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1. RESUMEN

La espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz con
tiempo de vuelo, conocida en inglés como matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), es una poderosa técnica que ha revolucionado
el campo de la identificacion microbiana en los ultimos afios.

La facil obtencion de un espectro Unico basado en el perfil proteico de los organismos,
la ha convertido en una herramienta fundamental para los diagndsticos clinicos, por su
precision, rapidez y bajo coste.

Se ha demostrado que es una técnica fiable y efectiva en la identificacién de bacterias,
y aunque en la identificacién de hongos filamentosos no lo es tanto, actualmente se estd
aplicando en la identificacidn de levaduras enoldgicas.

En la enologia moderna es de vital importancia el reconocimiento de las levaduras,
participes fundamentales del proceso de fermentacién, para la producciéon adecuada vy
Optima de vino. Actualmente, existen numerosas técnicas de biologia molecular, ademas de
los métodos clasicos, capaces de proporcionar las identidades genéticas de las levaduras
utilizadas en las vinificaciones.

Nuestro propdsito en este trabajo de fin de grado, es determinar si la espectrometria
de masas MALDI-TOF, es una técnica adecuada para la identificacion de este tipo de
levaduras. Para ello, analizaremos a lo largo de todo el proceso de vinificacién diversas
muestras obtenidas de la bodega Dominio de Cair, perteneciente a la Denominaciéon de
Origen Ribera del Duero, durante la vendimia del afio 2016.
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2. ABSTRACT

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) is a powerful technique that has revolutionized the field of identification of
microorganisms in recent years. This technique has become an essential tool for clinical
diagnoses, due to its precision, speed and low cost by creating an unique mass spectrum
based on the protein profile of microorganisms.

It has been shown that MALDI-TOF MS is an effective and reliable tool for the
generation of high-quality bacterial mass spectra. Although the identification of filamentous
fungi is not as efficient as bacterial ones, its application in the identification of wine yeast is a
growing field.

In modern oenology, it is of vital importance the recognition of yeasts, which are
fundamental participants in the fermentation process, for the appropriate and optimal wine
production. Currently, in addition to conventional methods, there are numerous techniques
of molecular biology capable of providing the genetic identities of the yeasts used in
winemaking.

The purpose of this project is to prove if MALDI-TOF MS is a suitable technique for the
identification of this type of yeasts. Several samples from Dominio de Cair winery, belonging
to Ribera del Duero Origin Denomination, were analised throughout the whole process of
winemaking. The samples were taken during the grape harvest of 2016.
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3. INTRODUCCION

3.1. Historia de la identificacion de levaduras: métodos clasicos y moleculares.

A lo largo del s. XX, se produjo un aumento significativo en el numero de
identificaciones y clasificaciones de las levaduras. Autores como Lodder (1952 y 1970),
Kreger Van Rij (1952 y 1984), Fell (1998) o Kurtzman (2011) fueron algunos de los pioneros
en plasmar sus avances en las sucesivas ediciones de "The yeasts: a taxonomic study".* En
estos trabajos se establecid el concepto de levadura como: "hongo u organismo eucariota,
unicelular, que se reproduce por gemacién o fision binaria".!

Los primeros métodos de caracterizacién e identificacién de levaduras, conocidos como
métodos clasicos, se basaban en aspectos morfoldgicos como el tipo de reproduccion o la
forma de la colonia entre otros, asi como también en propiedades fisioldgicas, entre las que
destacan su poder fermentativo, la asimilacion de azlcares y nitratos o la resistencia a
diferentes temperaturas.? Sin embargo, estos complejos procesos basados en pruebas
fenotipicas, no son completamente fiables y reproducibles, y suelen conducir a
identificaciones erréneas, ademads de conllevar un enorme gasto de tiempo.

A partir de los afios 80, los métodos clasicos de identificacion fueron sustituidos por los
moleculares,? dividiéndose en dos grupos principales, identificaciones a nivel de especie e
identificaciones a nivel de cepa. Entre las identificaciones a nivel de especie podemos
encontrar las recogidas en la Tablag 1:%3%

Tabla 1-. Principales métodos moleculares de identificacidn a nivel de especie.

METODOS MOLECULARES (identificaciones a nivel de especie)

Comparacion de la composicién de bases del ADN (dcido desoxirribonucleico).
Reasociacién del ADN .

Secuenciacién de genes ribosomales para generar relaciones filogenéticas.

RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion): Analisis de
perfiles de restriccion de ADNr (ADN ribosémico).

