partida
en el empleo de dos cepas de S. cerevisiae, una convencional y otra no convencional para
la elaboracion de cava, asi como comparar y estudiar el efecto de la sobrepresion de CO>
a nivel protedmico y metabolomico durante la etapa de “prise de mousse” en la
produccion de vinos espumosos.

Se aborda un proyecto innovador sobre un tema de estudio hasta el momento
desconocido y cuya originalidad reside en la utilizacion de una levadura no convencional
para producir un tipo nuevo de vino espumoso Y el establecimiento de relaciones entre
los metabolitos presentes en los vinos espumosos con el proteoma de la levadura. Ademas
de proporcionar una plataforma de conocimiento para futuras investigaciones que
contemplen estudios genéticos y actividad enzimatica, asi como estudios transcriptomicos
y sensoriales. Este conocimiento surge de la necesidad de seleccionar levaduras capaces
de realizar la segunda fermentacion y de tolerar los diversos estreses a los que estan
sometidas. Creemos que la tolerancia al estrés es un buen criterio para seleccionar
levaduras de interés enolégico. Una mejor comprension del metabolismo de la levadura,
su adaptacion y su comportamiento en las condiciones tipicas de la segunda fermentacion
es necesaria para el proceso de seleccién de cepas y la mejora de su aplicacién en la
industria del vino, y puede ser interesante para el control de calidad y mejora del proceso

de vinificacion.

2.2 Objetivos

Obijetivo general

El objetivo general del proyecto de Tesis Doctoral es estudiar los procesos
bioldgicos y las rutas metabdlicas mas importantes de levaduras vinicas durante la
produccidn de cava que conducen a la produccién de metabolitos que afectan a la calidad

de los vinos espumosos, concretamente el Cava.
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A partir del estudio metabdlico y protedmico serd posible conocer en mayor

profundidad el flujo del carbono y del nitrégeno de la levadura, asi como los exo-

metabolitos excretados al medio. Con ello, se pretende afiadir un aporte cientifico

interesante al disefio de nuevas estrategias para el perfeccionamiento de la produccion de

vinos espumosos, ademas de la mejora genética de levaduras vinicas.

Objetivos especificos

Para conseguir este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

Estudiar el flujo de los compuestos del carbono de levaduras y de las
enzimas implicadas durante la produccién de cava.

Identificar las proteinas implicadas en el metabolismo de los compuestos
del aroma, en especial los ésteres, durante la produccion de cava que
afectan a la calidad de estos vinos.

Analizar los procesos biolégicos mas importantes afectados por la presion
de CO; durante la segunda fermentacion en botella.

Articulos correspondientes a cada objetivo:

Objetivo 1. “Comparative study of the proteins involved in the fermentation-
derived compounds in two strains of Saccharomyces cerevisiae during
sparkling wine second fermentation”. Gonzalez-Jiménez et al., (2020).
Microorganisms, 8, 1209. Doi: 10.3390/microorganisms8081209. Rango de
categoria JCR: 37/134 (Q2) en “Microbiologia”.

Objetivo 2. “Differential analysis of proteins involved in ester metabolism in
two Saccharomyces cerevisiae strains during the second fermentation in
sparkling wine elaboration”. Gonzalez-Jiménez et al., (2020).
Microorganisms, 8, 403. Doi: 10.3390/microorganisms8030403. Rango de
categoria JCR: 37/134 (Q2) en “Microbiologia”.

Obijetivo 3. “Biological processes highlighted in Saccharomyces cerevisiae

during the sparkling wines elaboration”. Este articulo esta publicado en la
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revista cientifica Microorganisms. Gonzélez-Jiménez et al.,, 2020.
Microorganisms, 8, 1216. Doi: 10.3390/microorganisms8081216. Rango de
categoria JCR: 37/134 (Q2) en “Microbiologia”.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral permiten confirmar la hipétesis
de partida, asi pues, se podria utilizar una levadura no convencional, en este caso una
levadura formadora de velo de flor para la elaboracién de vinos espumosos, en particular,
cava. El uso de una levadura flor para la produccion de vino espumoso seria interesante
debido a su alta tolerancia al etanol y a sus propiedades adhesivas que facilitan su mejor
recuperacion en la fase "degutelle", lo que hace que la levadura de flor sea adecuada para
una segunda fermentacion en botella. Esto significaria, no solo una reduccion en los
costos y tiempo de produccion, sino también un aumento en la biodiversidad de las cepas

de levadura para la produccidn de vinos espumosos.

59

Caodigo Seguro de Verificacion USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Fecha 21/12/2020 00:52:18

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Péagina 76/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

21/12/2020 00:52

2020086579

MATERIALES Y
METODOS

60

Caodigo Seguro de Verificacion

USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Fecha

21/12/2020 00:52:18

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Péagina

77/186




Materiales y Métqdos

Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

21/12/2020 00:52

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismos

2020086579

Se usaron dos cepas de levadura de Saccharomyces cerevisiae: la P29

(CECT11770) es tipica de vino espumoso utilizada para la segunda fermentacion en

botella cerrada, aislada de la denominacion de origen protegida (DOP) de Vilafranca del

Penedes, Barcelona (Espafia) por el Instituto Catalan de la Vifia y el Vino (INCAVI). Y

la cepa G1 (ATCC: MY A-2451), se trata de una levadura formadora de velo, aislada a

partir de un velo de vino fino de la DOP de Montilla-Moriles en Cérdoba (Espafia) por

miembros del Departamento de Microbiologia de la Universidad de Cérdoba (UCO).

3.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivos utilizados para el crecimiento, aclimatacion, viabilidad

celular, asi como para la realizacion de los diferentes experimentos desarrollados en esta

Tesis Doctoral se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados.

Medio de cultivo Composicién

Descripcién

4% (p/v) glucosa, 1% (p/v)
pluripeptona, 1.5% (p/v) agar,
0.005% (v/v) cloranfenicol, pH 5.6

Agar Sabouraud-

cloranfenicol

. variedad de uva Macabeo, 174.9 g/L
Mosto pasteurizado )
glucosa, 3.6 g/L acidez total, pH 3.4

Chardonnay (6:4), 0.3 g/L glucosa,
10.21 % (v/v) etanol, 5.4 g/L acidez
total, 0.21 g/L acidez volatil, pH 3.29

Vino base comercial

estandarizado

1% (p/v) extracto de levadura, 2%

Test de viabilidad

Aclimatacion de

levaduras

Segunda fermentacion

YPD (p/v) peptona, 2% (p/v) dextrosa, 2%  Crecimiento de levaduras
(p/v) agar
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado y, previamente, el material se
esteriliz6 por calor himedo a 120°C durante 20 min en autoclave a 1 atm, excepto aquellos

medios que contenian etanol, el cual se afiadid, con posterioridad, mediante filtracion.

3.3 Experimentacion y condiciones de estudio

El preinéculo de cada cepa de levadura de S. cerevisiae (P29 y G1) se realizo en
matraces que contenian 50 mL de medio a 21 °C durante 48 h. A partir del preinéculo, se
midio la concentracion celular mediante un contador electrénico de particulas Beckman
Coulter Z2 (USA), para ello se tom6 0.1 mL de cada muestra, previamente diluida, y se
mezclé con 39.9 mL de solucion de isoton, de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante de Beckman Coulter. A continuacion, las células de levadura procedentes de
los medios de YPD del preindculo se centrifugaron a 4600 rpm durante 10 min a 4°C en
una centrifuga Rotina 38R (Kirchlengern, Germany) y se lavaron con agua destilada
estéril, para inocular 1x10°® células/mL en matraces que contenian 300 mL de mosto
pasteurizado (variedad de uva Macabeo, 174.9 g/L glucosa, 3.6 g/L acidez total, pH 3.4).
Las cepas se inocularon por triplicado en el mosto. Seguidamente, estos medios se
incubaron en un agitador-incubador Infors AG durante 5 dias a 21 °C y a una agitacion
suave de 100 rpm, teniendo lugar asi, la aclimatacién de las levaduras para la segunda
fermentacion. Una vez alcanzados unos valores elevados de concentracion celular (P29:
144x10° células/mL; G1: 104x10° células/mL) y una viabilidad del 97% en la cepa P29
y del 90% en la cepa G1, se realiz0 el conteo de células viables en placas en medio YPD
incubadas a 28 °C durante 48 h, mediante la técnica de diluciones seriadas. Ademas, se
procedio a la medicidn de las concentraciones de azUcar y etanol presentes en el medio,
mediante el uso de kits enzimaticos (kit D-Glucosa/D-Fructosa No. 10139106035; kit
etanol No. 10176290035) Boehringer Mannheim/R-Biopharm. Cuando se alcanzd un
contenido en etanol de 10.39 % (v/v), se procedi6 al llenado de las botellas para la etapa
de tiraje. Las botellas de 750 mL se inocularon con 1.5x10° células/mL, junto con un vino
base comercial estandarizado (Macabeo-Chardonnay, 6:4) y 21 g/L de sacarosa. La
segunda fermentacion se realiz6 en una cdmara termostatizada a 14 °C en botellas con un

volumen de 750 mL.

Para estudiar el efecto del COz liberado por las levaduras durante este proceso de

fermentacion, las botellas se dividieron en grupos. Se usaron tres botellas para los analisis
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protedbmicos y metabolémicos en cinco puntos de muestreo, con un total de 15 botellas

para cada cepa.

Para la condicion de sobrepresion de CO2, denominada P (+), las botellas se
sellaron herméticamente con un tapon de plastico y una cépsula de corona metéalica.
Mientras que las botellas pertenecientes a la condicion sin sobrepresion de COg,
denominada P (-), se cerraron con un obturador perforado evitando de este modo la

acumulacion de gas CO- en el interior de la botella.

Durante el proceso de fermentacion, se tomaron los siguientes puntos de muestreo
para la condicion con sobrepresion de CO-: (a) al comienzo de la inoculacién en el vino
base, BW; (b) a mitad de la segunda fermentacion, MF (presion de 3 atm); (c) al final de
la segunda fermentacion, EF (6,5 atm). Al mismo tiempo, se tomaron muestras de la
condicion sin sobrepresion de CO3, cuando se obtuvo un contenido de aztcar consumido
y etanol producido similar para ambas condiciones; consumo de aztcar (MF: 9.07 + 0.26
g/Ly EF: 0.3 £0.0 g/L) y contenido en etanol (MF: 10.74 £ 0.03 % (v/v) y EF: 11.56 +
0.04 % (v/v)). La presion se midié con un afrémetro (Oenotilus, Station Oenotechnique

de Champagne, Epernay, France) acoplado a las botellas.

La viabilidad celular se realizé por triplicado, en tres botellas elegidas al azar de
cada tiempo y tras homogenizar el contenido, se efectuaron las correspondientes
diluciones seriadas con soluciéon Ringer. A continuacién, se dispensd volimenes de
100puL de cada suspensién diluida en cajas de Petri con Agar Sabouraud-cloranfenicol y

se contaron las colonias después de 48 h a 28 °C.

3.4 Analisis proteémico

3.4.1 Extraccién de proteinas
Se utiliz6 un total de 2x10° células/mL de cada condicion contadas con el contador
de particulas Beckman Coulter Z2 (USA) para la extraccion de proteinas. Las células se
recogieron de cada botella mediante centrifugacién a 4500 x g durante 10 minutos
mediante una centrifuga Rotina-38 (Kirchlengern, Germany), se lavé el sedimento dos
veces con abundante agua destilada fria y estéril. Y se resuspendieron en 1mL de tampén
de extraccion compuesto por 100 mM Tris-HCl apH 8, 0.1 mM EDTA, 2mM DTTy 1
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mM PMSF, suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas proporcionado por

Roche, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las células de levadura se rompieron por una técnica mecanica en Vibrogen Cell
Mill V6 (Edmund Bihler, Alemania) usando bolas de vidrio de 500 um de diametro
(Sigma-Aldrich). Consistio en someter a las células a pulsos de 1 minuto intercalados con
30 segundos en hielo. Las bolas de vidrio junto con los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion a 500 x g durante 5 min a 4 °C. Para la precipitacion de las proteinas, las
muestras se incubaron toda la noche a -20 °C tras la adicioén de cuatro volimenes de
acetona fria y de 10 % (p/v) de acido tricloroacético al sobrenadante. Una vez terminada
la incubacion, las muestras se centrifugaron a 16000 x g durante 30 min a 4 °C, se
recogieron los sedimentos, y se concentraron y secaron al vacio en un evaporador
centrifugo o SpeedVac (Eppendorf), que se resuspendieron en tampdn de solubilizacion,
compuesto por 8M urea, 2M tiourea, 4% (p/v) CHAPS (3-[(3-Cholamidopropil)
dimetilammonio]-1-propanesulfonato) y 1% (p/v) ditiotreitol. La estimacion de la
concentracion proteica se llevd a cabo mediante el ensayo de Bradford (1976).
Previamente a la realizacion de dicho andlisis, las muestras se almacenaron a -80°C hasta

Su uso.

3.4.2 Separacion e identificacién de proteinas

La técnica usada para la separacion de proteinas segiin su punto isoeléctrico en
solucidn se realiz6 utilizando el fraccionador de alta resoluciéon OFFGEL Kit de pH 3-10
(Agilent Technologies, Palo Alto, California, USA). Para ello, las muestras de proteinas
se solubilizaron en tampén de fraccionamiento Protein OFFGEL que contiene urea,
tiourea, DTT, glicerol y tampdn con anfolitos (Agilent Technologies, No 5188-6444). Las
alicuotas se distribuyeron en el fraccionador OFFGEL 3100 también de Agilent
Technologies, de acuerdo con las instrucciones del proveedor, en una bandeja con 12
pocillos, donde se cargaron 500ug de proteina total. Los limites de separacion del
programa OG12PRO00 que se utilizaron fueron: 4500 V, 200 mW y 50 pA; comenzando
con un voltaje de 200-1500 V; el voltaje de finalizacion 5000-8000 V; y un voltaje

constante para las zonas de separacién de proteinas después de la aplicacion de 20 kVh.

Previamente al anlisis de las proteinas, éstas se digirieron con tripsina, peptidasa

que digieren especificamente en residuos de lisina y arginina. Para ello, se afiadio6 a la
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muestra ditiotreitol 20 mM en 25 mM de bicarbonato de amonio (AB) incubado durante
20 min a 55 °C para trabajar en condiciones reductoras, la mezcla se enfri6 a temperatura
ambiente. La alquilacion de los tioles libres se realiz6 afiadiendo 40 mM de
yodoacetamida en 25 mM de AB en oscuridad durante 20 min. La digestion proteolitica
se llevo a cabo mediante la adicion de 12.5 pg/L de tripsina (Promega) en 25 mM de AB,
finalmente, se dejo incubando toda la noche a 37 °C. La digestion triptica se detuvo
mediante la adicion de 4cido trifluoroacético a una concentracion final de 1% (v/v) y las

muestras digeridas, finalmente, se secaron al vacio en un SpeedVac (Eppendorf).

A continuacidn, las proteinas se analizaron en un espectrometro de masas LTQ
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) equipado con un sistema
nano LC Ultimate 3000 (Dionex, Germering, Alemania). La tension de electrospray se
fij6 a 1300 V vy la tensidn capilar a 50 V a 190 °C. EI LTQ Orbitrap se hizo funcionar en
modo paralelo, lo que permitié una medicién precisa del ion precursor (400-1500 m/z) en
la seleccién Orbitrap y proporciond 60.000 de ancho completo en una resolucién media
méaxima (FWHM) m/z 400 concurrente con la adquisicion de tres CID dependiente de los
datos escaneados de MS/MS en la LIT para la secuencia del péptido, seguido de tres datos
escaneados HCD MS/MS (100-2000 m/z) con resolucion 7500 FWHM m/z 400 para la

secuenciacion de péptidos y cuantificacion.

La energia de colisién normalizada que se utiliz6 fue 40% para HCD y 35% para
CID. Los tiempos maximos de inyeccion para MS y MS/MS fueron 50 y 500 ms,
respectivamente. El ancho de aislamiento del precursor fue 3 Da y el ancho de masas de
exclusion se establecid a 5 ppm. Se permitio la seleccion del precursor monoisotopico y
se excluyeron las especies que tenian una sola carga. EI umbral minimo de intensidad

para MS/MS fue de 500 cuentas para la trampa de iones lineal y 8000 para el Orbitrap.

Se realiz6 una busqueda en la base de datos Proteoma Descubridor v. 1.0 (Thermo
Fisher Scientific Software, San Jose, California, USA.) frente a la base de datos Uniprot
(http://www.uniprot.org/) y se incluy6 la modificacién fija de carbamidometilacion en el
aminoacido cisteina y los resultados del proteoma se analizaron estadisticamente

mediante el mismo software.
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3.4.3 Contenido proteico
La concentracidn de todas las proteinas obtenidas en las condiciones de estudio se
compar6 mediante el indice de abundancia de proteinas modificado exponencialmente
(emPAl) (Ishihama et al., 2005). Su valor se calcula de acuerdo con la siguiente formula

matematica:
emPAIl = (10P47) - 1

El valor PAI (indice de abundancia de proteinas) se obtiene de la division del
numero de péptidos observados, proporcionado por la fragmentacién MS/MS, entre el
nimero de péptidos observables, proporcionado por el software MS Digest desde la

pagina web: http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest

numero de péptidos observados
PAI =

" naimero de péptidos observables por proteina

Los espectros de fragmentacién que coinciden con la misma secuencia de
péptidos, con un estado de carga o modificacion diferente, o que contienen un maximo
de tres sitios de escision perdidos se contaron por separado. Los contenidos relativos de

proteinas en cada condicidn se calcularon a partir de:

Contenido proteico (mol%) = % x 100

3.4.4 Tratamiento proteémico. Filtrados en distintas bases de datos
Para llevar a cabo una seleccion mas confiable de las proteinas totales, se tuvieron
en cuenta los siguientes criterios de seleccion (Dasari et al., 2010): i) Score > 2; ii)

Numero de péptidos observados > 2.

Después de la identificacion y cuantificacién de las proteinas se realizé una
seleccién de proteinas dependiendo del objetivo del trabajo de acuerdo con la
terminologia Gene Ontology (GO) de la base de datos del genoma de Saccharomyces o
SGD  (http://www.yeastgenome.org) y de la base de datos Uniprot
(http://www.uniprot.org/).

Para la clasificacion de proteinas de acuerdo a su implicacion en cada tipo de
proceso bioldgico se llevd a cabo utilizando la herramienta “GO Slim Mapper”

proporcionada por la base de datos SGD. Esta herramienta asigna anotaciones de un grupo
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de genes a términos mas generales y/o los agrupa en categorias amplias, es decir, términos
de GO Slim, en este caso, GO Slim genéricos. Consisten en términos GO amplios y de
alto nivel del proceso biologico, la funcion molecular y las ontologias de componentes
celulares seleccionados y mantenidos por el Consorcio de Ontologia Genética (GOC).
Los ‘Términos GO’ son términos descriptivos que permiten relacionar cada producto
genético con un contexto de proceso molecular, celular y bioldgico, proporcionando un
valor estadistico (p-value). Este pardmetro estadistico se basa en la probabilidad o
posibilidad de encontrar al menos “x” nimero de marcos de lectura abierto u ORF (open
reading frame) del total “n” ORFs en la lista anotados a un término GO particular, dada
la proporcion de genes en todo el genoma que estan anotados a ese término GO. Por otro
lado, se empleo la herramienta “GO Term Finder” de SGD para la clasificacion y filtrado
de proteinas mediante términos GO. Este estudio estadistico se realizd con un nivel de

significancia (a) de 0.01.