Separacion de las cadenas de ADN seguida de una amplificacion de una regién del
genoma por PCR (Reaccion en cadena de Polimerasa). Sometida posteriormente a
una electroforesis en gel de poliacrilamida.

FISH (Hibridacion in situ fluorescente), sondas de ADN o ARN marcados y un
fluorocromo.

1 Cletus P. Kurtzman , J. W. Fell, Teun Boekhout. THE YEAST A TAXONOMIC STUDY. Elsevier, 5th ed. (2011);
Chapter 1.

2 David Carro, Benjami Pifia. IDENTIFICACION DE CEPAS DE LEVADURA DE INTERES ENOLOGICO. ACE Revista de
Enologia. (2007); 84.

3 Federico Castellucci. HERRAMIENTAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA IDENTIFICAR LA LEVADURA DE
VINIFICACION SACCHAROMYCES CEREVISAIE Y OTRAS ESPECIES DE LEVADURAS RELACIONADAS CON LA
VINIFICACION. OlV, Resolucion OIV-OENO. (2011); 408.



ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Por otro lado, dentro de las identificaciones a nivel de cepa, los métodos mas
destacados son los reflejados en la Tabla 2:%3*

Tabla 2-. Principales métodos moleculares de identificacion a nivel de cepa.

METODOS MOLECULARES (identificaciones a nivel de cepa)

Cariotipo o separacion de cromosomas en PFGE (Electroforesis en gel de campos
pulsados).

Analisis de restriccion de ADNmt (ADN mitocondrial).

RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic ADN-PCR), amplificar al azar
secuencias mediante oligonucledtidos.

Amplificacion de microsatélites.

Secuencias delta (6), método no vélido en levaduras no-Saccharomyces.
AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism), amplificacién selectiva
mediante PCR. Requiere una alta inversion.

Microarrays.

PCR a tiempo real.

Algunos de estos métodos se siguen utilizando en la actualidad, aunque el desarrollo
constante de nuevas técnicas y mejoras ha supuesto que muchos otros caigan en desuso.
Hoy por hoy disponemos de suficientes técnicas de biologia molecular capaces de
proporcionar una buena diferenciacion y caracterizacién de levaduras.

3.2. Aspectos generales de la espectrometria de masas (MS).
3.2.1. Breve historia de la espectrometria de masas.

Los origenes de la espectrometria de masas (MS) estan ligados al desarrollo de la
Fisica. Por ejemplo, en el afio 1897, Joseph John Thomson realizé diversos experimentos que
le llevaron al descubrimiento del electrén y su relacidn carga/masa. A partir de ahi, en 1912,
construyé el primer espectrémetro de masas (denominado Espectrografo de parabola), con
el que obtuvo los espectros de masas de Oz, N, CO, CO; y COCl,. En él, los iones se
separaban por sus distintas trayectorias parabdlicas en campos electromagnéticos vy la
deteccion era registrada por los choques de los iones con una placa fotografica. En los afios
siguientes, Francis W. Aston y A. J. Dempster, consiguieron mejorar la resolucién del
instrumento. Entre los tres, asentaron las bases de la teoria de la MS, que permitid
porteriormente a quimicos y bidlogos, desarrollar mejoras en el disefio para satisfacer sus
demandas.’

4 Antonio Palacios, David Carrillo , Jesus lruzubieta, Stéphane Boutou, Antoine Fleury, Dominique Labadie,
Pascal Chatonnet. LAS EFICACES TECNICAS MOLECULARES DE IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LAS
LEVADURAS ENOLOGICAS. Endlogos. (2009); 60:1-11.

> Edmond de Hoffmann and Vicent Stroobant. MASS SPECTROMETRY: principles and applications. Wiley, 3rd
ed. (2007); Introduction.
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En el drea de la Quimica, se precisaba un instrumento que tuviera la suficiente
precision como para ser capaz de analizar elementos quimicos y pequefias moléculas
organicas. El objetivo, después de varias décadas, se consiguio gracias a los siguientes logros:
1) Los sectores magnéticos de doble enfoque (Aldres O.C. Nier); 2) el analisis por Tiempo de
Vuelo (TOF) (William E. Stephens, 1946); 3) el filtro Cuadrupolo (Wolfganf Paul, 1950)
acoplado a Cromatografia de Gases (CS) y Cromatografia de Liquidos (CL); 4) Los
analizadores de masa por Transformada de Fourier de Resonancia lon Ciclotrén (FTICR).®7

A pesar de todos los avances y mejoras de la precisiéon en la medicion de los espectros
de masas, durante muchos afios esta técnica solo pudo emplearse para el analisis de
compuestos termoestables, facilmente volatilizables y de bajo peso molecular. No fue hasta
el desarrollo de las técnicas de ionizacion suave MALDI (Matrix-assisted laser
desorption/ionization) y ESI (Electrospray ionization), aproximadamente en la década de
1980, cuando esta técnica pudo empezar a utilizarse en el campo de la Biologia.®® John B.
Fenn,'° realizd los primeros andlisis de biomoléculas mediante ESI/MS y Koichi Tanaka,!?
junto a Michael Karas y Franz Hillenkamp,'? mediante MALDI. Ambas técnicas de ionizacién
suave, han convertido a la MS, en una técnica de elevada utilidad en los experimentos
bioldgicos tales como la secuenciacidn y analisis de proteinas de elevado peso molecular o la
identificacion y clasificacion de microorganismos.

3.2.2. Fundamentos de la espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica de identificacién basada en la separacién de
los iones formados de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z). Se genera una informacién
bidimensional, denominada espectro de masas, determinado por la estructura quimica del
compuesto analizado. El espectrémetro de masas debe ser capaz de volatilizar la muestra,
originar iones a partir de esta, separarlos en funcidn a su masa y carga y finalmente,
detectarlos y registrar la informacion obtenida adecuadamente.> Para cumplir estas

funciones, los espectrémetos de masas cuentan con cuatro elementos basicos:

6 Ayala Bretén Camilo de Regil Herndndez Rubén. SECUENCIACION DE PROTEINAS POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS. (2004).

" Douglas A. Skoog, F. James Holler, Stanley R. Crouch. PRINCIPLES OF INSTRUMENTAL ANALYSIS. 6th ed.(2007).
8 Elena Jordana-Llunch, Elisa Martré Catala, Ausina Ruiz Vicente. LA ESPECTROMETRIA DE MASAS EN EL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA CLINICA. Elsevier, Enferm Infecc Microbiol Clin. (2012); 30(10):635-644.

% Ming Zhou, Timothy D. Veenstra. MASS SPECTROMETRY: M/Z 1983-2008.Biotechniques. (2008); 44(5):667—
670.

10 John B. Fenn. ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTROMETRY: HOW IT ALL BEGAN. Journal of
Biomolecular Techniques. (2002); 13:101-118.

11 K. Tanaka, Y. Ido, S. Akita. PROCEEDINGS OF THE SECOND JAPAN-CHINA JOINT SYMPOSIUM ON MASS
SPECTROMETRY. Mass Spectrom. (1988); 2, 151.

12:M. Karas, U. Barh, F. Hillenkamp. Int. J. Mass Spectrom. lon Processes. (1989); 92, 231.
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1) Sistema de inyeccién: directa o por sistemas de entrada cromatograficos.

2) Fuente de ionizacion: formacién del haz de iones en estado gaseoso.

3) Analizador de masas: responsable de la separacion por su relacion masa/carga.

4) Sistema detector y registrador: deteccidn, procesamiento y amplificaciéon de la
sefial.

En la Figura 1 se representa un diagrama donde se recogen los pasos que tienen
lugar en el andlisis de muestras por espectrometria de masas.

1 7
! SISTEMA | il
MUESTRA I < — > .
INFORMATICO ! |
JAL
: 1 l |
: —l —— :
| | |
| N ——————— |

Figura 1. Esquema de las partes fundamentales que integran un espectrometro de masas.

3.3. MALDI-TOF MS
3.3.1. Analizadores: TOF.

El analizador es el elemento fundamental del espectrémetro de masas. Los
analizadores mas utilizados son, el de tiempo de vuelo (Time Of Flight, TOF), el analizador de
cuadrupolo (Q), la trampa de iones (lon Trap, IT) y la resonancia de idn-ciclotrén con
transformada de Fourier (Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance, FTICR). De todos ellos,
el que tiene mayor peso en el drea de la microbiologia es el analizador tipo TOF.

Aunque la separacion de particulas basada en el tiempo de vuelo tiene sus origenes en
1897, no fue hasta 1946, cuando aparecié la primera referencia de su uso gracias a
Sthephens.’* Un par de afios después, Cameron y Eggars construyeron el primer
espectrometro de masas con tiempo de vuelo. La falta de resolucién fue compensada en la
década de los 50 por Wiley y McLaren, quienes disefiaron el primer espectrémetro de masas
TOF lineal,** como el que se representa en la Figura 2.