3.5 Anélisis metabdlico

3.5.1 Determinaciones de parametros enolégicos y de color

Los pardmetros enoldgicos, generalmente, usados en la caracterizaciéon del vino
(etanol, azlcar residual, acidez total, acidez volatil, diéxido de azufre libre y total) se
efectuaron utilizando los métodos de la Organizacién Internacional de la Vifia y del Vino
(OlV, 2012). La presién del gas CO. se midié mediante un afrémetro acoplado a las
botellas selladas. El sistema mosalux se usé para evaluar las propiedades de formacion
de espuma, se cuantificd la altura maxima de la espuma o espumabilidad y la estabilidad
0 persistencia de la espuma (Poinsaut, 1991). Estos pardmetros generales se cuantificaron
por el INCAVI, (Barcelona, Espafia). Estos parametros generales se cuantificaron por el
INCAVI.

3.5.2 Andlisis de metabolitos volatiles
Los reactivos usados en la metodologia expuesta son de calidad analitica y los
compuestos usados como estandares en la identificacion, confirmacion y preparacion de
disoluciones patron se adquirieron a Merck, Sigma-Aldrich, Riedel de Haén y Fluka. El

agua pura se obtuvo a partir de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore).
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3.5.2.1 Determinacion de compuestos volatiles mayoritarios y polioles

Los volatiles mayoritarios son aquéllos cuya concentracién es mayor o igual a 10
mg/L. Para la determinacion de estos compuestos se empled el método de inyeccién
directa del vino y las condiciones cromatograficas descritas por Peinado y colaboradores
(2004), usando como patrén interno una disolucion de 1 g/L de 4-metil-2-pentanol en
etanol puro. Se empled un cromatégrafo de gases Agilent 6890 Series Il (Palo Alto,
California, USA), equipado con una columna capilar de silice fundida CP-WAX 57 CB
(60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.4 um de espesor de pelicula) de
Varian (Palo Alto, California, USA) y un detector de ionizacion de llama (Flame
ionization detector, FID). El programa de temperatura utilizado fue el siguiente: 50 °C
durante 15 min y luego elevado a 190 °C a 4 °C/min durante 35 min. La velocidad de
flujo del gas portador (helio) se mantuvo a 0.7 mL/min durante 16 minutos y luego se
elevé a 0.2 mL/min 1.1 mL/min durante 52 minutos. La temperatura del detector de
ionizacion de llama fue de 300 °C, y las velocidades de flujo de hidrdgeno y aire fueron
de 40 y 400 mL/min, respectivamente. Se usé un programa de purga posterior a la
gjecucién a 200 °C durante 35 minutos y una velocidad de flujo de helio de 1.3 mL/min

después de eluir los picos cromatograficos de interés.

La identificacion y cuantificacion de esta fraccion se llevo a cabo con las rectas
de calibrado obtenidas previamente mediante disoluciones patrén de concentracion
conocida analizadas en condiciones iguales que las muestras. La identificacion de los
volatiles mayoritarios se confirmé también a través de espectrometria de masas usando el

mismo cromatdgrafo de fases conectado a un detector HP-5973 MS.

3.5.2.2 Determinacién de compuestos volatiles minoritarios

Los compuestos volatiles minoritarios, cuya concentracion es inferior a 10 mg/L
se determinaron mediante extraccion por sorcion de barra magnética agitadora, seguido
de desorcion térmica y cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas
(SBSE-TD-GC-MS, Stir Bar Sorptive Extraction - Thermal Desorption - Gas
Chromatography - Mass Spectrometry). Esta plataforma analitica incluye un
cromatografo Agilent-7890A (Agilent Technologies, USA), un detector selectivo de
masas MSD 5975 de Agilent Technologies (USA) y la unidad térmica de desorcion
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(TDU) de Gerstel (Mulheim an der Rihr, Alemania) acoplada a un sistema de inyeccion
CIS-4 de Agilent Technologies (USA) y una columna capilar HP-5 de 30 m de longitud,
0.25mm diametro interno y 0.25 pm de espesor de pelicula. Todo se llevo a cabo a través

del software Chemstation (Agilent Technologies) y Maestro (Gerstel).

El procedimiento consistid en introducir 1 mL de muestra en un vial de 10 mL y
se diluyo al 1:10 con una disolucidn hidroalcohdlica al 12% (v/v) en etanol tamponada a
pH 3.5 y se afiadié 0.1 mL de nonanoato de etilo (estandar interno, 0.446 mg/L de
nonanoato de etilo en etanol). Seguidamente, las muestras se agitaron mediante agitador
magnético Variomag Multipoint 15 de Thermo Fisher Scientific, Inc. (Waltham,
Massachusetts, USA) a 1200 rpm durante 100 min a 20 °C con una barra de agitacion
(twister) recubierta de polidimetilsiloxano (PDMS) de 0.5 mm de espesor de pelicula y
10 mm de longitud, de Gerstel (GmbH, Milheim an der Ruhr, Alemania). El twister se
retiré del vial, se enjuagd con agua destilada, se seco y, finalmente, se transfirié a una
unidad de desorcién térmica (TDU) de Gerstel para su analisis por CG/MS. Las
condiciones de desorcidn e inyeccion, flujo de gas portador y temperatura del horno y del

detector de masas se han descrito segin Vararu y colaboradores, (2016).

Los compuestos volatiles se identificaron por comparacion de sus espectros de
masas con los de las bibliotecas de espectro de masas NIST08 y Wiley7N y se
corroboraron calculando sus indices de retencion lineal (LRI) aplicando la ecuacién de
Van Den Dool y Kratz, (1963) y comparandolos con los indices estandares que aparecen
en la base de datos “National Institute of Standards and Technology”
(https://www.nist.gov/).

Algunos compuestos se confirmaron comparando sus espectros de masas y su
tiempo de retencién con los de compuestos puros de la coleccidn de patrones del grupo
de investigacion Vitenol de la Universidad de Cérdoba. La seguridad en la identificacion
de un compuesto se evalué a través del Q-value con el software Chemstation (Agilent
Technologies, USA). Este valor de Q-value debe estar entre 90-100, lo que indica una
correcta identificacién, por debajo de estos valores pueden cometerse errores debidos a

una deficiente asignacion o por coeluciones de otros analitos (Debonneville et al., 2004).

Los compuestos volatiles minoritarios se cuantificaron elaborando con
posterioridad tablas de calibrado con disoluciones patron de concentracion conocida

analizada en las mismas condiciones que las muestras. La seleccion de los iones para la
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cuantificacion y los cualificadores de cada analito se efectué mediante el software
Chemstation de Hewlett-Packard (Palo Alto, California, USA).

3.5.2.3 Determinacion y cuantificacion de aminoéacidos
La determinacion de aminoacidos (ANEXO 111.2) presentes en el vino espumoso
se realizd6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién, HPLC, en fase inversa
mediante reaccion de derivatizacion previa a la columna con ortoftaldehido (OPA) en

presencia de mercaptoetanol (Pripis-Nicolau et al., 2001).

Se utiliz6 el cromatégrafo, que consta de un sistema de bomba 1525 (aguas), un
detector de fluorescencia 2475 de Waters (Sardafiola del Vallés, Barcelona, Espafia),
excitacion A 356 nm y emision A 445 nm, un inyector automatico 717 (Waters). El control
del equipo y la adquisicion y procesamiento de los datos se realizé a través del programa
Breeze de Waters (Sardafiola del Vallés, Barcelona, Espafia). Las separaciones se llevaron
a cabo utilizando una columna Nova-Pack C18 (3.9x150 mm) de Waters. Se usé OPA
como reactivo derivatizante, se disolvieron 750 mg de OPA en 5 ml de metanol y se
afiadieron 0.5 ml de 2-mercaptoetanol. Se utilizaron dos eluyentes, eluyente A,
compuesto por acetato de sodio/metanol/tetrahidrofurano (96:2:2) a pH 7.2 y eluyente B,

formado por una mezcla de metanol/agua (65:35).

Las muestras se filtraron antes de inyectarse con filtros de 0.22 pm de diametro
de poro (Millipore). Los estandares se prepararon a partir de una solucion madre de 100
mM en 0.1 N HCI para cada aminoacido. Se prepararon patrones de trabajo de
concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mM en HCI 0.1N. Se inyectaron 10 pL de OPA
y entre 10 y 50 puL de la muestra. La reaccion de derivatizacion previa a la columna se
realizd automaticamente. El programa de gradiente utilizado en la separacion de los
aminoacidos se mostrd en la Tabla 2. El flujo fue de 0,6 ml / min (ANEXO 111.2).

Tabla 2. Programa de gradiente empleado en el HPLC para la deteccion de amino&cidos en el vino.

Tiempo (min) Eluyente A (%) Eluyente B (%)

0 100 0
2.5 100 0
5 80 20
10 70 30
70
Caodigo Seguro de Verificacion USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Fecha 21/12/2020 00:52:18
Normativa Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electrénica
Firmante MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Péagina 87/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

Materiales y Métqdos—~ >~ ="

2020086579

15 55 45
18 40 60
30 28 72
40 20 80
45 0 100
48 0 100
55 100 0

3.6 Andlisis estadistico
Todas las pruebas se realizaron por triplicado (n = 3). Los datos se normalizaron
previamente con la raiz cuadrada y, posteriormente, se escalaron por el método de Pareto,

para evitar las diferencias introducidas por las unidades de medida (Seisonen et al., 2016).

El tratamiento de los datos se realiz6 con el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVL.11, de Scientific Time Sharing Corporation (STSC) (Rockville, Maryland,
USA). Las metodologias aplicadas fueron ANOVA y la prueba de Fisher para el
establecimiento de grupos homogéneos (HG) a un nivel de significancia p-value < 0.05.
Ademas, se realizd un andlisis de componentes principales (PCA) para encontrar aquellas

variables que establecen diferencias entre los dos tipos de cepas estudiadas.

Mediante el empleo de la base de datos Metaboanalyst
(https://www.metaboanalyst.ca/) se realizé un mapa de calor (Heatmap) y un analisis de
correlacion, “r”. La matriz de correlacion muestra las relaciones entre todas las variables
y las compara una por una, lo que da como resultado un conjunto de datos cuyo
coeficiente de correlacion, r, estad en un rango de -1 a 1. Un valor de “r” cercano a -1
indica que hay una relacidon lineal fuerte e inversa entre las variables; mientras que un
valor “r” cercano a 1 indica una relacion lineal fuerte y directa entre las variables. Los

valores de “r” cercanos a 0 son valores no significativos y, por lo tanto, no existe una

relacion lineal entre las variables.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn se presentan los resultados de acuerdo a la estructura planteada en
la memoria de esta Tesis Doctoral en el apartado 3 “Justificacion y Objetivos”. De modo
que se incluyen los resultados de tres articulos publicados en la revista cientifica ya
indicada como copias completas, segln el orden secuencial establecido en los tres
capitulos propuestos. Los resultados pendientes de su publicacion recogidos en dos

manuscritos se muestran en el ANEXO IlI.

4.1 Capitulo I. Estudio del flujo de los compuestos del carbono en levaduras vinicas

y de las enzimas implicadas durante la produccion de cava.

Durante la segunda fermentacion las células de levadura se encuentran sometidas
a diferentes factores de estrés que afectan a su metabolismo, y ademas durante este
proceso, las levaduras liberan una serie de compuestos que contribuyen a las propiedades
organolépticas del vino. En este trabajo se desarrollan los resultados obtenidos con
respecto al metabolismo central del carbono mediante el estudio de las proteinas
responsables de la produccion de los compuestos volatiles liberados a partir de la
degradacion de glucosa durante la segunda fermentacion en la elaboracién del vino
espumoso en dos cepas de S. cerevisiae. Una levadura tipica usada en la elaboracion de
este tipo de vinos, la cepa P29, utilizada como referencia en todo momento, y una
levadura no convencional, la cepa G1, que se caracteriza por formar velo de flor y es
utilizada en la elaboracion de vino fino. Una de las nuevas tendencias en la elaboracion
del vino espumoso es la mejora de la diversidad organoléptica mediante el uso de
levaduras no convencionales, ya que son capaces de aportar caracteristicas deseables para
la industria. ElI motivo de utilizar este tipo de levadura no convencional para la
elaboracion de vino espumosos se debe a las cualidades que este tipo de levaduras
presenta entre las que destacan su elevada tolerancia a altas concentraciones de etanol,
asi como su capacidad de adherencia, lo que facilitaria la clarificacion del vino reduciendo
el tiempo y los costos de produccion haciéndolas candidatas idoneas para su uso en la

produccion de vinos espumosos.

Se identificaron 50 y 43 proteinas relacionadas con los compuestos del carbono

en la levadura flor y en la levadura convencional, respectivamente. Sin embargo, los
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perfiles protedmicos no mostraron diferencias notables entre las cepas, excepto para las

proteinas Adhlp, Fbalp, Tdhlp, Tdh2p, Tdh3p y Pgklp, que presentaron mayor

contenido proteico en la levadura de flor frente a la levadura convencional.

Estos resultados han sido publicados en la revista cientifica Microorganisms cuyo

titulo es el siguiente: Comparative study of the proteins involved in the fermentation-

derived compounds in two strains of Saccharomyces cerevisiae during sparkling wine

second fermentation.

Microorganisms 2020, 8(8), 1209; doi:10.3390/microorganisms8081209.
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Abstract: Sparkling wine is a distinctive wine. Saccharomyces cerevisiae flor yeasts is innovative and
ideal for the sparkling wine industry due to the yeasts’ resistance to high ethanol concentrations,
surface adhesion properties that ease wine clarification, and the ability to provide a characteristic
volatilome and odorant profile. The objective of this work is to study the proteins in a flor yeast
and a conventional yeast that are responsible for the production of the volatile compounds released
during sparkling wine elaboration. The proteins were identified using the OFFGEL fractionator
and LTQ Orbitrap. We identified 50 and 43 proteins in the flor yeast and the conventional yeast,
respectively. Proteomic profiles did not show remarkable differences between strains except for
Adhlp, Fbalp, Tdhlp, Tdh2p, Tdh3p, and Pgklp, which showed higher concentrations in the flor
yeast versus the conventional yeast. The higher concentration of these proteins could explain the
fuller body in less alcoholic wines obtained when using flor yeasts. The data presented here can
be thought of as a proteomic map for either flor or conventional yeasts which can be useful to
understand how these strains metabolize the sugars and release pleasant volatiles under sparkling
wine elaboration conditions.

Keywords: sparkling wine; second fermentation; fermentation by-products; Saccharomyces cerevisiae
flor yeast; proteins

1. Introduction

Sparkling wine is a very distinctive wine with a unique winemaking process. Its peculiarity is
mainly due to a second fermentation performed in closed bottles, where wines acquire an effervescent
characteristic. This is followed by a long aging process, in which the wine is in contact with the yeast
lees and thereby affecting its organoleptic properties. Its production, despite being lower compared
to that of still wines, has an extensive economic impact on the enology industry. This is due to the
relatively high economic value of most sparkling wines [1].

Sparkling wine elaboration by the champenoise or traditional method (like champagne in France
and cava in Spain) involves two main steps. First, a fermentation where the grape must be converted to
wine and second, a process called “prise de mousse” [2]. The latter consists of a secondary fermentation
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process in sealed bottles after adding sugar and yeast, followed by at least nine months of aging on
lees at low temperature (12-16 °C). During the “prise de mousse”, yeasts are subjected to several stress
factors, such as high ethanol content, nitrogen deficiency, low pH values, low temperature and CO,
overpressure [3]. These affect yeast metabolism and contribute to important modifications of sparkling
wine organoleptic properties [4]. During fermentation, the yeast produces ethanol and carbon dioxide,
among others, which, despite being toxic, the yeasts are able to cope with. It is during the aging of the
wine in contact with the lees when mannoproteins are released as well as compounds derived from
autolysis and enzymes involved in reactions that affect some aroma precursors [5,6].

A large number of studies have reported the metabolic/enzymatic potential of certain
non-conventional yeasts and their role in improving some technological and sensory aspects of
wine [7-10], such as the positive effect on aroma, glycerol, polysaccharides, mannoproteins, and volatile
acid [11,12]. Therefore, the use of non-conventional yeasts in wine fermentations has become a current
trend in the wine industry. These unconventional yeast species are used in winemaking with objectives
such as (i) control the acidity [11], (ii) improve color extraction and mouthfeel [13], (iii) reduce the
ethanol content [8,14]; and, more recently, and (iv) improve foam properties in sparkling wines [15].

Due to the capacity of this yeast to support high concentrations of ethanol, the use of a
non-conventional yeast, such as Saccharomyces cerevisiae flor yeast strains for sparkling wine elaboration
is suitable and is a possible advantage for the industry of wine. Further, flor yeast strains possess
distinctive characteristics compared to other fermentative S. cerevisiae strains, such as their capacity to
form a biofilm on the air-liquid interface of the wine for the elaboration of Sherry wines [16]. These
cell adhesive properties allow the winemakers to easily remove yeasts and sediment in the “degtielle”
phase during the production of cava by the traditional method. Moreover, previous studies have
demonstrated that flor yeast is a good candidate for sparkling wine elaboration because they produce
volatile compounds, such as higher alcohols, aldehydes, esters and ketones, and its influence on the
wine final aroma [17,18]. The use of flor yeast could reduce production cost and time, marking a
significant step forward in the sparkling wine industry. At the same time, it mitigates the current
situation of low diversity of commercially available yeasts for winemaking, in this particular case for
the production of sparkling wines by the traditional method.

Here, we aim to reveal the yeast proteins responsible for the production of fermentation compounds
released in the second fermentation during the elaboration of cava by a flor S. cerevisiae, and compare it
with a conventional strain used in the production of this type of wine. The data presented can be seen
as a proteomic map of either the flor or conventional yeasts which can be useful to understand how
these strains metabolize the sugars and release pleasant volatiles under prise de mousse conditions. This
knowledge can shed light on the molecular mechanism behind the production of characteristic volatile
compounds that will determine the odorant profiles of this type of wine.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganism and Experimental Conditions

The microorganisms used were two strains of S. cerevisiae. The first strain, S. cerevisiae G1 (ATCC:
MYA-2451), is an industrial flor wine yeast from the collection of the Department of Microbiology of the
University of Cordoba (Spain). It was isolated from Fine Sherry wine of Montilla-Moriles designation
of origin (DO) (Spain). This strain forms a thick biofilm (velum) about 30 days after inoculation with a
cell viability higher than 90% [19]. The second strain, S. cerevisine P29 (CECT 11770), was used as the
control strain and isolated in the Penedes grape-growing area (Spain) by the Catalan Institute of Vines
and Wines (INCAVI). INCAVI recommends P29 for the elaboration of “cava” Spanish sparkling wine.
A standardized commercial base wine, obtained by fermenting musts from Macabeo and Chardonnay
grapes in a proportion 6:4, was used for the second fermentation. After settling, the base wine was
subjected to a second fermentation inside 750 mL bottles at 14 °C. Sucrose and yeast cells were added
to the base wine to reach 22 g/L per bottle and 1.5 x 10° cells/mL.
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The changes caused by yeast during the second fermentation were monitored at three sampling
times: (i) the base wine (T0) (ii) at the middle of fermentation stage, when CO, pressure reached 3 bar
(MF); and (iii) at the end of the second fermentation (EF) one month after when CO, pressure reached
6.5 bar. Data shown in Figure 1. All the samples were analyzed in triplicate.
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Figure 1. Evolution of endogenous CO, released by flor yeast and conventional yeast during the
second fermentation in Spanish sparkling wine (cava) elaboration (Porras-Agtiera et al., 2019) [20].