13D, Holland Ricky., Lay Jr. Jackson O. RAPID IDENTIFICATION OF BACTERIA BASED ON SPECTRAL PATTERNS
USING MALDI-TOF MS. Methods in Molecular Microbiology, (2000); 461.

14 B. A. Mamyrin. TIME-OF-FLIGHT MASS SPECTROMETRY (CONCEPTS, ACHIEVEMENTS, AND PROSPECTS).
International Journal of Mass Spectrometry, (2001); 206(3):251-266.

10
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Su fundamento se basa, de forma sencilla, en la aceleracidn de los iones que provienen
de la muestra por medio de la aplicacién de un potencial eléctrico. Los iones pueden
formarse de forma pulsada en la fuente, donde tras aplicarles el potencial de aceleracion,
viajan a través de un tubo de vuelo a vacio hasta el detector. Cuanto mayor es la masa del
i6n, mas lentamente se desplaza y por lo tanto, mas tarda en llegar al detector.

Fuente  Rejilla Tubo de vuelo Detector
o & -
Vacio
_________________________________ -
°. o °
o °
O o °
O

Figura 2. Diagrama de un espectrémetro de masas TOF lineal.

3.3.2. Desorcion Laser (LD).

A principios de la década de los 60, comenzaron a realizarse los primeros experimentos
con desorcion laser (LD). Se demostrd que era posible analizar en funcién de la masa, los
iones generados por la aplicacién de un pulso laser de alta intensidad a moléculas organicas
de bajo peso molecular. EI mayor inconveniente que presentaba este tipo de fuente de
ionizacidén, era que el peso molecular de los analitos no podia superar los 10 kDa.

Ademas, los pulsos de los laseres eran demasiado largos, lo cual podia provocar la
descomposicion de las moléculas térmicamente labiles. En los afios 70, se introdujeron
avances tecnoldgicos en los laseres, disminuyendo la duracién de sus pulsos (Q-switched), lo
que mejord la aplicabilidad de la técnica. Por ultimo, la corta duracidn del destello iénico
producido por el pulso laser, solo permitia la utilizacién del analizador de Tiempo de Vuelo
(MS/TOF).

Los equipos fueron evolucionando en los siguientes afos y finalmente en 1987, se
observé que utilizando una fuente laser ultravioleta y embebiendo la muestra en una
matriz,® se conseguia una ionizacién "blanda" o "suave", que proporcionaba fragmentos
adecuados para la identificacidon de moléculas labiles.®

15 Karas M.; Bachmann D.; Bahr U.; Hillenkamp F. INT. J. MASS SPECTROM. lon Proc. (1987), 78, 53-68.
16 Antony Croxatto, Guy Prod’hom, Gilbert Greub. APPLICATIONS OF MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY IN
CLINICAL DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY. FEMS Microbiology Reviews. (2012); p.380-407.

11
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Koichi Tanaka (1987) por un lado y Karas y Hillenkamp (1985) por otro, fueron los
responsables del desarrollo de la técnica MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization).” Los primeros descubireron que la alanina podia ser mas facilmente ionizada si
se mezclaba con triptéfano y se irradiaba con un pulso de 266nm.*® Koichi Tanaka por su
parte, recibié en 2002, el Premio Nobel de Quimica por su "desarrollo de los métodos de
identificacién y andlisis estructural de macromoléculas biolégicas".*® Tras diversos estudios,
Karas y Hillenkamp consiguieron identificar proteinas con pesos moleculares superiores a los
100000 Da.?®

La técnica continud los siguientes afios, mejorando la resolucion y aplicabilidad gracias
el desarrollo de los sistemas de deteccidén de vuelo, el tipo de laser y la matriz empleada,
convirtiéndose en una herramienta elemental, especialmente en el campo de la medicina.?!
La técnica MALDI-TOF MS es capaz de identificar de manera rapida y fiable proteinas, sin el
elevado coste asociado al uso de otras técnicas como la cristalografia de rayos X u otros
protocolos convencionales. Muy importante resulta también su empleo dentro de la
microbiologia, para la caracterizacién de hongos y bacterias, mediante el sistema
denominado "huella peptidica".?? Las proteinas del microorganismo objeto de identificacion,
son hidrolizadas generdndose un espectro de masas Unico para cada organismo. La
comparacion de esta huella, con la de otras semejantes ya presentes en la base de datos,
permite la identificacion del microorganismo e incluso la creaccion de nuevas bases de datos
distintas a las comerciales.

3.4. Microbiologia del vino.

La transformacion de mosto de uva a vino es un proceso complejo que
tradicionalmente se ha llevado a cabo mediante la utilizacién de levaduras presentes en el
vifiedo y en los equipos de las bodegas. Esta transformacién conocida como "fermentacion
alcohdlica", se produce generalmente de manera espdntanea por la accién de levaduras
endémicas.

7. Griffiths Jennifer. A BRIEF HISTORY OF MASS SPECTROMETRY. Anal. Chem. (2008); 80, 5678-5683.

18 Karas M.; Bachmann D.; Hillenkamp. INFLUENCE OF THE WAVELENGTH IN HIGH-IRRADIANCE ULTRAVIOLET
LASER DESORPTION MASS SPECTROMETRY OF ORGANIC MOLECULES. Anal. Chem. (1985); 57, 2936-2939.

19 Koichi Tanaka. THE ORIGIN OF MACROMOLECULE IONIZATION BY LASER IRRADIATION. Nobel Lecture.
(2002).

20- Karas M.; Bahr U.; Hillenkamp F. UV LASER MATRIZ DESORPTION/IONIZATION MASS SPECTROMETRY OF
PROTEINS IN THE 100000 DALTON RANGE. INT. J. MASS SPECTROM. lon Proc. (1989); 92, 231-242

21 Fatima Galén, Lidia Garcia-Agudo, Inmaculada Guerrero, Pilar Marin, Ana Garcia-Tapia, Pedro Garcia-Martos,
Manuel Rodriguez-Iglesias. EVALUACION DE LA ESPECTROMETRIA DE MASSAS EN LA IDENTIFICACION DE
LEVADURAS DE INTERES CLINICO. Elsevier, Enferm. Infecc. Microbiol. Clin. (2015); 33(6): 372-378.

22 plamen A. Demirev.; Yen-Peng Ho.; Ryzhov Victor.; Fenselau Catherine. MICROORGANISM IDENTIFICATION
BY MASS SPECTROMETRY AND PROTEIN DATABASE SEARCHES. Anal. Chem. (1999); 71, 2732-2738.
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Las levaduras son organismos que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, pero su poblacién y tipo pueden estar determinados por factores como la
temperatura, la lluvia, es decir, las condiciones metereoldgicas en general, asi como también
el grado de madurez en la época de vendimia, el uso de pesticidas y fungicidas, o el dafio de
insectos y otros animales. Es precisamente esta distribucién de las levaduras, determinada
temporal y espacialmente, la que confiere al vino unas propiedades organolépticas tipicas de
la zona, que dejarian de ser caracteristicas si se utilizara un inhibidor de cepas foraneas o se
inocularan otras comerciales en mayor propocién. Sin embargo, la presencia de levaduras
autoctonas puede ser beneficiosa o perjucial para la calidad del producto final. Ademas de
variar las propiedades organolépticas del vino, pueden también modificar la velocidad del
proceso de fermentacion,?® pudiendo llegar a producirse, las indeseables "paradas
fermentativas”, ya que no todas las cepas son capaces de resistir las altas temperaturas
alcanzas durante el proceso fermentativo.

En los ultimos afios, las bodegas estan tratando de disminuir al minimo la utilizacién de
productos externos al vino, dado que se cree que el uso de estos tratamientos comerciales y
la falta de fuentes nitrogenadas, esta relacionada con la formacién de aromas azufrados
(sulfhidrico). Ademas de la mejora de la calidad del vino (aromas y estructuras), la creaccién
de una seleccion de levaduras propias generaria a la bodega un ahorro considerable,
seguridad, automatizacion y control en el proceso del indculo, y un importante impluso
comercial. Por un lado, se busca promover la "Enologia de Minima Intervencién",** pero por
el otro, la renuncia a cualquier tipo de tratamiento externo durante el proceso de
vinificacidon supone un riesgo altisimo que no todos los endlogos y bodegas estan dispuestos
a correr cuando la produccion integra de una afiada estd en juego. Ademas, la falta de
publicaciones sobre los efectos beneficiosos de la utilizacién de la flora nativa, el estricto
control que debe realizarse sobre la microbiologia de la uva y del vino, el tiempo vy el
presupuesto necesarios para realizar un proyecto de este tipo, hace que la posibilidad de
crear un vino propio y Unico, quede limitada a ciertas bodegas.