2.2. Proteome Analysis

The cells were collected from each bottle by centrifugation at 4500x g for 10 min by a centrifuge
(Hettich® ROTINA 38/38R, Kirchlengern, Germany) and the sediment was washed twice with sterile
distilled cold water. Afterwards, cells were broken by a mechanical technique in Vibrogen Cell Mill
V6 (Edmund Biihler, Bodelshausen, Germany) using 500 um diameter glass balls (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany). Once the cells were broken, the protein pull was extracted. For this purpose,
extraction buffer and protease inhibitors cocktails were used. A total of 500 pug of protein of each
condition and replica was loaded. The OFFGEL high-resolution kit, pH 3-10 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA) was used for protein preparative isoelectric focusing (IEF) in solution. Protein
samples were solubilized in protein OFFGEL fractionation buffer (Agilent Technologies, Part number
5188-6444, Santa Clara, CA, USA), and aliquots evenly distributed in 12-well 3100 OFFGEL fractionator
trays according to the supplier’s instructions. Proteins from each well were scanned and fragmented
on an LTQ Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) equipped
with a nano LC Ultimate 3000 system (Dionex, Germering, Germany). To obtain the concentration
of a protein in the sample, Exponentially Modified Protein Abundance Index (emPAI) was used [21].
These procedures and methods are described in more detail by Moreno-Garcia et al. (2015) [22] and
Porras-Agiiera et al. (2020) [23].

The quantified aroma compounds were related to proteins directly involved in their metabolism using
the following databases: YMDB (yeast metabolome database; http://www.ymdb.ca/), SGD (Saccharomyces
genome database; http:/www.yeastgenome.org/), and Uniprot (http://www.uniprot.org/).

2.3. Statistical Analysis

The software package Statgraphics Centurion XVLII, (STSC, Inc., Rockville, MD, USA) was used
for statistical analysis of the proteins. A multiple-sample comparison procedure (MSC) was used to
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compare two or more independent samples via ANOVA and Fisher’s test to establish homogenous
groups at a level of significance of 95% (p-value < 0.05). Data were previously normalized according to
root square and Pareto scaling, to avoid the differences introduced by the measurement units [24]. All
treatments were evaluated in triplicate.

In addition, a correlation analysis to establish significant relationships between metabolites and
proteins were carried out according to Metaboanalyst (https://www.metaboanalyst.ca/).

3. Results and Discussion

A total of 50 proteins and 43 proteins related to the metabolism of fermentation metabolites
(ethanol, glycerol, acetic acid, acetaldehyde, acetoin, and 2,3-butanediol) have been identified in flor
yeast and conventional yeast, respectively (Table 1, Supplementary Table S1). The fermentation related
proteins have been sorted in subpathways. Each subpathway is commented and discussed separately.

Table 1. Composition of the base wine (T0) and the Spanish sparkling wine at the middle of the second
fermentation (MF) and at the end of the second fermentation (EF) in flor yeast and conventional yeast
strains. Data provided by Martinez-Garcia et al. (2017) and (2020) [17,25].

Flor Yeast Conventional Yeast
To MF EF To MF EF
]E:f/h;%’)l 1023+0.02 1076 +0.04  114+0.1 1023+0.02 10.85+0.04  11.60 = 0.03
(]
Acetaldehyde 87+1 132+1 87+ 16 872+1.1 133.9 +7.3 85.2+02
(mg/L)
Acetoin 19+1 61+1 31+2 193+13  127.5+11.8 24563
(mg/L)
23-butanediol 171+7 21+4 200 + 33 171+6 166 + 4 192 £ 12
(mg/L)
AC?;/“L";“d 023+002  020+000  028+0.02  023+0.02  020+000  0.22=0.00
Gg;{‘)’l 4020 + 656 4493 +164  4227+297 4019+ 655  4557+212 3513 +163

3.1. Glycolysis/Gluconeogenesis Proteome

A total of 25 and 23 proteins involved with the glycolysis/gluconeogenesis pathway out of a total
of 38 proteins currently documented in S. cerevisiae, were identified in the flor yeast and conventional
strain, respectively. The contents of the different proteins were analyzed at different times in the second
fermentation in the production of sparkling wine (T0, MF, and EF).

In general, the proteomic profiles obtained in both strains for the proteins involved in these
pathways were not remarkably different. Content of proteins like glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenases (Tdhlp, Tdh2p and Tdh3p), Pgklp and enolases (Enolp and Eno2p), progressively
increased during the second fermentation in both strains but the increase was more abrupt in the
flor yeast (Supplementary Table S1). These proteins catalyze the reversible steps 1, 2, and 4 of
the subpathway that synthesizes pyruvate from D-glyceraldehyde 3-phosphate, steps shared by
glycolysis and gluconeogenesis pathways. An increased synthesis of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenases during the second fermentation could be related to the recycling of NAD*/NADH
for the continuation of glycolysis; otherwise, the glycolytic flow would decrease, which could lead to
exhaustion of the ATP energy charge, making it lethal for yeast [26]. Most of the NADH produced
during glycolysis is used by yeast for the formation of ethanol from acetaldehyde. Figures 2 and 3
prove a significant inverse correlation between glycolysis/gluconeogenesis protein content and glucose
concentration, indicating that enzymes are degrading glucose. However, at EF, when fermentable
carbon sources are depleted (~0.3 g/L) and the major carbon sources are ethanol or glycerol, yeast
Tdhps, Pgklp and Enops can catalyze for gluconeogenesis [16,22]. Recently, Porras-Agtiera et al. (2019)
postulated that the increase in Tdhps content could be related to cell death or stress response, and
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thus proposing them as possible cell death biomarkers during the second fermentation [20]. A higher
abundance of gluconeogenesis-related proteins in the flor yeast versus the conventional sparkling

yeast may be related to an evolutionary adaptation of the first strain to media with high concentrations
of non-carbon sources where flor yeasts are predominant [27].
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Figure 2. Matrix of correlations established between proteins and compounds released in the second

fermentation in the flor yeast G1 strain. Metabolome data extracted from Martinez-Garcia et al.
(2020) [17].
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Figure 3. Matrix of correlations established between proteins and compounds released in the second
fermentation in the conventional yeast P29 strain. Metabolome data extracted from Martinez-Garcia et
al. (2017) [25].

Cell wall proteins glucanases Exglp, Exg2p, and Bgl2p that hydrolyze 3-glucan chains in the cell
wall leading to the release of glucose, were also reported in higher concentrations in the flor yeast.
The presence of these proteins at early stages of the fermentation may be related to cell expansion
during growth while at the end of fermentation can be involved in cell wall degradation [5]. One more
protein that reported an increase in its concentration at EF in flor yeast is Suc2p, which was found
5-fold higher than in the conventional strain. This protein is capable of transforming sucrose into
glucose and fructose. Its non-glycosylated form is expressed constitutively, while its glycosylated
form is regulated by the repression of glucose [28]. The absence of glucose in the medium at the end
of the second fermentation causes the yeasts to synthesize the non-glycosylated form. This enzyme
is excreted into the periplasmic space, where the hydrolysis occurs, and letting the monosaccharide
products of the reaction, glucose and fructose, be transported into the cell. Higher Suc2p contents at
EF in the flor yeast may be associated to a higher cell wall degradation that correlates with higher
autolysis proteins compared to the conventional strain [18,23].
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3.2. Proteins Related to the Metabolism of Pyruvate to Ethanol and Acetic Acid

A total of 16 and 12 proteins involved in the formation of ethanol from pyruvate (out of a total of
22 proteins currently documented in S. cerevisiae) were identified in the flor yeast and conventional
strain, respectively (Supplementary Table S1).

Adhlp stood out by ranging in content from 0.4 to 1.8 (mol%) with a positive trend towards EF.
Adhlp and Adh5p contents were reported two-fold more in concentration for the flor yeast compared
to the conventional strain in MF and EF; where EF > MF. These enzymes are responsible for reversible
exchange of acetaldehyde and ethanol during glucose fermentation. This increase is related to the
drastic decrease in the amount of acetaldehyde quantified at the end of the second fermentation
and the increase in the amount of ethanol produced, indicating a reaction direction towards ethanol
(Figures 2 and 3). At concentrations below 70 mg/L, acetaldehyde can provide a fruity flavor to wine,
which often occurs in freshly fermented wines. However, it can be pungent and negative over 100
mg/L and is often associated with bruised apple, Sherry, walnut and oxidation [29]. In this study,
both the flor yeast and the conventional yeast presented concentrations lower than 100 mg/L at the
end of the second fermentation [17,25] supporting the use of flor yeast in sparkling wine second
fermentation. Furthermore, pyruvate decarboxylases Pdclp and Pdc5p highlighted in MF for high
protein content in flor yeast compared to the conventional strain. Both pyruvate decarboxylases are
key enzymes in alcoholic fermentation and are responsible for the decarboxylation of pyruvate to
acetaldehyde. Pdclp is the main active form during glucose catabolism, while Pdc5p is a secondary
form that is only expressed under thiamine starvation [30]. This higher protein content was reflected
in an increased acetaldehyde concentration in the middle of the second fermentation in flor yeast
(Figure 2). High concentration of Adhps in flor yeast at EF, when no sugars remain, may be related to
an adaptive proteomic response of these yeasts to environments with only non-fermentable carbon
sources [16,31]. However, the anoxia inside the bottles does not allow ethanol consumption so the
alcohol dehydrogenases, although abundant, may remain inactive.

The metabolism of acetic acid in S. cerevisiae is primarily synthesized as an intermediate by
cytosolic pyruvate dehydrogenase bypass. This involves the conversion of pyruvate to acetaldehyde
by pyruvate decarboxylase, which is subsequently oxidized to acetate by the action of aldehyde
dehydrogenase (ALD) [32-34]. This acetic acid is key for the formation of fatty acids, acetyl-CoA,
through the action of acetyl-CoA synthetase (ACS), so there must be a balance between ALD and ACS
activity. The optimal concentration in wine is less than 0.20 g/L [35]. In excessive amounts, acetic acid
gives wine a pungent taste and an unpleasant aroma of vinegar [36].

A total of seven proteins related to the acetic acid metabolism were identified in both strains, out of
a total of 14 documented proteins in S. cerevisize. However, in quantitative terms, the proteomic profile
obtained for each strain was different (Supplementary Table S1). At TO, Ald4p stands out for higher
protein content in conventional strain versus flor yeast, however in MF, this protein was two-fold
more in protein content in flor yeast. As mentioned above, Ald4p together with Ald5p, participate in
a pathway of mitochondrial pyruvate dehydrogenase, in which pyruvate is first decarboxylated to
acetaldehyde in the cytosol by pyruvate decarboxylase and then converted to acetate by mitochondrial
acetaldehyde dehydrogenases [37]. In general, the protein content of Acs2p reported was lower
compared to Ald4p. According to Verduyn et al. (1990) [38] less acetic acid is produced if ALD activity
is lower than ACS activity. This can explain the significant increase in acetic acid during the course of
the second fermentation in flor yeast [17].

Even though no protein was identified at the end of the second fermentation in flor yeast and
almost not quantifiable in the conventional yeast, the amount of acetic acid produced was higher
at this sampling time. This fact could be correlated to the decrease in the amount of acetaldehyde,
previously described [17,25]. This conversion could have taken place when the cells are still performing
the alcoholic fermentation when the proteins were detectable, and the acetic acid remains until the
sampling time.
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3.3. Proteins Related to the Metabolism of Pyruvate-Acetoin-2,3-Butanediol

Acetoin and 2,3-butanediol are by-products generated by S. cerevisiae during alcoholic fermentation
that confer buttery and cream aromas, when present over concentrations of 0.03 and 0.67 g/L, respectively.
Acetoin can also be a precursor of some off-odor compounds, such as diacetyl. High fermentative wine
yeasts generally produce low acetoin levels [39]. In this study, the conventional strain produced less
acetoin than the flor yeast, however, the differences were not significant. The acetoin/2,3-butanediol
pathway in yeasts contributes to detoxification of acetaldehyde because acetoin is a weaker inhibitor
than acetaldehyde [40]. Out of the five proteins documented in S. cerevisize (Bdhlp, Bdh2p, Pdclp,
Pdc5p, and Pdc6p) involved in the formation of 2,3-butanediol, only two were identified (Pdclp and
Pdc5p) in both strains (Supplementary Table S1). In ME, higher contents were observed for Pdclp and
Pdc5p in flor yeast. In both cases a direct correlation could be established between the quantity of
acetoin quantified and Pdclp and Pdc5p, and this correlation was stronger for flor yeast except for the
conventional yeast Pdc5p (Figures 2 and 3).

On the other hand, Bdhlp and Bdh2p were not reported in any of the strains involved in the
reversible oxidation of acetoin to 2,3-butanediol and the irreversible reduction of 2,3-butanediol to
(S)-acetoin, respectively. 2,3-Butanediol represents an important source of aroma [41] although it has a
very high odor threshold value (~150 mg/L). In wine, its concentration varies from approximately 0.2
to 3 g/L, with an average value of approximately 0.57 g/L. This high content can have some effect on the
wine bouquet due to its slightly bitter taste and also on the body of the wine due to its viscosity [41].
The changes in 2,3-butanediol and the absence of Bdhlp and Bdh2p could be attributed to limitation
in the detection method that could not quantify very low protein content or to a potential activity of
another enzyme that catalyzes the same reaction or another reaction known to produce this compound.

3.4. Proteins Related to the Metabolism of Dihydroxyacetone Phosphate-Glycerol.

Glycerol is quantitatively the most important fermentation product after ethanol and carbon
dioxide, its concentration depends on environmental factors, such as temperature, aeration, sulfite
level, and yeast strain [42]. Glycerol contributes positively to the sensory quality of the wine, providing
smoothness and viscosity [43]. In S. cerevisiae, this polyol plays two main roles in physiological
processes: it fights osmotic stress and controls intracellular redox balance, and [44-46] converts
excess NADH generated during biomass formation to NAD*. Glycerol is synthesized by reducing
dihydroxyacetone phosphate to glycerol 3-phosphate and is catalyzed by an NAD-dependent cytosolic
G3P dehydrogenase (GPD), followed by dephosphorylation of glycerol 3-phosphate by a specific
phosphatase (GPP).

In this work, 11 proteins have been identified (out of 19 documented proteins in S. cerevisiae)
related to glycerol metabolism in both strains (Supplementary Table S1). In general, the proteomic
profile obtained for each sampling time was similar in both strains, but a higher protein content
was reported in the case of flor yeast. Gpdlp, Gpplp, and Gpp2p almost doubled in quantity in
T0 and MF in the conventional yeast versus flor yeast. Remize et al. (2003) detected that Gpdlp
increases during the growth phase. The beginning of the second fermentation in sparkling wine
involves anaerobiosis and osmotic stress that influence the expression of GPD genes [47]. Under
these conditions, the respiratory chain does not function and the production of glycerol is the only
possible mechanism of re-oxidation of NADH. Gpdlp, Gpd2p (not identified), Gpplp and Gpp2p
play a major role in glycerol formation. Depending on the way in which they are combined, they
have been related to the production of glycerol during osmotic stress (Gpd1p-Gpp2p combination)
or to the adjustment of the NADH-NAD™ redox balance under anaerobic conditions (Gpd2p-Gpplp
combination) [47]. In this work, the first combination (Gpd1lp-Gpp2p) has been reported for both
yeast strains. Both yeasts increased the synthesis of both proteins at T0 and MF which would promote
the accumulation of glycerol inside the cell to withstand the osmotic stress. However, in flor yeast
these two proteins were not identified at EF. Further, no significant differences were obtained in the
extracellular glycerol concentration in flor yeast while in conventional yeast there was a significant
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decrease in concentration from MF to EF [17,25]. It was not possible to establish any significant
correlation between the concentration of this metabolite and the content of the proteins involved in
any of the strains (Figures 2 and 3). Also, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases, previously
commented, can influence the glycerol concentration (maybe producing at MF and consuming at EF).
These results suggest that there is a prevalence of the metabolic pathway of ethanol production versus
that of glycerol formation since considerable increase in the ethanol concentration was obtained while
the glycerol concentration remained stable, possibly due to an accumulation of this compound inside
the cell. Another possible explanation for this fact is that these proteins have not been activated by
yeast, causing a change in the coenzyme requirement during the synthesis of glutamate from NADPH
to NADH, and decreasing the availability of NADH for the synthesis of glycerol and an increase in the
yield of ethanol [48]. The balance between the concentration of ethanol and glycerol results in pleasant
and stable wines.

The metabolites and proteins that displayed the highest concentration in each strain are highlighted in
a schematic figure (Figures 4 and 5) to provide a better understanding of the results obtained in this work.

Suc2p
‘ Glucose |+——— ‘ Sucrose
| Hxklp
| Hxk2p
V Giap
Fructose
1,6-bisphosphate ~ ~ " —==- S Pentose phospate
, pathway
)\ Fbalp /
/
4 Al [
Dihydroxyacetone  ___, | Glyceraldehyde
phosphate — 3-phosphate
Gpdlp [{ NAD*  —~ Tdhlp
Gpd2p Tdh2
Geylp C NaDH - ‘ \ Tdhsg
Glycerol 1,3-bisphosphoglycerate
3-phosphate
I pga
gkip
ey o
Gpm2,
Gppl | pmzp
pplp
Gpp2 | Gpm3p
Gplt’lp | Enolp
utlp | Eno2p
1 Cdcl9p
Glycerol
Pdclp
Pyruvate Pdc5p
TCA cycle Pdcép
Glyoxylate r A
cycle Acetyl-CoA |, uuenvae Acetaldehyde
Fatty acid o Pdclp
biosynthesis Acslp ||~ Napp ggch Ald2p
Acs2Zp " NADPH + HY P Ald3p
Alddp
Aldb,
l Acetate l Acetoin Aldﬁg
o] s | |
nap Bdh2p
2,3-butanediol AdhL
i p
Adh2p
NADH+H' — Adh3p
NAD* - Adhdp
No color Notfound 23:25
mm TO Adh7p
MF Sfalp
I EF Ethanol

Figure 4. Summary of the scheme of proteins involved in the compounds derived from Saccharomyces
cerevisiae flor yeast fermentation during the second fermentation in the production of sparkling wine.
The color of the protein names represents the condition in which the highest protein content of the
proteins was identified. Each condition is represented by a color: red for the base wine, TO; blue for the
middle of the fermentation, MF; green for the end of the second fermentation, EF.
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Figure 5. Summary of the scheme of proteins involved in the compounds derived from fermentation
in Saccharomyces cerevisiae conventional yeast during the second fermentation in the production of
sparkling wine. The color of the protein names represents the condition in which the highest protein
content of the proteins was identified. Each condition is represented by a color: red for the base wine,
TO; blue for the middle of the fermentation, MF; green for the end of the second fermentation, EF.

4. Conclusions

This work is focused on the use of an unconventional flor yeast to produce sparkling wine
by comparing with a typical wine yeast strain. The relationship of the yeast proteome with the
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exo-metabolites excreted in the medium during the second fermentation in the production of sparkling
wine has been established.

Fifty proteins and 43 proteins related to the metabolism and transport of fermentation metabolites
(ethanol, glycerol, acetic acid, acetaldehyde, acetoin, and 2,3-butanediol) have been identified in
flor yeast and conventional yeast, respectively. Not remarkable differences were found among the
tested strains, but a lower concentration of most proteins was reported in the conventional yeast.
Consequently, the concentration of the related metabolites was different in each strain and all above
their odor threshold.

This study highlights that flor yeasts generally used to produce Sherry wine, can perform autolysis
at high levels during the second fermentation and improve the quality and diversity of sparkling wine.
In view of the results obtained, the use of this type of flor yeast is suggested for the production of
sparkling wine. In addition, this type of yeast can resist high content of ethanol and has high adhesion
properties. These characteristics make it an ideal candidate for the production of sparkling wines.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1209/s1,
Table S1: List of the proteins involved in the fermentation-derived compounds identified in Saccharomyces cerevisiae
G1 and P29 under typical second fermentation conditions in three sampling times (T0: base wine; MF: middle of
the second fermentation; EF: end of the second fermentation).
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4.2 Capitulo 1. Identificacion de las proteinas implicadas en el metabolismo de los

compuestos del aroma durante la produccion de cava.

Los compuestos arométicos derivados del metabolismo de las levaduras
contribuyen en gran medida a las caracteristicas de aroma y sabor en los vinos, por lo que
son considerados de gran interés industrial. De todos los compuestos aromaticos presentes
en el vino destacan, por su influencia en las propiedades organolépticas, los ésteres
volatiles y los alcoholes superiores. La red metabdlica responsable de la produccion de
estos compuestos durante la segunda fermentacidon en botella y su relacién con el

proteoma de la levadura S. cerevisiae es compleja.

Este capitulo estd enfocado en el estudio del metabolismo de los ésteres debido a
su impacto positivo en las propiedades organolépticas del vino resultante mediante la
identificacion de las proteinas implicadas en su metabolismo y el establecimiento de
relaciones metaboloma-proteoma durante la segunda fermentacién en la produccion de
vinos espumosos por dos cepas de levadura de S. cerevisiae, la cepa P29 y la cepa G1. La
identificacion de proteinas se llevo a cabo utilizando el fraccionador OFFGEL y el LTQ
Orbitrap. La deteccion y cuantificacion de los ésteres se realiz6 con un cromatégrafo de
gases acoplado a detector de ionizacién de llama (GC-FID) y extraccion por sorcion de
barra magnética agitadora, seguido de desorcidn térmica y cromatografia de gases
acoplada a un espectrémetro de masas (SBSE-TD-GC-MS). En este estudio se identificd
y cuantifico un total de 20 ésteres, siendo 15 comunes a ambas cepas; sin embargo, el
hexanoato de etilo y el lactato de etilo solo se identificaron en la levadura de flor (cepa
G1), y el acetato de isobutilo, el 2-metilbutanoato de etilo, el 3-metilbutanoato de etilo,
en la cepa P29. Ademas, estos compuestos se relacionaron con 5 proteinas responsables
de la formacion y degradacion de los mismos (Atflp, Atf2p, Ehtlp, Eeblp y lahlp).
Ademads, en la levadura de flor se establecié un nimero mayor de correlaciones

significativas entre los metabolitos y las proteinas.

Estos resultados han sido publicados en la revista cientifica Microorganisms, cuyo
titulo es “Differential analysis of proteins involved in ester metabolism in two
Saccharomyces cerevisiae strains during the second fermentation in sparkling wine

elaboration”.

Microorganisms, 8(3), 403. doi:10.3390/microorganisms8030403.
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Abstract: The aromatic metabolites derived from yeast metabolism determine the characteristics
of aroma and taste in wines, so they are considered of great industrial interest. Volatile esters
represent the most important group and therefore, their presence is extremely important for the
flavor profile of the wine. In this work, we use and compare two Saccharomyces cerevisiae yeast strains:
P29, typical of sparkling wines resulting of second fermentation in a closed bottle; G1, a flor yeast
responsible for the biological aging of Sherry wines. We aimed to analyze and compare the effect of
endogenous CO, overpressure on esters metabolism with the proteins related in these yeast strains, to
understand the yeast fermentation process in sparkling wines. For this purpose, protein identification
was carried out using the OFFGEL fractionator and the LTQ Orbitrap, following the detection and
quantification of esters with gas chromatograph coupled to flame ionization detector (GC-FID)
and stir-bar sorptive extraction, followed by thermal desorption and gas chromatography-mass
spectrometry (SBSE-TD-GC-MS). Six acetate esters, fourteen ethyl esters, and five proteins involved
in esters metabolism were identified. Moreover, significant correlations were established between
esters and proteins. Both strains showed similar behavior. According to these results, the use of this
flor yeast may be proposed for the sparkling wine production and enhance the diversity and the
typicity of sparkling wine yeasts.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; sparkling wine; second fermentation; esters; proteins; CO,
overpressure; flor yeastl

1. Introduction

Sparkling wine is an ancient beverage appreciated for its unique and pleasant taste. This is
attributed to aroma compounds that are produced during fermentation, highlighting the higher
alcohols and esters. Esters are the primary source of fruity aromas and extremely important for the
flavor profile of the wine. The main pathway that leads to the formation of aroma compounds that
contribute to the wine organoleptic properties are the Ehrlich pathway for higher alcohols or the
enzymes responsible for the formation of esters. These biochemical pathways were studied mainly in
yeast species [1] that include more than 2000 yeast species; some of them have different and potentially
interesting yeast species for the food and beverage industries [2].

Microorganisms 2020, 8, 403; doi:10.3390/microorganisms8030403 www.mdpi.com/journal/microorganisms
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Over the years, attempts have been performed to determine the biochemical mechanisms of
formation of volatile sparkling wine compounds during the first and second fermentation [3-5].
The formation of esters during fermentation is a dynamic process [6]. Particularly, the concentration
of esters produced depend on the yeast strain [7-12], fermentation temperature [13,14], the material
insoluble in the must [11,15], winemaking methods [16-19], pH [20], the amount of SO, [11,21],
the amino acids present in the must [11,22,23], the glucose and dissolved oxygen [24], malolactic
fermentation [25,26], and the presence of lees in the wine [27,28]. The maximum concentration of esters
is obtained when yeasts reach the stationary growth phase [6]. Esters can be divided into two main
groups. The first group is constituted by acetate esters, in which acetate is the acid group and ethanol
or an alcohol complex derived from the metabolism of the amino acids, are the alcohol group. Some
compounds of this group are ethyl acetate (solvent-similar aroma), isoamyl acetate (banana aroma),
and phenyl ethyl acetate (roses or honey aroma) [29]. The second group of esters is formed by the
ethyl esters. In this one, the alcohol group is ethanol and the acid group is a medium-chain fatty acid.
Ethyl hexanoate (anise seed), ethyl octanoate (acid apple aroma), ethyl decanoate (floral aroma), and
ethyl lactate (milk, soapy, buttery, fruity) are included in this group [27]. Aroma thresholds (mg/L) are
described in Sumby et al. (2010) [30].

The enzymatic accumulation of esters is the result of the balance of synthesis and hydrolysis
enzymatic reactions. These enzymatic activities are very low during the fermentation of grape
must [8,24,31]. S. cerevisiae genome encodes five known genes (ATF1, ATF2, EHT1, EEB1, and IAH1)
that are involved in ester synthesis and hydrolysis. Atflp, Atf2p, Ehtlp, and Eeblp are proteins
implied in ester synthesis and Iahlp is, primarily, involved in acetate esters hydrolysis [30]. The role
of Atflp and Atf2p in acetate ester synthesis is clear, however, the role of Ethlp and Eeblp in ethyl
ester synthesis needs to be more accurately defined. The synthesis of acetate esters in S. cerevisiae
occurs during the fermentation and it is highly associated with lipid metabolism and yeast growth.
These compounds are synthesized in the cytoplasm as result of reactions catalyzed by acyl transferase
enzymes, in which Acyl-CoA is required as a co-substrate. Most of the required Acyl-CoA is generated
by oxidative decarboxylation of pyruvate, giving rise to Acetyl-CoA, while the rest of Acyl-CoA is
formed by the acylation between fatty acids and free coenzyme A (CoA). In the absence of oxygen,
the reaction between Acetyl-CoA and alcohol (ethanol or higher alcohols) allows the formation of
acetate esters, while the combination between the long chains of Acyl-CoA and ethanol produce ethyl
esters. Once synthesized within the cell, by their lipophilic nature, the esters can diffuse through the
cell membrane to be released into the fermentation medium [29].

The final concentration of acetate esters is also influenced by the presence of esterases, a group of
hydrolase enzymes that catalyze the breakdown of esters or prevent their formation [8,29]. Particularly,
the Iah1lp enzyme plays an important role in the hydrolysis of isoamyl acetate, ethyl acetate, isobutyl
acetate, and phenylethyl acetate. As it was previously reported, esters are extremely important in
the taste of wines. It is known that these metabolites are in very low concentrations, close to their
threshold values [30]. The fact that most esters are present in such concentrations implies that small
changes in the concentration could have a relevant effect on the taste of the wine.

This study is based on previous works by our research group [32,33] aimed to study the general
aroma compound profile of P29 and G1. Specifically, we focused on the esters because of their
positive impact on the organoleptic properties and provide, for the first time, the proteins involved
in their metabolism and a metabolome-proteome relation during the second fermentation in the
production of sparkling wine (cava wine). The use of unconventional yeast strains to produce new or
improved fermented beverages, such as sparkling wines, is an interesting approach according to several
authors [12,34-36]. The use of a flor yeast for the production of sparkling wine would be interesting
due to its high tolerance to ethanol or its adhesive properties that facilitate its better recovery in the
“degtielle” phase, making the flor yeast ideal for a second fermentation in the bottle. This would mean a
reduction in production costs and manufacturing time, an increase in the biodiversity of yeast strains in
the production of sparkling wine and typicity elaborated wines with an own flor yeast strain from DO
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Montilla-Moriles (south of Spain). Furthermore, this study helps to understand how endogenous CO,
overpressure can affect the sensory characteristics of sparkling wines during the second fermentation.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganisms and Conditions Studied

Two strains of S. cerevisine were used: G1 strain (ATCC: MYA-2451) is a wine flor yeast isolated
from a flor velum in a barrel under biological aging of “Fino” Sherry wine of the designation of origin
(DO) Montilla-Moriles in Cordoba (Spain). The other one is the P29 strain (CECT11770), typical of
sparkling wines resulting of second fermentation in a closed bottle. It was isolated from Penedés
designation of origin (DO) Barcelona (Spain).

For the inoculum, a total of 1 x 10° yeast cells/mL, which were previously grown in medium YPD
(1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose) at 21 °C for 48 h, were incubated for 5 days at 21 °C using
gentle agitation of 100 rpm for their growth in a pasteurized must of Macabeo grape variety (174.9 g/L
of sugar, 18.5 °Bx, 3.6 g/L of total acidity, and 3.43 pH). When ethanol content of 10.39 % (v/v) was
reached, the yeast cells were inoculated into bottles for the run along with a standardized commercial
base wine, 21 g/L sucrose, and 1.5 x 10° cells/mL. This base wine is composed of Macabeo:Chardonnay
(6:4),10.21 % (v/v) of ethanol, 0.3 g/L of sugar, pH 3.29, 5.4 g/L of total acidity, and 0.21 g/L of volatile
acidity. The second fermentation was carried out in a thermostatic chamber at 14 °C in bottles with
a volume of 750 mL. In order to study the effect of CO; released by yeasts during this fermentative
process, the bottles were divided into groups for the study of endogenous CO, overpressure. Three
bottles were used for proteomic and metabolomic analyses at each sampling time: BW, MFP (+), EFP
(+), MFP (-), and EFP (-), with a total of 15 bottles for each strain. Therefore, a total of 30 bottles
were used.

For the condition with CO, pressure, the bottles were hermetically sealed with a plug and with a
metal crown capsule, hereinafter referred to as a pressure condition, P (+); the bottles belonging to the
condition without pressure were closed with a perforated shutter, constituting the condition without
CO, pressure, P (=). During the process, the following samples were taken: (a) at the beginning of the
inoculation in the base wine, BW; (b) in the middle of the second fermentation, MF (3 atm pressure);
(c) at the end of the second fermentation, EF (6.5 atm). At the same time, samples of the condition
without CO, pressure were taken, obtaining a content of sugar consumed and ethanol produced similar
for both conditions: sugar consumption (MF: 9.07 + 0.26 g/L and EF: 0.3 + 0.0 g/L) and ethanol content
(MF: 10.74 + 0.03% v/v and EF: 11.56 + 0.04% v/v).

Cell viability was determined by spreading 100 uL volumes of diluted suspension on YPD (yeast
extract, peptone, dextrose) agar plates and counting colonies after 48 h at 28 °C.

2.2. Analysis of Volatile Metabolites

The detection of volatile compounds in wine is based on the different physico-chemical properties
such as volatility or solubility in different organic phases. Majority compounds do not need to be
pre-concentrated beforehand, since they have a high enough concentration to be detected. Ethyl
acetate and ethyl lactate were detected using the direct injection method in an Agilent 6890 Series II
gas chromatograph equipped with a fused silica capillary column CP-WAX 57 CB (60 m long, 0.25 mm
internal diameter, and 0.4 pm film thickness) attached to a FID detector. The temperature program
was as it follows: 50 °C for 15 min and then raised to 190 °C at 4 °C/min for 35 min. The flow rate of
the carrier gas (helium) was held at 0.7 mL/min for 16 min and then raised at 0.2 to 1.1 mL/min for
52 min. The flame ionization detector temperature was 300 °C, and the hydrogen and air flow rates
were 40 and 400 mL/min, respectively. A post run purge program at 200 °C for 35 min and a helium
flow rate of 1.3 mL/min were used after the chromatographic peaks of interest were eluted. A solution
of 1 g/L of 4-methyl-2-pentanol in pure ethanol was used as internal standard. These chromatographic
conditions are described in Peinado et al. (2004) [37].
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The other group of volatile compounds analyzed was those found in low concentrations, less than
10 mg/L, that need to be extracted and concentrated in order to detect them. These volatile compounds
are called minority compounds and were identified using the SBSE (stir bar sorptive extraction), followed
by thermal desorption and gas chromatography coupled to a mass spectrometer (SBSE-TD-GC-MS).
The SBSE-TDU-GC-MS analytical platform consisted of an Agilent-7890° chromatograph, a MSD 5975
mass detector (Agilent Technologies), and the Gerstel thermal desorption unit (TDU) coupled to a CIS-4
injection system. Agilent and an HP-5 capillary column 30 m long, 0.25 mm internal diameter, and
0.25 um film thickness. This technique uses a magnetic stirring bar, called Twister (0.5 mm thick coated
and 10 mm long) packed with polydimethylsiloxane (PDMS). A 10 mL vial was filled with 0.5 mL
of sample and 0.1 mL of an internal standard solution (0.4464 mg/L ethyl nonanoate in pure ethanol
plus a solution of 12% (v/v) ethanol adjusted to pH 3.5 with 2.6 g/L tartaric acid and 2.2 g/L potassium
bitartrate). The final volume was 10 mL. Compounds were thermally desorbed at an initial temperature
of 35 °C for 0.1 s, using a 120 °C/min ramp to 280 °C for 10 min and a helium stream at 16 mL/min in
the splitless mode into a cooled injection system (CIS-4) from Agilent Technologies. The 7890A GC
instrument was equipped with an HP5MS fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm) from Agilent
Technologies (Wilmington, DE, USA). The oven initial temperature was set at 50 °C for 2 min and then
increased with 4 °C/min to a final temperature of 190 °C that was maintained for 10 min. The MSD
was used at 70 eV in the electron impact mode (EI), using the mass range from 35 to 550 Da at 150 °C.
More detailed information is described in other publications [38,39].

2.3. Proteomic Analysis

Extraction, Identification, and Quantification of Proteins

The cells were collected from each bottle (data shown in Table 1) by centrifugation at 4500 g
for 10 min by a centrifuge (Rotina-38), washing the sediment twice with sterile distilled cold water.
Afterwards, a total of 2 x 10° cells of each condition counted with Beckman Coulter Z2 Particle Counter
were used for protein extraction. This amount of yeast cells was broken by a mechanical technique in
Vibrogen Cell Mill V6 (Edmund Biihler) using 500 um diameter glass balls. Once the cells were broken,
the protein pull was extracted. For this purpose, extraction buffer (100 mM Tris-HCI pH 8, 0.1 mM
EDTA, 2 mM DTT, and 1 mM PMSF) and a protease inhibitor cocktail were used.

Table 1. Amount of viable cells in the studied conditions (CFU/mL).

BW MEP (-) EFP (-) MEP (+) EFP (+)
Glstrain  15x10°+0 371x10°+23x10° 712x10°+1.2x10° 2.87x10°+49x105 3.5x10% +7.07 x 102
P29strain  15x10°+0 553x100+21x10° 1.14x10°+42x10° 8.02x10°+1.4x10° 3.33x10*+1.2x10*

* BW: base wine; MFP (+): middle of fermentation with pressure; MFP (—): middle of fermentation without pressure;
EFP (+): end of fermentation with pressure; EFP (-): end of fermentation without pressure.

Later, the protein concentration was estimated by the Bradford test (1976) [40] to subsequently
proceed to protein analysis. To perform this analysis, 500 pg of total protein from each condition and
replica was loaded into the tray of the well of the OFFGEL 3100 fractionator from Agilent Technologies.
Previously the protein samples were solubilized in Protein OFFGEL fractionation buffer containing
urea, thiourea, DTT, glycerol, and buffer with ampholytes. The aliquots were distributed in the
OFFGEL 3100 fractionator from Agilent Technologies, in a tray with wells. The separation limits of
the OG12PR00 program that were used were: 4500 V, 200 mW, and 50 pA; starting with a voltage of
200-1500 V; the termination voltage 5000-8000 V; and a constant voltage for the protein separation
zones after the application of 20 kVh.

Once the proteins were separated according to their isoelectric point, the fractions of each well
were collected, and their identification was carried out. For identification, protein fractions were
analyzed on a LTQ Orbitrap XL mass spectrometer equipped with a nano LC Ultimate 3000 system
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at the Central Research Support Service (SCAI) of the University of Cordoba. Proteins have to be
digested with trypsin, previously. For this, 20 mM dithiothreitol in 25 mM ammonium bicarbonate
(AB) incubated for 20 min at 55 °C was added to the sample to work under reducing conditions.
The mixture was cooled to room temperature and the free thiols were alkylated by adding 40 mM
iodoacetamide in 25 mM AB in the dark for 20 min. Proteolytic digestion was performed by adding
12.5 ng/uL trypsin (Promega) in 25 mM AB and incubation at 37 °C overnight. The tryptic digestion
was stopped by the addition of trifluoroacetic acid at a final concentration of 1% and the digested
samples were finally dried in Speedvac. Then, the sample was introduced into the LTQ Orbitrap XL
mass spectrometer equipped with a nano LC Ultimate 3000 system for analysis. The electrospray
voltage was set at 1300 V and the capillary voltage at 50 V at 190 °C. The LTQ Orbitrap was operated
in parallel mode, which allowed an accurate measurement of the precursor ion (400-1500 m/z) in
the Orbitrap selection and provided 60,000 full widths at a maximum average resolution with the
acquisition of three CIDs dependent on the MS/MS scanned data in the LIT for the peptide sequence,
followed by three scanned HCD MS/MS data (100-2000 m/z) with resolution 7500 FWHM m/z 400 for
peptide sequencing and quantification. Conditions are described more in detail in an article published
previously by Moreno-Garcia et al. (2015) [41]. For the identification of proteins, a search was made
in the Proteoma Discoverer V database. 1.0 (Thermo Fisher Scientific Software, San Jose, CA, USA)
against the Uniprot database and the fixed modification of carbamidomethylation in the amino acid
cysteine was included and the proteome results were statistically analyzed using the same software.