3.4.1. Levaduras enolégicas: Saccharomyces cerevisiae.

En los mostos y vinos existen diferentes tipos de microorganismos: mohos y levaduras
pertenecientes al reino de los hongos y bacterias clasificadas dentro del reino monera. La
mayor diferencia entre ambos radica en que las levaduras son microorganismos unicelulares,
eucariotas muy simples (con pared celular, citoplasma, membrana citoplasmdtica y nucleo),
frente a las bacterias procariotas.!

2. Fleet Graham H.. YEAST INTERACTIONS AND WINE FLAVOUR. International Journal of Food Microbiology, 86
(2003); 11-22.

24 Carrau, F.M.. LEVADURAS NATIVAS PARA ENOLOGIA DE MINIMA INTERVENCION. BIODIVERSIDAD,
SELECCION Y CARACTERIZACION. Agrociencia. (2005); Vol. IX N° 1y N° 2 pag. 387-399.

13



ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Los primeros estudios quimicos de la fermentacién datan de finales del S. XVIIl a
manos de Lavoisier, continuados un siglo después por Gay-Lussac. En 1837, Charles Cagnard
de La Tour caracteriza las levaduras como materia viva y las responsabiliza de Ia
fermentacion de azucares. Un afio después, Meyen emplea por primera vez el término
Saccharomyces.? Sin embargo, la mayor evolucidon se produjo entre los afios 1866 y 1876,
cuando Louis Pasteur confirmé el papel de las levaduras en la fermentacion del vino y la
cerveza.?® Demostré ademas la existencia de distintas cepas y especies de levaduras e intuyd
su influencia en las propiedades organolépticas del vino. Desde entonces, sus teorias han
sido apoyadas por numerosos estudios gracias a los avances en microbiologia, genética y en
biologia molecular.?’

Actualmente la taxonomia reconoce la existencia de hasta 100 géneros de levaduras,
distribuidos en mdas de 700 especies, de las cuales aproximadamente solo unas 20 son
relevantes en el campo de la enologia, puediendo ser agentes de fermentacidon o
contaminantes.?*#?829 Los criterios de clasificacion utilizados por los taxonomistas han
evolucionado a lo largo del tiempo. Comenzaron basandose en aspectos morfolégicos
(tamario, esporas, forma...), pasando por caracteres fisioldgicos (asimilacién y fermentacién)
y en la actualidad estan basados en criterios genéticos (similitud de enzimas, de ADN, test de
hibridacion de esporas).

Pese a que en los racimos la inmensa mayoria de microorganismos presentes son
mohos, durante la fase final de maduracion se pueden encontrar levaduras. Normalmente,
entre el 50-70% corresponden a especies apiculadas como la Kloeckera (climas frios) y
Hanseniaspora (climas calidos). El restante porcentaje se atribuye a la especie
Saccharomyces cerevisiae y a otros géneros de no-Saccharomyces.?® En la Tabla 3 se han
recogido las principales especies de levaduras que podemos encontrar en uva y vino, junto
con su abundancia y localizacién.

El ambiente de la bodega es otro gran foco de proliferaciéon de levaduras. Toda la
maquinaria y el material que esta en contacto con el mosto es susceptible de convertise en
una fuente de estos organismos en las sucesivas afladas, pese a la aplicacion de una limpieza
exhaustiva de las instalaciones.

25 Meyen J. Wiegmann Arch. Naturgesch.(1838); 4, Bd. 2, 100.

26 Louis Pasteur. ETUDES SUR LA BIERE. Gauthier-Villars. (1876).

27 A, Barnett James. A HISTORY OF RESEARCH ON YEASTS 2: LOUIS PASTEUR AND HIS CONTEMPORARIES, 1850-
1880. Yeast. (2000); 16: 755 - 771.

28 N.P. Jolly.; O.P.H. Augustyn.; |.S.Pretorius. THE ROLE AND USE OF NON-SACCHAROMYCES YEASTS IN WINE
PRODUCTION. S. Afr. ). Enol. Vitic. (2006); Vol. 27; N2 1.

2% Helmut Kénig.; Gottfried Unden.; Jirgen Frohlich. BIOLOGY OF MICROORGANISMS ON GRAPES, IN MUST
AND IN WINE. Springer. (2009).

30 Férnandez Espinar.; Llopis, S.; Querol, A.; Barrio, E. MOLECULAR IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF WINE YEASTS. Elsevier. (2009).
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Aunque la presencia de Saccharomyces cerevisiae es escasa en la uva como bien
hemos sefialado antes, a medida que avanzamos en el proceso fermentativo, se convierte en
la levadura dominante, sustituyendo a las demds.3! Esto se debe principalmente a su alta
resistencia a las elevadas temperaturas fermentativas y a su gran tolerancia al alcohol,
ademas de a la aplicacion de sulfitos, levaduras comerciales y a las condiciones anaerébicas
presentes durante el proceso.

Tabla 3-. Especies y poblacién de las principales levaduras en uva y vino.

Origen: Elaborada a partir de

GENERO ESPECIE HABITAT ABUNDANCIA
Saccharomyces Cerevisiae Alta resistencia. Rara en uva,
Bayanus Finalizacion de la predorr.mllnante en
e, fermentacién avanzaday
vinificacion
bodega.
, Uvarum Hollejo uva e inicio 50-75%
Hanseniaspora .
fermentacion.
Apiculata Hollejo uva e inicio 50-75%
Kloeckera p ) . °
fermentacion.
Hansenula Pichia andmala | Hollejos y aireacién. Uva, Poco abund.
Pichia kluyveri bodega e inicios
fermentacion.
. . . Uva, bodega e inicio Poco abund.
Pichia Membranifaciens & .,
fermentacion.
Guilliermondii En mostos aireados, Poco abund.
Candida Krusei inicios de la
Stellata fermentacion.
Albidus Uva e inicio Poco abund.
Crytococcus .
fermentacion.
Debaryomyces Hansenii - -
Anomalus Contaminante de vinos y Poco abund.
Brettanomyces Bruxellensis barricas.
Brettanomyces
Bruxellensis Contaminante de vinos -
Dekkera ) 4
barricas.
Marxianus Buena fermentadora. Uva Poco abund.
Kluyveromyces o .
Thermotolerans e inicio fermentacion.
. . . Pulcherrima Uva e inicio Poco abund.
Metschinikowia .,
fermentacion.
Glutinis Uva e inicio Poco abund.
Rhodotorula .,
fermentacion.
Saccharomycodes Ludwigii Uva. -
] Pombe Fermentan ac. malico a -
Schizosaccharomyces - g
Japonicus alcohol. Desacidificantes.
Torulaspora Delbrueckii Osmotolerantes. Poco abund.
Bailii Contaminantes de mostos -
Zygosaccharomyces Florentinus y vinos.
Bisporus
24, 31.
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La levadura Sacharomyces cerevisiae (hongo unicelular) constituye por lo tanto la
levadura de mayor importancia dentro de la elaboracién del vino, ya que puede producir
etanol y metabolizar los azlcares presentes en el mosto, reduciendo el pH, incluso en
condiciones anaerobias. Su degradacién o metabolismo genera compuestos volatiles como
acetatos, estéres y alcoholes, responsables del aroma y sabor de los vinos. Ademds posee el
caracter killer,?? siendo capaz de controlar el desarrollo de otras levaduras no deseadas.

En 1996 se descubrido la secuencia del genoma de la levadura Saccharomyces
cerevisiae® y a dia de hoy sigue siendo el genoma eucariota del que disponemos de mayor
informacion. El pequefio tamafio de su genoma (aprox. 12.068 Kb),3* con aproximadamente
6000 genes, ha facilitado su estudio por espectrometria de masas. En la Figura 3, se muestra
la imagen de levaduras muertas de Saccharomyces cerevisiae por microscopia electrdnica de
barrido (SEM).

Figura 3. Microscopia electrénica LT-SEM

de una cepa patentada de Saccharomyces cerevisiae. Fuente CSIC. Dr. A. V. Carrascosa.
Instituto de Investigacién en Ciencias de la Alimentacién CIAL.

31 Ribéreau-Gayon, P.; Dubourdieu, D.; Donéche, B.; Lonvaud, A. TRATADO DE ENOLOGIA. TOMO I:
Microbiologia del vino. Vinificaciones. (2003).

32. A, R. Gutiérrez, S. Epifanio, P. Garijo, R. Lopez, P. Santamaria. KILLER YEASTS: INCIDENCE IN THE ECOLOGY OF
SPONTANEQUS FERMENTATION. Am. J. Enol. Vitic. (2001); 52: 352-356.