Finally, the proteins identified were quantified following the Exponentially Modified Protein
Abundance Index, EmPAI, a method described by Ishihama et al. (2005) [42].

2.4. Statistical Analysis

All tests were performed in triplicate (n = 3). The data was previously normalized with the
square root and then scaled by the Pareto method, to avoid the differences introduced by the units of
measurement [43].

The data was processed using the Statgraphics Centurion XVLII statistical package, from STSC,
Inc. (Rockville, MD). The methodologies applied were ANOVA and Fisher’s test for the establishment
of homogeneous groups (HG), whose objective is to establish differences between the samples, with a
level of significance p < 0.05. In addition, a principal component analysis (PCA) was performed to find
those variables that establish differences between the two types of strains studied.

In addition, a heat map was made for a quick visualization of the changes in concentration of
the analyzed compounds and a correlation analysis to establish significant relationships between
metabolites and proteins. Both analyses were performed with the help of the Metaboanalyst database
(https://www.metaboanalyst.ca/). The correlation matrix shows the relationships between all the
variables and compares them one by one, which results in a set of data whose Pearson correlation
coefficient (r) is in a range of —1 to 1. A value of correlation coefficient closes to —1 indicates that
there is a strong and inverse linear relationship between the variables, while a correlation coefficient
value close to 1 indicates a strong and direct linear relationship between the variables. Correlation
coefficient values close to 0 are non-significant values and, therefore, it is assumed that there is no
linear relationship between the variables.

3. Results and Discussion

A total of 20 esters were identified; 15 were identified in both strains, however, the ethyl hexanoate
and ethyl lactate were only identified in the flor yeast while isobutyl acetate, ethyl 2-methyl butanoate,
ethyl 3 -methyl butanoate in the P29 strain (Table 2 and Supplementary Materials). The five proteins
involved in the ester metabolism were identified in this study at low concentrations [8,30,44—49].
These proteins were Atflp, Atf2p, Iahlp, Eeblp, and Ehtlp. Besides, Atf2p was not found in the P29
strain and Eeb1p in the G1 strain. Iahlp was the most abundant protein and it was found in most
conditions (Table 3 and Supplementary Materials).
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The esters were classified into 6 acetate esters (ethyl acetate, methyl acetate, isobutyl acetate,
isoamyl acetate, hexyl acetate, and phenylethyl acetate) and 14 ethyl esters (ethyl lactate, ethyl
propanoate, ethyl isobutanoate, ethyl butanoate, ethyl 2-methyl butanoate, ethyl 3-methyl butanoate,
ethyl hexanoate, ethyl heptanoate, ethyl octanoate, ethyl 2-methyl octanoate, ethyl decanoate, ethyl
dodecanoate, ethyl tetradecanoate, and ethyl hexadecanoate).

The evolution of the metabolites as well as of the proteins is represented throughout the second
fermentation process for both pressure and without CO, pressure conditions for both strains by a
heatmap (Figure 1). In this way, a general and integrated view of the metabolome and proteome
involved in this process is obtained, allowing a first approach. Figure 1A showed how hexanoic
acid or dodecanoic acid, as well as ethyl hexanoate, were present in higher concentrations in the G1
strain. The enzyme Atf2p also stands out, whose concentration increased in the middle of the second
fermentation under pressure conditions. Figure 1B exhibited that esters such as phenylethyl acetate,
ethyl 3-methylbutanoate, isobutyl acetate, ethyl 2-methylbutanoate, or acids such as octanoic acid
and decanoic acid were found at a higher concentration throughout the fermentation process both
understudy conditions and in the P29 strain. As for the proteins, the proteins Ehtlp and Atflp showed
a high concentration in the P29 strain in the middle of the second fermentation in the condition without
CO; pressure, suggesting a possible relationship between them. Ehtlp was also important in the
P29 strain in the no-pressure condition, although the metabolites associated with this strain did not
reduce its concentrations as would be expected since there is a degradation enzyme. Finally, the Eeblp
enzyme showed a high content in the base wine of the P29 strain. A joint analysis of the heatmap data
for both G1 and P29 strains showed that compounds such as ethyl tetradecanoate, tetradecanoic acid,
2-methyl ethyl octanoate, or ethyl hexadecanoate showed considerable concentrations, regardless of
the strain. Other metabolites such as ethyl butanoate or ethyl isobutanoate are associated with the base
wine, their concentration is reduced during the fermentation process in both strains and conditions.

BW

MFPG) MFP()  EFPG)  BFP()
BW  MEPL) MERG) EFPC EFPG) .

B

Figure 1. Heat map of the group of metabolites and proteins for flor yeast (A) and the P29 strain
(B). *The dendrograms that indicate the grouping of variables and can be visualized in the left of the
diagram. The key shown indicates the tones associated with values in the cells. In order to make full use
of the shadow information, the data are normalized. The average of each condition is represented in the
first top row: base wine, BW; middle of the fermentation without CO, overpressure, MFP (-), middle
of the fermentation with CO, overpressure, MFP (+); final fermentation without CO, overpressure,
EFP (-); final fermentation with CO, overpressure, EFP (+).

3.1. Acetate Esters

In the condition without CO, overpressure, the metabolomic profile obtained for the acetate esters
was not similar for both strains. However, there was in both cases, an increase in the concentration of
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methyl acetate and a decrease in the concentrations of hexyl acetate, and isoamyl acetate was obtained
(Table 2 and Supplementary Materials). According to the literature, compounds of hexyl acetate and
phenylethyl acetate decrease during cava production, so that they could be used as aging markers [50].

In the P29 strain, the amount of isobutyl acetate increased (0.01 mg/L), not being identified in
flor yeast (G1 strain). This concentration is in agreement with the range established for the isobutyl
acetate, between 0.01-0.8 mg/L in wine [51]. Ethyl acetate, the main ester produced in wine [51], was
produced in high amounts in both strains (20-22 mg/L). Isoamyl acetate (2-5 mg/L) and 2—-phenylethyl
acetate (0.40-0.86 mg/L) constituted the following important ester compounds in the sparkling wines
analyzed [28].

With respect to the proteins involved in the synthesis and degradation of these compounds, the
behavior was different in each strain (Table 3 and Supplementary Materials). The protein that presented
the highest protein content was Iahlp in both strains. In flor yeast, both proteins (Atflp and Iahlp)
were identified, Atflp being the one that presented higher protein content at the end of the second
fermentation (0.032 mol%). The correlation analysis (Figure 2A) showed a measured correlation with
methyl acetate (0.692). During the course of the fermentation, the content of this protein and the
concentration of this compound increased. Conversely, the behavior obtained for the proteins that
intervened in the metabolism of the esters of the control strain (P29 strain) differed from the flor strain.
In the P29 strain, Atflp was identified in MF and not in the other conditions; and the protein content of
Iahlp decreased in MF and increased in EF. In addition, in the correlation analysis shown in Figure 2B
for Atflp, it was observed that there was no significant correlation and the correlations obtained for
Iah1p were close to zero, and no significant correlation could be established.
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Figure 2. Matrix resulting from the analysis of correlations made for the condition without pressure in
flor yeast (A) and in the P29 strain (B) with a level of significance of 95%.

It would be interesting to highlight the correlation obtained between an acetate ester synthesis
protein with an ethyl ester in flor yeast. The correlation analysis (Figure 2A) presented a strong
correlation between Atflp and ethyl lactate (0.999). During the course of the fermentation, the content
of this protein and the concentration of this compound increased. Ethyl lactate is predominantly
produced during alcoholic fermentation from reactions between alcohols and Acetyl-CoA catalyzed
by alcohol acetyltransferase [17]. In this study, ethyl lactate was identified at the end of the second
fermentation in both conditions as in Ubeda et al. (2019) [28]. In addition, ethyl lactate has also
been previously reported as a good marker of aging [52]. This increase is very interesting and it
differentiates the behavior of this yeast compared to the P29 strain. On the other hand, a strong and
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inverse correlation was observed between Iahlp and ethyl lactate (-0.867), that is, as the protein content
of Iahlp decreases, the amount of ethyl lactate increases.

Meanwhile, in the CO, overpressure condition, the metabolic behavior of both strains was different.
In the P29 strain, there was an increase in the concentration of methyl acetate and isobutyl acetate
in ME, remained unchanged at the end, EF. In the flor yeast, a significant decrease in the amount of
most acetate esters was observed during the second fermentation, except for methyl acetate, whose
concentration increased, and isobutyl acetate that was not identified. The concentration of the rest
of acetate esters remained without significant differences during this study; except hexyl acetate that
decreased as in the studies carried out by other authors [53].

The difference between both strains for the proteins involved in the formation and degradation of
acetate esters (Atflp, Atf2p, and Iahlp) was the detection of Atf2p in MF in the flor yeast, whereas
in the P29 strain, this protein was not detected. Iahlp protein, showed an inverse correlation with
phenylethyl acetate (-0.749) in flor yeast (Figure 3A); while in the P29 strain (Figure 3B), there was no
correlation between Iahlp and phenylethyl acetate.

B

Figure 3. Matrix resulting from the analysis of correlations made for the CO; overpressure condition in
flor yeast (A) and in the P29 strain (B) with a confidence level of 95%.

In this study, the behavior of each strain in terms of CO, overpressure was not affected, except for
hexyl acetate and phenylethyl acetate, whose amount was greater in the CO, overpressure condition.
However, with regard to the proteins, greater differences were found in terms of CO, overpressure,
since Atflp was not identified in both strains (Table 3 and Supplementary Materials). It seems that
the synthesis of this protein could be repressed due to the overpressure to which yeasts are subjected
because it has only been identified in no-pressure condition. However, more experiments are needed
to corroborate this hypothesis.

It can be concluded after this study that the metabolic profile obtained is practically identical both
with pressure and without pressure for each strain. This implies that the overpressure of CO; is not
involved in the metabolism of acetate esters.

3.2. Ethyl Esters

With regards to the production of ethyl esters in sparkling wines, results depend on the yeast
strain, the growth conditions, and the stress of the yeast [54]. Changes can be explained by the
mechanism of adsorption—desorption of the cell walls and by the enzymatic or chemical hydrolysis of
its esters, related to the phenomenon of autolysis of the yeast [32].

In the condition without CO, overpressure, the ethyl ester that showed the highest concentration
in both strains was ethyl octanoate (1.5-3 mg/L). This compound confers sour and apple aroma [50].
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This result was also reported by several authors such as Lopez de Lerma et al. (2018) [55] in cava wines
that use yeast strains in free forms, bio-immobilized or immobilized with alginate. In particular, the
main compounds detected were ethyl butanoate, ethyl hexanoate, and ethyl octanoate [55]. In our
study, a different behavior was obtained in both strains with respect to the metabolism of the ethyl
esters, except ethyl isobutanoate, ethyl heptanoate, ethyl 2-methyl butanoate, and ethyl octanoate.

No ethyl 2-methyl butanoate and 3-methyl butanoate ethyl were identified in flor yeast (G1
strain). The concentration of 6 ethyl esters decreased during the second fermentation. In addition,
the concentration of the rest of esters increased significantly. On the other hand, in the P29 strain,
ethyl hexanoate and ethyl lactate were not found. Additionally, most of the esters identified showed a
significant increase in their concentration during the course of the second fermentation, except for ethyl
isobutanoate, ethyl dodecanoate, ethyl butanoate, and ethyl octanoate, whose concentration decreased
in EF. The decrease in esters during wine aging is generally attributed to the release of hydrolytic
enzymes [56], so these results would be explained.

The proteins that intervene in the metabolism of ethyl esters are Eeblp, Ehtlp, and Iahlp. In flor
yeast, Ehtlp was identified in the base wine and Iahlp decreased its protein content during the second
fermentation and it was not identified in EF. In contrast, in the P29 strain, Eht]lp was identified only in
MF, Eeblp in the base wine, and the content of Iah1p decreased in MF but increased in EF. Such as the
study of acetate esters, a correlation analysis was performed in order to identify correlations between
proteins and ethyl esters. It was possible to establish in this case a greater number of correlations
in the flor yeast (Figure 2A); for Ehtlp, the strongest and most direct correlations were with ethyl
isobutanoate (0.755), ethyl butanoate (0.730), and ethyl octanoate (0.756). If the protein content of
Ehtlp increases, the amount of these ethyl esters also increases. The concentration of ethyl heptanoate
increases as the content of Iahlp decreases (-0.877), so in this case a strong and inverse correlation was
established. The correlations established in the strain P29 for Eeblp were the same as those of the flor
yeast for Ehtlp; ethyl isobutanoate (0.801), ethyl butanoate (0.960), and ethyl octanoate (0.796); while
those established for Ehtlp were with ethyl 2-methyl butanoate (0.634) and ethyl 3-methyl butanoate
(0.678). However, no correlation of interest could be established between Iahlp and the rest of the
ethyl esters (Figure 2B).

With regard to the CO, overpressure condition, in flor yeast, the amount of ethyl dodecanoate,
ethyl hexadecanoate, ethyl heptanoate, ethyl propanoate, and ethyl decanoate was affected in EF,
whereas in the P29 strain only its concentration of ethyl dodecanoate and ethyl heptanoate were
affected. The CO, overpressure could be affecting the amount of ethyl heptanoate in EF, causing a
decrease. The major difference observed in the flor yeast in the CO, overpressure condition was with
ethyl propanoate, since this compound increased its content in EF while in the non-pressure CO,
condition, it declined. The same happened in the P29 strain for ethyl dodecanoate: without pressure,
this compound decreased its concentration in EF, while with CO, overpressure its amount increased
during the second fermentation.

Regarding the protein analysis, in the flor yeast, a smaller number of proteins was identified than
in P29. No protein was identified in EF in both strains. Ehtlp and Iahlp were the ones with the highest
protein content in P29. The number of correlations established between the proteins and the ethyl
esters for the yeast was less than in the previous condition. In flor yeast, Ehtlp could be correlated
with ethyl octanoate (0.668) and Iahlp with ethyl hexanoate (-0.765) (Figure 3A). In the P29 strain, it
could only be related to Eeblp with ethyl butanoate (0.999) (Figure 3B).

The metabolites and proteins that presented the highest concentration in each strain are highlighted
in a schematic figure (Figure 4) in order to provide a better understanding of the results obtained in
this work.
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Figure 4. Summary scheme of metabolites and proteins that presented a higher concentration in each
study concentration and are involved with the metabolism of esters for flor yeast (A) and the strain
P29 (B). The color of the asterisks and boxes represent the condition in which the metabolites and
proteins were identified, respectively. Each condition is represented by a color: red for the base wine,
BW; green for the middle of the fermentation without CO, overpressure, MFP (-); dark blue for half
fermentation with CO, overpressure, MFP (+); light blue final fermentation without CO, overpressure,
EFP (-); pink for final fermentation with CO, overpressure, EFP (+).

In order to perform a deeper study of the metabolism of ethyl esters, it was decided to study the
potential substrates, that are, the medium chain fatty acids (Table 4 and Supplementary Materials).
Five fatty acids (hexanoic acid, octanoic acid, decanoic acid, dodecanoic acid, and tetradecanoic
acid) were identified in flor yeast, while 3 acids (octanoic acid, decanoic acid, and tetradecanoic acid)
were identified in the P29 strain. In addition, correlations were established between ethyl esters
and fatty acids, highlighting a greater number of correlations in the flor yeast compared to the P29
strain. In both conditions for the flor yeast, the fatty acids were related to ethyl heptanoate and
ethyl hexanoate (Figures 5A and 6A). On the contrary, in the P29 strain, the correlations that were
established in both conditions were different (Figures 5B and 6B), highlighting in the CO, overpressure
condition, the correlation with ethyl heptanoate and the condition without pressure, the relationship

with ethyl butanoate.
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Figure 5. Matrix of correlations established between esters and fatty acids in the condition without

CO, overpressure for flor yeast (A) and the P29 strain (B).

Cddigo Seguro de Verificacion

USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Fecha

21/12/2020 00:52:18

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Péagina

117/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA
21/12/2020 00:52

2020086579

punoj Jou—y°u ,, ‘amssaid JNOYIIM UONLIUSWLIDY JO PUd :(—) JIH ‘dmssaid y)Im uoreIusuLIdy JO pus :(+) L4 2Imssaid JNOYIIM UOT)LJUSULIDY
JO J[ppIu (=) JIIN ‘@Inssard YiIm UOTJRJUSULID) JO S[PPIW :(+) JLIIA QUIM dseq Mg 1S9} S, IdYSI] 03 Surpiodde (G0'0 S d) yuaiatp APuedyrudIs are MOI dwes ay} Ul (q-&) S19339] JUIHI(] 4

Ju Ju Fu Ju Ju £00°0Fq6I1°0  900°0Fp691°0  C00°0Fqscl'0  TO00F6¥1°0 e U proe drouedspoq
T'0Fel'0 700°0Fe6IT0 100F¢4LT0  €00Fell'0  CO00FeFIS80 €00°0FqE980 900°0Fq148°0 10°0F498°0 10°0F-£6°0 C00'0FPI8°0 PO OIOURISpRIR],
G0F9€ 10Fq0°€ 7'0Fq€€ ¥0FqCE €0'0Fel60 90°0FpcCc 1'0FpCe €0F>4C 10°0Fq20°C €0'0Fel60 proe drouess

CFqs¢ €Fql€ |RT4) CFqle 90'0FeZ9°CL C0Fp¥'8C T+59¢C T+ p28C CFq81 90'0Fe£9°CL proe droue
Ju FJu Ju FJu S00°0FeZET0 1005920 €0°0F592°0 20'0Fq0C0  900°0Fq€0C0  S00°0FeET0 proe drouexoy
(+) 444 (+) dAN (=) 444 (=) dAIN M4 (+) d44 (+) dAN (=) 444 (=) dAN M4
(1/3ur) uoryeIUIIUC))
urens 6zd urens 1o
"S19)$9 [A[}9 JO SISIUIUAS d} UT PIAJOAUL SPIde A13ej JO (TT/3Ur) UOTRIIUdU0D A} JO UOHRUTWINS(] *F d[qEL
81J0¢T €OF ‘8 “020T SIUSIUVSL0041A

| 21/12/2020 00:52:18

Fecha

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

118/186

Péagina

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Caodigo Seguro de Verificacion

Normativa

Firmante

Url de verificacion




Microorganisms 2020, 8, 403

———
SIS Y

Gy heplamsie

| ey docanca
=ry: Dovecanease
Ery Tenacseanca

Sy Heradecaosl

- I
Eny 2-metiylon

L T e

£ty sobnose

Eny outznste

2t e

Sy 3 bk

=iy nepranaste

i octarcae

Sty 2ty oct

Eny decanoate

oy Dodecunens

£y Tewacecanca

Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

21/12/2020 00:52

40f18 2020086579

1
Ics

[

o5

Figure 6. Matrix of correlations established between esters and fatty acids in the CO, overpressure
condition for the flor yeast (A) and the P29 strain (B).

Finally, a multivariate analysis of the principal components was carried out to discriminate
between the variables those that separate the flor yeast from the P29 strain. The PCA obtained (Figure 7)
explained 89.870% of the total variance. PC1 (67.663%) separated with positive values the flor yeast to
the P29 strain, with negative values. The variables that separated the flor yeast were hexanoic acid
(0.246), tetradecanoic acid (0.246), and Atf2p (0.234). However, the acetate esters were the variables
that discriminated against the P29 strain. These esters were ethyl acetate (-0.246), isoamyl acetate
(—0.246), hexyl acetate (-0.241), and phenylethyl acetate (-0.247).

PC2 (16.329%)

3,3

1,3

PCA (89.870% of total variance)

L 10 18 -
N 29 13 ]
E &s 56 2 ]
- o 5 Y i, ]
L 3 i
N 29 L 4__@ @ T ]
L 5 i
C 4 o _'
L - ]
4,6 2,6 0,6 1,4 34 5,4
PC1 (67.663%)

Figure 7. Principal component analysis, PCA. *The different compounds were identified by numbers
as follows: 1. Ethyl acetate, 2. Methyl acetate, 3. Ethyl propanoate, 4. Ethyl isobutanoate, 5. Isobutyl
acetate, 6. Ethyl 2-methyl butanoate, 7. Ethyl 3-methyl butanoate, 8. Isoamyl acetate, 9. Hexyl acetate,
10. Ethyl heptanoate, 11. Phenylethyl acetate, 12. Ethyl octanoate, 13. Ethyl 2-methyl octanoate, 14.
Ethyl decanoate, 15. Ethyl tetradecanoate, 16. Ethyl lactate, 17. Hexanoic acid, 18. Octanoic acid, 19.
Tetradecanoic acid, 20. Dodecanoic acid, 21. Ehtlp, 22. Eeblp, 23. Atflp, 24. Atf2p. The blue color for
the P29 strain and green for the G1 strain (flor yeast) were used. Proteins (21-24) were represented in
red, fatty acid esters (1-16) in dark yellow and fatty acids (17-20) in dark brown.

4. Conclusions

This work focuses on investigating the possible use of a flor yeast for the production of sparkling
wines, through the study of the metabolism of esters, and due to its strong influence on the organoleptic
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properties of sparkling wines. In general, an insignificant effect of CO, overpressure on quantified esters
was observed since the two strains analyzed showed a similar behavior during the second fermentation
under both study conditions. Furthermore, in flor yeast, the content of proteins responsible for the
synthesis and degradation of esters did not change versus the P29 strain, giving the possibility of
establishing a greater number of significant correlations between esters and proteins in a flor yeast.

With regard to the compounds produced by the flor yeast that are of great organoleptic interest
for sparkling wines, in addition to exhibiting fermentation characteristics similar to those obtained
by conventional yeast, it can be concluded that this is a yeast strain suitable for the production of
this special type of wine, thus increasing yeast strain biodiversity and possibly reducing production
costs since this wine strain facilitates the clarification and subsequent removal of the wine, thanks
to its capacity of cell-cell adhesion. These results suppose a first approximation in the search of
metabolome—proteome relations of the yeast during the elaboration of the sparkling wine (cava).
However, further research that considers the study of other metabolic compounds and pathways, as
well as a transcriptomic and genetic approach and enzymatic activities, would be necessary in order to
achieve more solid conclusions.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-2607/8/3/403/s1.
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4.3 Capitulo 111. Comparativa de los procesos biolégicos mas importantes afectados
por la sobrepresion de CO2 en Saccharomyces cerevisiae durante la segunda

fermentacién.

En este ultimo capitulo se presentan y comparan los resultados obtenidos de un
primer estudio del conjunto de procesos bioldgicos, de acuerdo con los términos de
Ontologia Genética (términos GO) y su relacidn con las proteinas expresadas por S.
cerevisiae P29, durante la segunda fermentacion de vinos espumosos en condiciones de
sobrepresion end6gena de CO> (condicidn habitual, en botella cerrada) y sin dicha presion
(condicion control, en botella abierta), mediante un analisis proteémico con el
fraccionador OFFGEL e identificacién de proteinas con LTQ Orbitrap XL acoplados a
HPLC. Para la clasificacion de los procesos hiologicos se ha usado las herramientas
proporcionadas por la base de datos del genoma de Saccharomyces (Saccharomyces
Genome Database). Como resultado, se ha observado un menor nimero de procesos
bioldgicos en la condicidn tipica de segunda fermentacién (botella cerrada) frente a la
condicion sin sobrepresion de CO: (botella abierta) y al final de la segunda fermentacion

con respecto a la mitad del proceso.

Los procesos bioldgicos mas destacados bajo la condicion sin sobrepresion de
CO: a mitad de fermentacién estuvieron involucrados con la divisién y crecimiento
celular, junto con procesos biosintéticos y catabolicos, sobre todo con el metabolismo de
carbohidratos y lipidos, presumiblemente para el mantenimiento de la viabilidad. Sin
embargo, no se detectaron procesos especificos en la condicion bajo sobrepresion y los
procesos mas destacados fueron la expresion de proteinas specificas en respuesta al estrés,

transporte, traduccion y organizacion cromosomica.

Al final de la fermentacion, otra vez se observaron un mayor nimero de procesos
especificos en la condicién sin presion de COo; la mayoria estaban relacionados con la
division celular, el crecimiento, procesos biosintéticos y transcripcién génica, que resultd
en una mayor viabilidad celular en esta condicion. Bajo la condicién de sobrepresion de
COg, solamente se obtuvieron dos procesos especificos (proceso metabdlico de ARNt y
organizacion cromosémica). Asi, los procesos mas representativos estaban relacionados
con la traduccion, procesamiento de ARNm, biogénesis ribosémica y ensamblaje

complejo de ribonucleoproteinas, probablemente en respuesta al estrés causado por las
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duras condiciones de fermentacion. La sobrepresion de CO. afect6 en gran medida a la
viabilidad celular.
Estos resultados han sido publicados en la revista cientifica Microorganisms bajo
el titulo de “Biological processes highlighted in Saccharomyces cerevisiae during the
sparkling wines elaboration”.
Microorganisms, 8, 1216. doi:10.3390/microorganisms8081216.
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Abstract: Sparkling wines elaboration has been studied by several research groups, but this is the first
report on analysis of biological processes according to the Gene Ontology terms (GO terms) and related
to proteins expressed by yeast cells during the second fermentation of sparkling wines. This work
provides a comprehensive study of the most relevant biological processes in Saccharomyces cerevisiae
P29, a sparkling wine strain, during the second fermentation under two conditions (without and with
endogenous CO; overpressure) in the middle and the end of second fermentation. Consequently, a
proteomic analysis with the OFFGEL fractionator and protein identification with LTQ Orbitrap XL
coupled to HPLC were performed. The classification of biological processes was carried out using the
tools provided by the Saccharomyces Genome Database. Results indicate that a greater number of
biological processes were identified under condition without CO, overpressure and in the middle of
the fermentation versus the end of the second fermentation. The biological processes highlighted
under condition without CO, overpressure in the middle of the fermentation were involved in the
carbohydrate and lipid metabolic processes and catabolic and biosynthetic processes. However,
under CO, overpressure, specific protein expression in response to stress, transport, translation, and
chromosome organization and specific processes were not found. At the end of fermentation, there
were higher specific processes under condition without CO, overpressure; most were related to cell
division, growth, biosynthetic process, and gene transcription resulting in increased cell viability in
this condition. Under CO, overpressure condition, the most representative processes were related
to translation as tRNA metabolic process, chromosome organization, mRNA processing, ribosome
biogenesis, and ribonucleoprotein complex assembly, probably in response to the stress caused by the
hard fermentation conditions. Therefore, a broader knowledge of the adaptation of the yeast, and its
behavior under typical conditions to produce sparkling wine, might improve and favor the wine
industry and the selection of yeast for obtaining a high-quality wine.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; sparkling wine; fermentation; GO terms; protein

1. Introduction

The production of sparkling wine by the traditional, or Champenoise, method consists of two
consecutive fermentations and a long period of aging of the wine in contact with the yeast lees. A first
fermentation occurs, where the base wine is obtained from grape must, and a second fermentation of
the base wine mixed with sugar and specific yeast strains of Saccharomyces occurs in a sealed bottle.

Microorganisms 2020, 8, 1216; doi:10.3390/microorganisms8081216 www.mdpi.com/journal/microorganisms
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After the second fermentation, the wine is subjected to a long aging period in contact with the yeast lees
for at least 9 months (Spanish sparkling wine, Cava) at low temperatures (12-16 °C). During this last
stage, the organoleptic properties of wine are influenced by the release of certain secondary metabolites,
such as glycerol, acetate, succinate, pyruvate, and esters [1-4]. Numerous studies attempt to relate the
change in the concentration of aromatic compounds produced during aging and their effect on the
final aroma of sparkling wines [5-9]. A recent study, conducted by our research group, focused on the
study of the effect of endogenous CO, overpressure during the second fermentation in the production
of sparkling wines. Regarding volatilome and its relationship with the organoleptic properties of
the final wine, CO, overpressure affected the concentration of certain aromatic compounds, such as
ethyl dodecanoate, ethyl tetradecanoate, hexyl acetate, ethyl butanoate, and ethyl isobutanoate [10].
Once yeast cells die during aging, intracellular compounds are released to the wine as mannoproteins
during the autolysis process, thus improving the quality, and favoring the organoleptic properties of
these special wines [11,12]. During these stages, the yeast is subjected to various stresses, so ensuring
its survival and tolerance to these conditions is essential to guarantee the success of the sparkling
winemaking process [13]. On the other hand, during yeast selection, early cell death and autolysis are
wanted to accelerate the process of elaboration of sparkling wines.During the second fermentation,
yeasts are subjected to various stress factors, such as high ethanol content, nitrogen deficiency, low pH
values, low temperature, and CO; overpressure [14]. Penacho et al. [14] showed that genes related to
aerobic respiration, and vacuolar and peroxisomal functions are the main pathways affected by the
pressure conditions, pointing to ethanol as the main factor responsible for these changes during second
fermentation [14]. Furthermore, previous research reported that CO, overpressure seems to affect
the yeast stress-related proteome during the second fermentation. In fact, according to these authors,
proteins involved in osmotic stress, such as glycerol biosynthesis and others required for energy storage
mechanisms during nutrient starvation, stand out under second fermentation conditions [15].

Since there are few researches focused on analysis of biological processes according to the Gene
Ontology (GO) terms under fermentation conditions, the present work aims to study the effect of
endogenous CO, overpressure, released by Saccharomyces cerevisiae P29 strain, on the proteins related to
the GO terms of sparkling wines elaborated according to the Champenoise method. This work conducts
a global study about the most relevant biological processes in S. cerevisiae P29, a sparkling wine strain,
under two conditions: a control condition without pressure, or P (=), and a pressure condition, or P (+),
at the middle (MF) and the end (EF) of fermentation. We designed a proteomic analysis based on an
OFFGEL fractionation, and later protein identification (LTQ Orbitrap XL mass spectrometer coupled to
HPLC) and selection using the Gene Ontology tools from the Saccharomyces Genome Database (SGD).
Finally, the GO Term Mapping tool was used to determine the most significant biological processes
and pathways found under both conditions of this study. Broader knowledge about the adaptation of
the yeast and its behavior under the typical conditions of the second fermentation would improve the
industrial process, and favor the selection and genetic improvement of wine yeast strains capable of
carrying out this process, giving rise to a wine of quality.

2. Materials and Methods

2.1. Microorganism, Cultivation Conditions, and Sampling

For this work, the P29 strain (CECT 11770) of Saccharomyces cerevisiae was used. This is a typical
sparkling wine strain for secondary fermentation in a closed bottle in the Cava production. It was
isolated from the designation of origin (DO) of the Penedes, Barcelona (Spain) [16].

Yeast strain was incubated for 5 days at 21 °C, using gentle agitation of 100 rpm for growth in a
pasteurized must of the Macabeo grape variety (174.9 g/L of sugar, 18.5° Brix, 3.6 g/L of total acidity,
and 3.43 pH). When an ethanol content of 10.39% (v/v) was reached, yeast cells were introduced into the
bottles together with the commercial base wine composed of Macabeo:Chardonnay (6:4), an ethanol
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content of 10.21% (v/v), 22 g/L sucrose, and 1.5 X 10° cells/mL. The second fermentation was carried
out in a thermostat chamber at 14 °C in bottles with a volume of 750 mL.

The bottles were divided into two groups for the study of CO, overpressure. Half of the bottles
were closed with a perforated shutter, without pressure condition (P (—)). The rest of the bottles were
hermetically sealed with a shutter and with a metal crown capsule, this causes the CO; released during
the second fermentation to be trapped inside the bottle, with pressure condition (P (+)). During the
second fermentation in the sparkling wine process, two sample times were taken: (a) at the middle of
the second fermentation (MF) (pressure of 3 bar); and (b) at the end of the second fermentation (EF)
(pressure of 6.5 bar) under CO, overpressure condition. At the same time, when a similar consumed
sugar and produced ethanol content was obtained under both conditions (sugar consumption (MF:
9.07 + 0.26 g/L and EF: 0.3 + 0.0 g/L) and ethanol content (MF: 10.7 + 0.03% v/v and EF: 11.56 + 0.04%
v/v)), samples were taken from the condition without CO, pressure.

The wine compositions at the different sampling times were: (a) under MFP (-): 10.64 + 0.02% v/v
ethanol, 9.9 + 0.5 g/L reducing sugars, 0.2 + 0.0 g/L volatile acidity, 5.2 + 0.1 g/L total acidity, 3.28 + 0.03
pH, 1.87 £ 0.06 g/L malic acid, 0.1 + 0.0 g/L lactic acid; (b) under EFP(-): 11.52 + 0.03% v/v ethanol,
0.3 + 0.0 g/L reducing sugars, 0.24 + 0.03 g/L volatile acidity, 5.1 + 0.02 g/L total acidity, 3.28 + 0.01
pH, 1.90 + 0.06 g/L malic acid, 0.1 + 0.0 g/L lactic acid; (c) under MFP(+): 10.85 + 0.04% v/v ethanol,
8.23 + 0.06 g/L reducing sugars, 0.2 + 0.0 g/L volatile acidity, 5.2 + 0.0 g/L total acidity, 3.28 + 0.01
pH, 1.87 + 0.06 g/L malic acid, 0.1 + 0.0 g/L lactic acid; (d) under EFP(+): 11.56 + 0.04% v/v ethanol,
0.3 £ 0.0 g/L reducing sugars, 0.23 + 0.02 g/L volatile acidity, 5.25 + 0.02 g/L total acidity, 3.3 + 0.02 pH,
1.89 + 0.06 g/L malic acid, 0.1 + 0.0 g/L lactic acid.

2.2. Viability

The cellular viability counting was carried out using appropriate dilutions with Ringer’s solution.
Then, these were plated in Sabouraud agar medium for 48 h at 28 °C. All samples were carried out in
triplicate. Data are recorded as means (+ standard deviation) CFU (colony-forming units)/mL.

2.3. Proteomic Analysis

The cells were collected from all bottles by centrifugation at 4500x g for 10 min by a centrifuge
(Rotina-38, Kirchlengern, Germany), washed the sediment twice with sterile distilled cold water
and broken through a mechanical technique in Vibrogen, using the Cell Mill V6 (Edmund Biihler,
Bodelshausen, Germany) with 500 um diameter glass balls. Once the cells were broken, protein
extraction was performed. For this purpose, a protease inhibitor cocktail and an extraction buffer
composed of 100 mM Tris-HCI (pH 8), 0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 2 mM
dithiothreitol (DTT), and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) were used. A total of 500 pug of
protein was loaded into the well tray of the protein fractionator. This concentration was calculated
by a Bradford test [17]. Then, the proteins were separated according to their isoelectric point, using
the OFFGEL 3100 fractionator from Agilent Technologies (Alto Palo, CA, USA). For this, the protein
samples were solubilized in a Protein OFFGEL fractionation buffer containing urea, thiourea, DTT,
glycerol, and buffer with ampholytes. For identification, protein samples were analyzed on an LTQ
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) mass spectrometer equipped with a nano
LC Ultimate 3000 system (Dionex, Germering, Germany), accompanied by the Proteome Discoverer
1.0 database (United States) at the University’s Central Research Support Service (SCAI) from Cérdoba,
Spain. Conditions are described in more detail in articles published by the research group [18].

2.4. Biological Processes Analysis

To carry out a more reliable selection of the total proteins, the following selection criteria were
taken into account, according to Dasari et al. [19]: (i) score greater than 2; (ii) number of peptides
observed greater than or equal to 2. The resulting proteins were classified into biological processes,
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according to the GO terminology of the Saccharomyces Genome Database (SGD), using the GO Slim
Mapper tool.

The proteins involved in each biological process were classified in different GO Terms provided
by the SGD database (https://www.yeastgenome.org/). This classification was made using the GO Term
Finder tool, provided by the database. The GO Terms are descriptive terms that allow the relating of
each gene product with a molecular, cellular, and biological process context, providing a statistical
value (p-value). This statistical study was performed with a level of significance () of 0.01.

3. Results and Discussion

The present study was performed on cultures of S. cerevisize P29 strain under two experimental
conditions: without and with CO, overpressure at the middle and the end of fermentation under real
second fermentation conditions (Figure 1).

Q Q

MF EF

Proteomic 124 commo
specific

analysis

Gene Ontology
analysis

GO Terms:
Biological 2
processes pecific

common

18
specific 0 6
specific specific

Without CO,
overpressure

= With CO,
overpressure

Figure 1. Venn diagram of proteins and Gene Ontology (GO) terms related to the biological processes
under two experimental conditions: without and with CO, overpressure at the middle (MFP (=) and
MFP (+), respectively) and the end of fermentation under real second fermentation conditions (EFP (-)
and EFP (+), respectively).

A total of 1517 proteins were detected under the MFP (=) and 594 under MFP (+); 542 of them
were common under both conditions (viz., 975 proteins specifically detected in MFP (-) and 52 under
MEFP (+)). On the other hand, 392 proteins were identified under EFP (-) and 419 under EFP (+), with
268 proteins being common between both conditions (viz., 124 proteins were specific in EFP (-) and
150 under EFP (+)) (Supplementary Materials Table S1).

The biological processes obtained in each type of condition and sampling times were elucidated
from the GO term of biological processes and pathways. Gene Ontology is a tool that describes how
and where gene products work in biological systems. It is structured in three interrelated parts that
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describe what genetic products do at the biochemical level and at the cellular level, and the general
biological objectives to which their actions contribute [20].

3.1. Biological Processes during the Middle of the Second Fermentation

A total of 57 biological processes were obtained in the middle of the second fermentation (Figure 2).
While 18 of them were specific processes under the condition without overpressure, there were no
specific processes detected under CO; overpressure condition. This difference could be because, in
high-stress situations, the yeast cells only carry on those biological processes that are fundamental
to viability and cell maintenance. These results agree with those from Matallana et al. [21], which
also indicates that the tolerance to environmental stress conditions is a key factor to achieve the
biotechnological success of Saccharomyces yeasts.
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Figure 2. Relevant biological processes in middle of second fermentation without CO; overpressure
(MFP (=) in orange), and with overpressure (MFP (+) in brown). The frequency (%) of each
process corresponds to the number of proteins involved in each process with respect to the total
proteins identified.

On the other hand, there were 18 specific processes under MFP (—); those processes that showed a
higher protein frequency were related to metabolism, and more specifically to the metabolism of lipids
and carbohydrates (6.49% and 5.97%, respectively). Both processes were related to a series of GO Terms
(data shown in Supplementary Materials Table S2) among which the biosynthesis of lipids such as
sterols, glycerolipids, or phospholipids stood out. The yeast plasmatic membrane can play an important
role in the transport and tolerance of toxic compounds such as ethanol, acetic acid, acetaldehyde,
and medium-chain fatty acids, and therefore small changes in the plasma membrane could trigger a
modification of the yeast metabolism [22,23]. Furthermore, sterols are involved in membrane dynamics,
controlling lateral movements and the activity of membrane proteins [24]; while glycerolipids play
an important role in cell signaling, membrane trafficking, and anchoring of membrane proteins [25].
The composition of fatty acids in the plasma membrane of yeasts depends on the lipid composition
of the environment, the availability of oxygen, and the fermentation conditions. When fermentation
takes place under anaerobic conditions, the yeast can synthesize more saturated fatty acids and
less ergosterol and squalene [24]. However, when fermentation carries on under aerobic conditions,

USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM Fecha

21/12/2020 00:52:18

Caodigo Seguro de Verificacion

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

MARIA DEL CARMEN GONZALEZ JIMENEZ

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/USAFWJ4Z5EV7E4AAKEINIFTQIM

Péagina

130/186




Registro Electronico de la
Universidad de Cérdoba

ENTRADA

21/12/2020 00:52

Microorganisms 2020, 8, 1216 60f11

2020086579

fewer medium-chain fatty acids and more unsaturated fatty acids are produced [26]. This causes
a change in the composition of its lipid fractions by reducing the surface area of the membranes
and decreasing the viability of the cells during fermentation. These differences in lipid composition
between the two conditions are due to the fact that the biosynthetic pathways of these essential lipids
are strictly aerobic [27] and are related to mitochondrial activity [28]. However, for validation of
obtained results, oxygen consumption measurements by yeast cells should be made throughout the
second fermentation in bottle, and analysis of the lipid composition of the plasma membranes under
both conditions must be performed. On the other hand, the main GO Terms related to “carbohydrate
metabolism” were metabolism of glucans and glycogen (data shown in Supplementary Materials
Table S2). These polysaccharides, more specifically 3-glucans, provide rigidity to the cell wall. The
synthesis of these polysaccharides is involved in the yeast budding process. In addition, the metabolism
of glycogen, a reserve polysaccharide, is also involved in increasing the viability of yeast cells in wine
fermentations [29,30]. Both processes (lipid and carbohydrate metabolism) are related to the production
of energy through glycolysis, the pentose phosphate pathway, and the TCA cycle. This energy is used
by the yeast for cell growth, morphogenesis, and biosynthesis of compounds such as amino acids or
proteins. The rest of the specific biological processes identified under MFP (—) presented a protein
frequency between 2 and 0.1% (Figure 2). These results were in contrast with the cell viability analysis:
under without overpressure 5.53 X 10° (2.1 x 10%) CFU/mL, (10.64 + 0.02% v/v ethanol) and under CO,
overpressure 8.02 X 10° (+1.4 x 10) CFU/mL (3 bar, semi-sparkling wine, 10.85 + 0.04% v/v ethanol), no
significant differences were observed [31]. This suggests that the fundamental processes of cell growth
and those related to the central metabolism of yeast would be taking place under both conditions, and
in this case, the CO, overpressure would not affect cell viability, despite being subjected to stress.

With the aim of contrasting this hypothesis, the common biological processes at the middle of the
second fermentation were identified (39 processes), and the most representative common biological
processes under MFP (-) versus MFP (+) were eight processes (biosynthetic process, catabolic process,
cell wall organization or biogenesis, cellular nitrogen compound metabolic process, cofactor metabolic
process, cytoskeleton organization, small molecule metabolic process, and sulfur compound metabolic
process). In view of these results, the yeast could have a more active metabolism under conditions
without CO; overpressure versus CO, overpressure, since the highlighted processes are related to
synthesis and degradation, presumably of lipids and carbohydrates (specific processes identified), and
to obtaining energy (cofactor metabolic process, cellular nitrogen compound metabolic process, or
small molecule metabolic process). Unlike yeasts under CO, overpressure condition, they dedicate
most of their energy to their survival. Processes that were differentially up-regulated (relative frequency
above twofold) under MFP (+) versus MFP (—) samples were as follows:chromosome organization,
translation, nucleocytoplasmic transport, response to stress, ribosome biogenesis, anatomical structure
formation involved in morphogenesis, cell differentiation, chromosome segregation, membrane
organization, DNA metabolic process, homeostatic process, protein targeting, aging, anatomical
structure development, and cellular protein modification process. These processes are related to cell
division (chromosome organization: 14.29%; chromosome segregation: 8.16%; DNA metabolic process:
6.12%), morphogenesis (anatomical structure formation involved in morphogenesis: 8.16%; anatomical
structure development: 2.04%; membrane organization: 8.16%) and gene transcription (translation,
14.29%; nucleocytoplasmic transport, 10.2%; ribosome biogenesis, 10.2%; cellular protein modification
process, 2.04%). In view of these processes under MFP (+), yeast metabolism under CO, overpressure
conditions and its cell growth are not affected, since it counteracts not having specific processes for
them by presenting a high frequency of proteins in the common processes mentioned above. However,
the yeast could be stressed by CO, pressure, since a stress response under MFP (+) higher than MFP
(-) has been detected.
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A total of 46 processes were obtained under condition without CO, overpressure (EFP (-)), while
under condition of CO, overpressure (EFP (+)) 42 biological processes were identified at the end of the
second fermentation (Figure 3). Six of them were specific under condition EFP (-) and two in the EFP (+).
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Figure 3. Relevant biological processes at the end of the second fermentation without CO, overpressure

(EFP (-) in orange), and with overpressure (EFP (+) in brown).

The frequency (%) of each

process corresponds to the number of proteins involved in each process with respect to the total

proteins identified.

Specific biological processes in EFP (—) were aging (4.03%), cell division (2.42%), cell morphogenesis
(1.61%), cytoskeleton-dependent intracellular transport (0.81%), growth (2.42%), and protein maturation
(2.42%). In both conditions, due to the scarcity of the carbon source (glucose), the yeast reorganizes its
metabolism during the stationary phase [29,30]. The viability of yeast cells under EFP () condition was
higher than under condition with CO, overpressure; this is in accordance with the identification of a
greater number of biological processes related to cell growth and division (EFP (-): 1.14 x 10° (+0.4 x 10°)
CFU/mL (11.52 + 0.03% /v ethanol); EFP (+): 3.33 x 10* (+1.2 x 10%) CFU/mL (11.56 + 0.04% v/v
ethanol). This fact may be explained since, as described above, in EFP (+), yeast autolysis may be taking
place, which would help the survival of the rest of the population in this hard condition. On the other
hand, the GO Terms related to the specific biological processes in EFP (—) were developmental process,
intracellular copper ion transport, and oxidoreduction coenzyme metabolic process (Supplementary
Materials Table S3). They presented p-values of 0.00365, 0.00488, and 0.00738, respectively. These GO
Terms could be involved with the maintenance of the redox balance between NAD* and NADH in
aerobic conditions by S. cerevisiae. Yeasts need to recycle NAD" and oxidize NADH for the continuation
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of glycolysis; otherwise, the glycolytic flow would decrease, which could lead to a depletion of the
ATP energy charge, becoming lethal for yeast [31,32]. According to Kutyna et al. [33], most of the
NADH produced during glycolysis is subsequently oxidized during the formation of ethanol. NAD*
regeneration can also occur through the formation of glycerol. Peeters et al. [34] reported that the
combination of aberrant growth onset due to glycolytic dysregulation in cells can cause apoptosis
in yeast.

Regarding common biological processes, under condition without CO; overpressure (EFP (-))
processes which stood out were biosynthetic process, cellular amino acid metabolic process, small
molecule metabolic process, carbohydrate metabolic process, cofactor metabolic process, generation
of precursor metabolites and energy, signal transduction, homeostatic process, cell death, cell wall
organization or biogenesis, cellular protein modification process, and lipid metabolic process.In view of
the results obtained, most of these common processes in EFP (-) are involved in maintaining the redox
balance caused by oxidative stress. For this purpose, the yeast could be synthesizing amino acids, such
as methionine or tryptophan. These amino acids are described in studies carried out by Peldez-Soto et
al. [35] as cellular protectors against damage caused by the oxidative metabolism of yeast. In addition,
the processes of carbohydrate metabolic, cofactor metabolic, generation of precursor metabolites and
energy, signal translation, and lipid metabolic would be dedicated to the production of energy needed
to induce the antioxidative machinery. At last, seven processes presented a frequency more than
twofold under condition with CO, overpressure versus without CO, overpressure, and the majority
of these processes are related to gene translation (translation, ribonucleoprotein complex assembly,
ribosome biogenesis, nucleocytoplasmic transport, mRNA processing, and transmembrane transport).
The most significant GO Terms obtained for these processes coincide with the biological processes
previously mentioned. The biogenesis of ribosomes (p-value: 1.35 x 1078) and protein translation
(p-value: 2.57 x 107°) stood out. Presumably, the yeast could be synthesizing stress response proteins,
and is more likely to respond to stress due to CO, overpressure, since the conditions of ethanol and
glucose did not show significant differences between conditions (see Materials and Methods section).

The specific biological processes under EFP (+) were tRNA metabolic process and chromosome
organization, which presented a frequency of 1.99% and 3.97%, respectively. Four GO Terms have been
related to these two specific biological processes (Supplementary Materials Table S3). These GO Terms
were chromosome organization (p-value: 0.00441), DNA packaging (p-value: 0.00909), DNA-templated
transcriptional start site selection (p-value: 0.00991), and transcriptional start site selection at RNA
polymerase II promoter (p-value: 0.00991). These results suggest that yeast could be activating its
transcription and translation machinery to try to cope with cell death and autolysis. Jing et al. [36]
reported that the increase in the amount of ethanol in the medium induces the process of autophagy in
the yeast during fermentation. Yeast autolysis involves the release of different products, resulting from
the degradation of yeast macromolecules, into the wine. In S. cerevisiae, this process is triggered by
starvation conditions, and is considered an adaptive response, allowing the survival of younger yeast
cells, due to the recycling of the compounds released into the medium by dead yeasts [37].

4. Conclusions

This work focuses on providing a first approach to an understanding of the biological processes
that take place in yeasts during the second fermentation in the production of sparkling wines through a
proteomic study. This knowledge arises from the need to select yeasts capable of carrying out the second
fermentation, and of tolerating various stresses to which they are subjected. We believe that stress
tolerance is a good criterion for selecting enologically interesting yeasts. Despite obtaining a greater
number of biological processes in the middle of the second fermentation, no specific process of the
condition with CO, overpressure was identified. However, at the end of the second fermentation, two
specific processes took place under CO, overpressure, versus six specific processes under conditions
without CO, overpressure. Most of the prominent processes were related to cell division, growth, and
biosynthetic process, presumably for the maintenance of good cell viability observed without CO,
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overpressure condition. At the end of fermentation, it was clear that the overpressure affects viability,
since there were a smaller number of living cells in the second fermentation under this condition.
However, under CO, overpressure condition, processes were related to tRNA metabolic process,
chromosome organization, and translation.

These results represent a first approach that highlights the most relevant biological processes
that take place during the second fermentation in bottle in the production of Spanish sparkling wine
(Cava). Furthermore, they couldbe a starting point for future research to validate some of the possible
mechanisms that take place during the second fermentation in bottle.

A better understanding of yeast metabolism, its adaptation, and its behavior under the typical
conditions of the second fermentation is necessary for the strain selection process and improvement of
its application in the wine industry, and can be interesting for quality control and improvement of the
sparkling winemaking process.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-2607/8/8/1216/s1,
Table S1: Biological processes obtained in S. cerevisiae under conditions of second fermentation, Table S2: GO
terms obtained in the middle of the second fermentation in S. cerevisiae, Table S3: GO terms obtained in the end of
the second fermentation in S. cerevisiae.
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5. INFORME CON EL FACTOR DE IMPACTO Y CUARTIL
DEL JOURNAL CITATION REPORTS (JCR)

Esta Tesis Doctoral se presenta por compendio de articulos y con mencién
internacional, por lo que en la Tabla 3 se muestra la informacion referida a los 3 articulos
publicados en la revista cientifica de alto indice de impacto internacional
“Microorganisms”, incluida en el segundo cuartil referenciada la Gltima relacién
publicada, 2019, por el Journal Citation Reports (JCR) en la categoria Microbiology por
orden de consecucién de objetivos especificos propuestos.

Tabla 3. Informe de las publicaciones cientificas como primer autor.

Objetivo 1

Comparative study of the proteins involved in the fermentation-derived
Titulo del articulo compounds in two strains of Saccharomyces cerevisiae during

sparkling wine second fermentation

Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.*,

Autores ) ) . . i
Sanchez-Ledn, 1., Puig-Pujol, A., Moreno, J., Moreno-Garcia, J.

Revista cientifica Microorganisms (Section: Microbial Biotechnology)

Afio de publicacién 2020

indice de impacto
(JCR)

4.152

Cuartil 37/134 (Q2)

Categoria Microbiology

DOl 10.3390/microorganisms8081209
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Tabla 3. Continuacion I.
Objetivo 2
Differential analysis of proteins involved in ester metabolism in two
Titulo del articulo Saccharomyces cerevisiae strains during the second fermentation in
sparkling wine elaboration
A Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Moreno-Garcia, J., Garcia-Martinez, T.*,
utores . . . .
Moreno, J., Puig-Pujol, A., Capdevilla, F., Mauricio, J.C.
Revista cientifica Microorganisms (Section: Food Microbiology)
Afio de publicacion 2020
indice de impacto
4.152
(JCR)
Cuartil 37/134 (Q2)
Categoria Microbiology
DOl 10.3390/microorganisms8030403
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Tabla 3. Continuacion Il.
Objetivo 3
i i Biological processes highlighted in Saccharomyces cerevisiae during
Titulo del articulo . ] ]
the sparkling wines elaboration
Gonzéalez-Jiménez, M.D.C., Garcia-Martinez, T.*, Puig-Pujol, A.,
Autores
Capdevilla, F., Moreno-Garcia, J., Moreno, J., Mauricio, J.C.
Revista cientifica Microorganisms (Section: Food Microbiology)
Afio de publicacién 2020
indice de impacto
4.152
(JCR)
Cuartil 37/134 (Q2)
Categoria Microbiology
DOl 10.3390/microorganisms8081216
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones generales que se deducen de esta Tesis Doctoral se describen a
continuacion:

Las conclusiones obtenidas del Objetivo 1 sobre el estudio del metabolismo de los
compuestos de carbono derivados de la fermentacion estan recogidas en el articulo
“Comparative study of the proteins involved in the fermentation-derived compounds in
two strains of S. cerevisiae during sparkling wine second fermentation” publicado en la
revista cientifica Microorganisms 2020, 8(8), 1209;
DOI:10.3390/microorganisms8081209.

- En la levadura de flor se ha identificado un mayor nimero de proteinas
relacionadas con el metabolismo y transporte de metabolitos derivados de
la fermentacion, como son etanol, glicerol, &cido acético, acetaldehido,
acetoina y 2,3-butanodiol, con respecto a la levadura convencional.

- La mayoria de las proteinas presentaron mayor contenido proteico en la
levadura de flor y la concentracion de los metabolitos relacionados fue
diferente en cada cepa, pero todas fueron superiores al de su umbral
olfativo.

Las conclusiones extraidas del Objetivo 2 acerca de la identificacion vy
cuantificacion de las proteinas y metabolitos del aroma quedan reflejadas en el siguiente
articulo: “Differential analysis of proteins involved in ester metabolism in two
Saccharomyces cerevisiae strains during the second fermentation in sparkling wine
elaboration” publicado en la revista cientifica Microorganisms, 8(3), 403.
DOI:10.3390/microorganisms8030403.

- Engeneral, el metabolismo de los ésteres bajo condiciones de sobrepresion
de CO- fue similar en ambas cepas estudiadas.

- Lalevadura de flor puede ser una buena candidata para la elaboracion de
vinos espumosos.
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Las conclusiones obtenidas del Objetivo 3, en relacion al estudio de los procesos
biolégicos mas importantes afectados por la sobrepresion de CO enddgeno en
Saccharomyces cerevisiae durante la segunda fermentacion, estan recogidas en el articulo
“Biological processes highlighted in Saccharomyces cerevisiae during the sparkling

wines elaboration”. Microorganisms, 8, 1216. DOI:10.3390/microorganisms8081216.

- Se han detectado un menor nimero de procesos bioldgicos durante la
segunda fermentacion bajo sobrepresién de CO2, no encontrandose
procesos especificos en esta condicion de estrés a mitad de la segunda
fermentacion y soélo dos al final.

- Bajo condiciones sin sobrepresion, la mayoria de los procesos destacados
estan relacionados con la division celular, el crecimiento y procesos
biosintéticos, presumiblemente para el mantenimiento de una buena
viabilidad celular. Sin embargo, en condiciones de sobrepresion de CO»,
los procesos estaban relacionados con el proceso metabdlico del ARNL, la
organizacion de los cromosomas, respuesta a estres y la traduccion.

- Lasobrepresién de CO; afect6 en gran medida a la viabilidad celular.

Como conclusién general basada en los resultados obtenidos, se sugiere el uso de este
tipo de levadura de flor para la elaboracién de vino espumoso, ya que presenta
caracteristicas de fermentacion y metabolismo similares a las obtenidas por la levadura
convencional. El uso de este tipo de levadura aumentaria la biodiversidad de las cepas de
levadura y, posiblemente, reduciria los costos de produccion puesto que esta cepa facilita
la clarificacion y posterior eliminacion del vino por su capacidad de adhesion célula-

célula, ademas, es capaz de resistir elevadas concentraciones de etanol.

Con este trabajo de investigacion, se ha pretendido obtener una primera aproximacién en
la busqueda de las relaciones metaboloma-proteoma de la levadura durante la elaboracion
del vino espumoso, asi como aportar informacion relevante acerca del comportamiento
del proteoma y metaboloma de ambos tipos de levaduras industriales sometidas a
condiciones tipicas y tan especiales como son las que tienen lugar durante la elaboracion
de este tipo de vino. Sin embargo, seria necesaria una mayor investigacion que considere

el estudio de otras levaduras de flor, ademas de otros compuestos y vias metabdlicas, asi
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como un enfoque transcriptomico y genético junto con analisis de actividades enzimaticas

para llegar a conclusiones mas sélidas.
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7. CONCLUSIONS

The general conclusions that are deduced from this Doctoral Thesis are described

below:

The conclusions obtained from Objective 1, related the study of the carbon
compounds derived from fermentation metabolism, are included in the article
“Comparative study of the proteins involved in compounds derived from fermentation in
two chains of Saccharomyces cerevisiae during sparkling wine second fermentation”
published in the Scientific Journal Microorganisms, 2020, 8 (8), 1209; DOI.: 10.3390 /

microorganisms8081209.

- A greater number of proteins related to the metabolism and transport of
metabolites derived from fermentation such as ethanol, glycerol, acetic
acid, acetaldehyde, acetoin and 2,3-butanediol, have been identified in the
flor yeast with respect to those identified in the conventional yeast.

- Most of the proteins presented higher protein content in the flor yeast and
the concentration of the related metabolites were strain dependent.

However, they were all above their olfactory threshold.

The conclusions resulting from Objective 2, related to the identification and
quantification of aroma proteins and metabolites, are included in the following articles:
"Differential analysis of proteins involved in ester metabolism in two Saccharomyces
cerevisiae strains during the second fermentation in sparkling wine elaboration”
published in Microorganisms, 2020, 8 (3), 403. DOI.: 10.3390 / microorganisms8030403.

- In general, the metabolism of esters under conditions of CO> overpressure
was similar in both strains studied.
- The flor yeast strain may be a good candidate for the production of

sparkling wines.

The conclusions obtained from Objective 3, in relation to the study of the most

important biological processes affected by endogenous CO: overpressure in
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Saccharomyces cerevisiae during the second fermentation, are included in the article
"Biological processes highlighted in Saccharomyces cerevisiae during the sparkling
wines elaboration". Microorganisms, 2020, 8, 1216. DOIl.: 10.3390 /

microorganisms8081216.

- Fewer biological processes have been detected during the second
fermentation under CO; overpressure. No specific processes were found
in this stress condition in the middle of the second fermentation. Only two
processes were found at the end.

- Under conditions without overpressure, most of the processes highlighted
are related to cell division, growth and biosynthetic processes, presumably
for the maintenance of good cell viability. However, under conditions of
COz overpressure, the processes were related to tRNA metabolic process,
chromosome organization, stress response and translation.

- CO2 overpressure greatly affected cell viability.

As a general conclusion based on the results obtained, the use of this type of flor
yeast for the production of sparkling wine is suggested, as it presents similar fermentation
and metabolism characteristics to those obtained by conventional yeast. The use of this
type of yeast would increase the biodiversity of the yeast strains, and possibly, reduce
production costs, since this strain facilitates the clarification and subsequent elimination
of the wine. This is due to its cell-cell adhesion capability. It is as well capable of resisting
high concentrations of ethanol.

With this research work, the aim has been to obtain a first approximation in the
search for the yeast metabolome-proteome relationships during the production of
sparkling wine. It has been aimed as well to provide relevant information about the
behavior of the proteome and metabolome of both types of industrial yeast subjected to
typical conditions, as special as those that take place during the production of this type of
wine. However, further research would be needed to consider the study of other flor
yeasts, in addition to other compounds and metabolic pathways. It would be equally
necessary some transcriptomic and genetic approaches together with analysis of

enzymatic activities to reach more solid conclusions.
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ANEXO I. MOVILIDAD INTERNACIONAL

Este proyecto de Tesis Doctoral, que aborda un proyecto innovador y cuya
originalidad reside en la utilizacion de una levadura no convencional para la elaboracion
de vino espumoso, asi como el establecimiento de relaciones entre el metaboloma vy el
proteoma de Saccharomyces cerevisiae, proporcionara una plataforma de conocimiento
para futuras investigaciones. Para ello se realiz6 una estancia de tres meses al
Departamento de Ciencias Agricolas de la Universidad de Sassari, (Sassari, Cerdefia,
Italia).

El objetivo principal de la movilidad internacional fue ampliar los conocimientos
sobre diferentes técnicas moleculares de analisis de levaduras vinicas, asi como la

identificacion de levaduras mediante anélisis RFLP.

Técnicas moleculares aplicables al estudio del metabolismo del triptéfano

El triptéfano es un aminoacido aromatico precursor de numerosos metabolitos,
entre los que destacan el triptofol, alcohol de fusel (Hazelwood et al., 2008) y la
melatonina, compuesto bioactivo (Mas et al., 2014). Debido a la importancia de este
Gltimo compuesto en el ser humano, en los Gltimos afios ha habido un incremento de la
investigacion sobre los compuestos bioactivos derivados de los aminoacidos aromaticos
producidos por la levadura durante la fermentacion alcohdlica en la elaboracion de vino
(Pérez-Serradilla et al., 2008; Vigentini et al., 2015; Fernandez-Cruz et al., 2017) y su

actividad e influencia en las propiedades organolépticas del mismo (Paixao et al., 2007).

La biosintesis de la melatonina tiene lugar a partir del aminoécido aromatico
triptéfano, principal precursor. En primer lugar, el triptéfano es hidroxilado por la
triptéfano-5-hidroxilasa para formar 5-hidroxitriptéfano. A continuacion, este producto
se descarboxila a 5-hidroxitriptamina (o serotonina) y, posteriormente, es acetilado para
formar N-acetilserotonina mediante la arilalquilamina N-acetiltransferasa, finalmente, la
N-acetilserotonina se metila en melatonina mediante la N-acetilserotonina O-
metiltransferasa. (Tan et al., 2015) La via biosintética de la melatonina se ilustra en la

Figura 8.
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La presencia de melatonina en el vino depende de la fase de crecimiento en la que
se encuentre la levadura, asi como de la concentracion de triptdfano presente en el medio
(Sprenger et al., 1999; Rodriguez-Naranjo et al., 2012). Est4 relacionada principalmente
con la defensa celular contra el estrés oxidativo (Tan et al., 2015) y la proteccion de las

celulas de levadura frente a la radiacion UV (Bisquert et al., 2018).

Figura 10. Ruta de biosintesis de la melatonina en levaduras. L-Trp (triptéfano), Tryp (triptamina),
50H-Trp (5-hidroxitriptéfano), Ser (serina), NAS (N-acetilserotonina), 5SMT (5-metoxitriptamina). Los
numeros indican las diferentes etapas de la ruta: 1. Descarboxilacion del triptéfano; 2. Hidroxilacion de
triptamina; 3. Descarboxilacion de 5-hidroxitriptéfano; 4. Carboxilacion de 5-hidroxitriptéfano; 5.
Serotonina N-acetilacion; 6. N-acetilserotonina O-metilacion; 7. N-acetilserotonina O-desmetilacion; 8.
Serotonina O-metilacidn; 9. N-acetilacion de 5-metoxitriptamina; 10. Desacetilacion de melatonina.
(Muhiz-Calvo et al., 2019).

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la generacion de una cepa mutante
nula (knockout) incapaz de degradar el triptéfano, podria aportar grandes beneficios al
vino debido a que este aminoécido aromatico podria ser utilizado por la levadura para la
produccion de melatonina. Una de las enzimas claves en la degradacion de este
aminoécido aromatico es la aminotransferasa aromatica 11, Aro9p. Esta proteina cataliza

el primer paso de la ruta de degradacion del triptéfano.
Disefio experimental planteado

. Generacion de los mutantes de delecion ARO94 por recombinacion homologa en
una levadura vinica de Saccharomyces cerevisiae
i. Disefio del vector de recombinacién
ii. Transformacidn de la levadura
iii. Caracterizacion y analisis de los mutantes de delecion
Il.  Andlisis de los exo-metabolitos liberados al vino por los mutantes de delecion
ARO9A
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i. Elaboracion del vino con los mutantes de delecion 4ARO94

ii. Analisis metabolémico del vino resultante

Identificacién de levaduras mediante andlisis RFLP

Tradicionalmente, la identificacién y clasificacion de las levaduras se realizaba
atendiendo a los rasgos morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos. La metodologia
convencional para la identificacion de levaduras requiere la realizacion de entre 60 y 90
pruebas haciendo del proceso algo complejo, laborioso y lento (Dedk, 1995). Mientras
que con el desarrollo de esta técnica se puede reducir toda esa complejidad y obtener los
resultados de forma répida. Esta técnica esta basada en las regiones ITS (espaciador
transcrito interno) y el gen 5.85 ARNr. La region ITS consiste en una region no

codificante y variable mientras que la del gen 5.85s ARNr es codificante y conservada.

Este analisis es Util para la clasificacién de especies de Saccharomyces (Huffman
et al., 1992; Valente et al., 1996), especies de Kluyveromyces (Belloch et al., 1998;
Wambui et al., 2014), asi como levaduras vinicas (Guillamén et al., 1998; Padilla et al.,
2017; Tapsoba et al., 2020), debido a que las regiones ribosémicas evolucionan de forma
concreta, mostrando un polimorfismo de baja intraespecificidad y una alta variabilidad

interespecifica (Carvalho et al., 2005).

ITS1

>

ITS1 ITS2

185 ﬂ 285

—
IT54

Figura 11. Representacion esquematica de la region del gen ARNr amplificado por PCR usando los
cebadores ITS1 e ITS4 (espaciador transcrito interno, ITS).

Para la identificacién de levaduras, se sigui6 el protocolo establecido por Carvalho
y colaboradores (2005). Los cebadores ITS1 e ITS4 se usaron para amplificar la region

de la unidad de repeticion de ADNr que incluye el gen 5.8s ARNr y las dos regiones no
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codificantes designadas como espaciadores transcritos internos, ITS1 e ITS2 (ver Figura
9). ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") es para un dominio 3’ conservado en la
subunidad nuclear 18S e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGAT ATGC-3’) es un cebador
inverso a una region conservada del ADNr nuclear grande (Carvalho et al., 2005). Las
condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C; 35
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, apareamiento a 53 °C durante 2 min 'y
extensién a 72 °C durante 2 min; y extension final a 72 °C durante 10 minutos. Por Gltimo,
los productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 1% con tampén TAE 1X (&cido
tris-acético-EDTA).
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ANEXO Il. OTRAS APORTACIONES CIENTIFICAS

1. Publicaciones Nacionales no Indexadas
En este apartado se muestran los resultados que se llevaron a cabo como un
primer estudio sobre el efecto de la sobrepresion de CO2 en el metabolismo de los
aminodcidos en la levadura Saccharomyces cerevisiae P29 durante la segunda
fermentacion en la elaboracién de vinos espumosos, ya que el metabolismo del nitrégeno
es uno de los procesos mas importantes que tienen lugar durante la fermentacién

alcohdlica del mosto.

Durante la segunda fermentacion y en el periodo de envejecimiento del vino
tiene lugar la liberacion de compuestos nitrogenados, mayoritariamente aminoacidos y
péptidos, que contribuyen positivamente al aroma, sabor y propiedades espumantes de
los vinos espumosos. Dependiendo del tipo de compuesto nitrogenado del que se trate, S.
cerevisiae puede acumularlo y, posteriormente, incorporarlo directamente a proteinas,

usarlo como fuente de nitrégeno o como fuente de carbono.

El efecto de la sobrepresion de CO> se reflejé en la obtencion de un menor
nimero de proteinas relacionadas con el metabolismo de los aminoacidos bajo
condiciones tipicas de segunda fermentacion con respecto a la condicion sin sobrepresion
de CO>. Debido a que las levaduras utilizan los aminoécidos como fuente de nitrégeno
para producir la biomasa suficiente y realizar la fermentacion alcoholica, esto va a
repercutir en la formacion de precursores aromaticos y en las caracteristicas

organolépticas del cava.

Estos resultados constituyen otra aportacion cientifica derivada directamente de
la Tesis Doctoral, publicada en la revista referente especializada sobre el sector de la
vitivinicultura en Espafia La Semana Vitivinicola, Revista Técnica del Sector. N° 3486,
con el titulo “Estudio preliminar del metabolismo de aminoacidos en vinos espumosos”.
Gonzalez Jiménez, M. C., Moreno-Garcia, J., Porras, J. A., Garcia Martinez, T. La

Semana vitivinicola, 2017, 6-8.
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2. Presentaciones de Comunicaciones a Congresos Nacionales e Internacionales

En este segundo apartado se presentan tanto las comunicaciones orales como

escritas en formato de péster a distintos congresos nacionales e internacionales.

A. Comunicaciones orales

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Comunicacion oral: Estudio comparativo de los procesos
biologicos llevados a cabo al final de la fermentacion alcoholica por dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Porras-Aglera, J.A.,
Roman-Camacho, J., Ogawa, M., Sanchez-Ledn, I., Moreno-Garcia, J., Mauricio,
J.C., Garcia-Martinez, T.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Comunicacion oral: Andlisis comparativo de las proteinas
relacionadas con la apoptosis en dos cepas de levadura industriales al final de la
fermentacion alcohdlica. Porras-Agliera, J.A., Gonzalez-Jiménez, M.D.C.,
Ogawa, M., Roman-Camacho, J.J., Moreno-Garcia, J., Martin-Garcia, F.J.,

Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Comunicacion oral: ;Comportamientos sociales en biofilms de
levadura de flor? Evidencias de apoptosis en el proteoma de la levadura de flor.
Moreno-Garcia, J., Ogawa, M., Martin-Garcia, F.J., Gonzélez-Jiménez, M.D.C.,

Porras-Aglera, J.A., Sanchez-Ledn, |., Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Comunicacion oral: Seleccion de levaduras osmotolerantes y
resistentes al SO> como estrategia de lucha contra el cambio climéatico. Martin-
Garcia, F.J., Palacios-Fernandez, S., Lopez de Lerma-Extremera, N., Martinez-
Garcia, R., Gonzéalez-Jiménez, M.D.C., Garcia-Mauricio, J.C., Peinado-Amores,

R.A.
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I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Comunicacién oral: Gluconic acid metabolism of flor yeast:
Screening of intracellular metabolites. Ogawa, M., Moreno-Garcia, J., Moreno, J.,
Porras-Aglera, J.A., Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Martin-Garcia, F.J., Mauricio,
J.C., Garcia-Martinez, T.

VIl Congreso Cientifico de Investigadores en Formacion de la Universidad de
Cdrdoba. (Cordoba, Espafia, 2019). Comunicacion oral: Efecto de la presién
de CO: enddgeno sobre las proteinas implicadas en el flujo del carbono de
Saccharomyces cerevisiae durante la segunda fermentacion del cava. Gonzalez-
Jiménez, M.D.C.

I Jornada de transferencia Universidad-Empresa del Master en Biotecnologia.
(Cordoba, Espafia, 2019). Comunicacion oral: Estudio protedbmico vy
metabolémico de levaduras vinicas durante la produccién de cava. Gonzalez-
Jiménez, M.D.C.

VI Congreso Cientifico de Investigadores en Formacion de la Universidad de
Cérdoba. (Cérdoba, Espafa, 2018). Comunicacion oral: Proteinas
relacionadas con la formacion de alcoholes de fusel en una cepa de levadura de
flor Saccharomyces cerevisiae durante la segunda fermentacion en cava.

Gonzéalez-Jiménez, M.D.C.

VI Jornadas de divulgacion de la Investigacion en Biologia Molecular, Celular,
Genética y Biotecnologia. (Cordoba, Espafia, 2018). Comunicacion oral:
Proteomic and exo-metabolomic studies of wine yeast subjected to different
winemaking conditions. Martin-Garcia, F.J., Moreno-Garcia, J., Lépez de Lerma,
N., Martinez-Garcia, R., Porras-Aguera, J.A., Gonzalez-Jiménez, M.D.C.,
Roldan-Romero, Y., Millan, M.C., Peinado, R., Mauricio, J.C., Moreno, J.,
Garcia-Martinez, T.

XXXIX Jornadas de Viticultura y Enologia. Tierra de Barros. (Badajoz, Espafia,
2017). Comunicacion oral: Primeros estudios del metabolismo de amino&cidos
después de la segunda fermentacion en botella de los vinos espumosos. Gonzalez-
Jiménez, M.D.C., Mauricio, J.C., Porras-Agliera, J.A., Moreno-Garcia, J.,

Martin-Garcia, F.J., Garcia-Martinez, T.
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XXXIX Jornadas de Viticultura y Enologia. Tierra de Barros. (Badajoz, Espafia,
2017). Comunicacién oral: Estudio del fenotipo Killer de levaduras vinicas de la
Denominacion de Origen Montilla-Moriles. Martin-Garcia, F.J., Garcia-Martinez,
T., Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Martinez-Garcia, R., Porras-Aglera, J.A.,

Mauricio, J.C.

XXXIX Jornadas de Viticultura y Enologia. Tierra de Barros. (Badajoz, Espafia,
2017). Comunicacion oral: Proteinas de autolisis y autofagia en una levadura de
flor en la produccién de vino espumoso. Porras-Agliera, J.A., Garcia-Martinez,
T., Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Martin-Garcia, F.J., Moreno-Garcia, J.,

Mauricio, J.C.

V Congreso Cientifico de Investigadores en Formacion de la Universidad de
Cérdoba. (Cérdoba, Espafia, 2016). Comunicacion oral: Proteinas
relacionadas con diferentes grupos de compuestos volatiles de una cepa de
Saccharomyces cerevisiae durante la segunda fermentacion en botella en la

elaboracién de vinos espumosos. Gonzéalez-Jiménez, M.D.C.

VIl Jornadas de divulgacion de la Investigacion en Biologia Molecular, Celular,
Genética y Biotecnologia. (Cordoba, Espafia, 2016). Comunicacion oral:
Flocculation, adhesion and biofilm proteins in a wine yeast strain during cava
elaboration.  Porras-Agiera, J.A., Moreno-Garcia, J., Gonzalez-Jiménez,
M.D.C., Martin-Garcia, F.J., Mauricio, J.C., Moreno, J., Garcia-Martinez, T.

B. Poster

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Péster: Estudio comparativo de los procesos bioldgicos llevados
a cabo al final de la fermentacién alcoholica por dos cepas de Saccharomyces
cerevisiae. Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Porras-Aguera, J.A., Roman-Camacho,
J., Ogawa, M., Sanchez-Lebn, I., Moreno-Garcia, J., Mauricio, J.C., Garcia-

Martinez, T.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,
Espafia, 2019). Péster: Andlisis comparativo de las proteinas relacionadas con la

apoptosis en dos cepas de levadura industriales al final de la fermentacién
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alcohdlica. Porras-Aglera, J.A., Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Ogawa, M.,

Roman-Camacho, J.J., Moreno-Garcia, J., Martin-Garcia, F.J., Garcia-Martinez,

T., Mauricio, J.C.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,

Espafia, 2019). Pdster: ;Comportamientos sociales en biofilms de levadura de
flor? Evidencias de apoptosis en el proteoma de la levadura de flor. Moreno-
Garcia, J., Ogawa, M., Martin-Garcia, F.J., Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Porras-

Agliera, J.A., Sanchez-Ledn, |., Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,

Espafia, 2019). Poster: Seleccion de levaduras osmotolerantes y resistentes al
SO, como estrategia de lucha contra el cambio climatico. Martin-Garcia, F.J.,
Palacios-Fernandez, S., Lopez de Lerma-Extremera, N., Martinez-Garcia, R.,

Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Garcia-Mauricio, J.C., Peinado-Amores, R.A.

I Congreso Internacional sobre los Vinos Tradicionales de Andalucia. (Madrid,

Espafia, 2019). Péster: Gluconic acid metabolism of flor yeast: Screening of
intracellular metabolites. Ogawa, M., Moreno-Garcia, J., Moreno, J., Porras-
Aglera, J.A., Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Martin-Garcia, F.J., Mauricio, J.C.,

Garcia-Martinez, T.

VIl Congreso Nacional de Microbiologia Industrial y Biotecnologia Microbiana.

(Cadiz, Espafia, 2018). Péster: Andlisis comparativo de proteinas de pared en
dos cepas de Saccharomyces cerevisiae en fase estacionaria de crecimiento.
Porras-Aguera, J.A., Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Moreno-Garcia, J., Mauricio,

J.C., Moreno, J., Garcia-Martinez, T.

XIV Congreso Nacional de Investigacion Enologica, GIENOL. (Ciudad Real,

Espafia, 2018). Pdster: Procesos bioldgicos més representativos en dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae en el tiraje de vinos espumosos. Gonzalez-Jiménez,
M.D.C., Porras-Aglera, J.A., Moreno-Garcia, J., Peinado, R., Mauricio, J.C.,

Garcia-Martinez, T.

7t Congress of European Microbiologists, FEMS. (Valencia, Espafia, 2017). Poster:

Amino acid metabolism during the second fermentation in the elaboration of cava

by two Saccharomyces cerevisiae wine strains: a first proteomic approach.
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Gonzalez-Jiménez, M.D.C., Moreno-Garcia, J., Porras-Agliera, J.A., Capdevila,

F., Puig-Pujol, A., Moreno, J., Mauricio, J.C., Garcia-Martinez, T.

XI11 Congreso Nacional de Investigacion Enolégica, GIENOL. (Tarragona, Espafia,

2015). Poster: Metabolismo de aminoacidos después de la segunda fermentacién

en la produccién de cava. Gonzélez-Jiménez, M.D.C., Moreno-Garcia, J.,

Capdevila, F., Puig-Pujol, A., Moreno, J., Mauricio, J.C., Garcia-Martinez, T.
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