3. A. Goffeau, BG Barrel, H Bussey, RW Davis[...]. LIFE WITH 6000 GENES. Science. (1996); 274(5287): 546+563-
567.

34 G. Giaever. FUNCTIONAL PROFILING OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE GENOME. Nature. (2002); 418: 387-
391.
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4. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

El objetivo de este trabajo de fin de grado ha sido intentar comprobar si el empleo de

la técnica espectroscépica MALDI-TOF MS, es una buena alternativa para el estudio e

identificacion de cepas enoldgicas, frente a las previas técnicas clasicas y moleculares.

Para conseguir este objetivo se han aislado 150 muestras (146 tomadas de vifiedos y

bodega y 4 certificadas adquiridas). La elevada cantidad de muestras aisladas y su semejanza
entre si, nos condujo a la seleccion de las mas representativas para su posterior analisis,

reduciendo el nimero de muestras a la mitad. En resumen, 75 muestras fueron procesadas

en el MALDI. Durante el estudio se ha seguido el siguiente plan de trabajo:

*

>

o0

X/
LX)

X/
L4

X/
o

/7
L X4

>
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¢

Toma de muestras en bodega y vifiedos (tierra/uva/mosto/vino).
Toma de muestras de 9 levaduras comerciales distintas.
Etiquetado, cultivos y aislamiento de las cepas.
Conservacion/congelacion en viales.

Recuperacién de viales (resiembra).

Adquisiciéon y recuperacion de 4 cultivos liofilizados (CECT).
Preparacion de reactivos.

Transferencia de las muestras sobre la placa MALDI (directa y mediante extraccion de
proteinas).

Calibrado y analisis de los espectros de masas (FlexAnalysis).
Generacion del espectro MSP (Main Spectrum Profile).
Generacion de la nueva base de datos (Maldi Biotyper).

Creacion del dendrograma.

Comparacion de las muestras con la base de datos (identificacion).
Conclusiones.

Elaboracién del informe.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL Y MATERIALES

A lo largo de este apartado, describiremos todos lo materiales utilizados asi como el
procedimiento experimental y el fundamento de la técnica empleada.

5.1 Toma de muestras.

Casi la totalidad de las muestras utilizadas en este estudio, fueron proporcionadas por
la Bodega Dominio de Cair, perteneciente a la Denominacion de Origen Ribera del Duero.
Todas ellas fueron aisladas durante la campafia del 2016, distribuyéndose su toma desde
momentos previos, durante y posteriores al ejercicio de la vedimia de dicho afio.

- Muestras de vifiedo (uva y tierra). La primera toma de muestras se realizo en tres
parcelas pertenecientes a la bodega, con caracteristicas diferentes de orientacidn, tipo de
tierra, temperatura y altitud, buscando conseguir una mayor diversidad en las especies.
Todas ellas elegidas intencionadamente alejadas de carreteras y con poca frecuencia
humana, para intentar evitar posibles contaminaciones. La Tabla 4 recoge un resumen con
las direntes muestras tomadas, junto con su procedencia y denominacién.

Tabla 4-. Muestras de uva y tierra de vifiedos.

PARCELA CARACTERISTICAS MUESTRA ESTADO

MC Orientacion sur, calida, suelo MC1 Uva Tinta del Pais

arcilloso, ladera. MC2 Tierra
MC3 Uva Tinta del Pais

MC4 Uva Albillo

SIM Orientacién norte, fria, suelo SIM1 Uva Tinta del Pais
arcilloso, ladera. SM2 Uva Tinta del Pais
SIM3 Uva Tinta del Pais

SIM4 Tierra
LLE Orientacion norte, suelo LLE1 Uva Tinta del Pais
arenoso, plana, meseta alta. LLE2 Uva Tinta del Pais
LLE3 Uva Tinta del Pais

LLE4 Tierra

Todo el material utilizado durante la toma de
muestras en vinedo, desde las bolsas a las tijeras, fue
previamente esterilizado y correctamente almacenado y
etiquetado, como se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Toma de una muestra de uva variedad Albillo.
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- Muestras de mosto de depodsitos sembrados con levaduras comerciales. Se tomaron
muestras de 9 depdsitos diferentes. En el momento de la toma, cada uno habia recibido una
presiembra o siembra con una levadura de casas comerciales distintas entre si. Se anoto la
fecha exacta de la toma, la fecha de llenado del depdsito, la procedencia de la uva, asi como
todos los productos afadidos hasta el momento de la toma y cualquier dato relacionado con
la evolucidn del depdsito y el protocolo llevado en este. Las levaduras comerciales utilizadas
incluian tres tipos de especies: Saccharomyces Cerevisiae, Torulaspora Delbrueckii 6 una
mezcla de las dos anteriores con Kluyveromyces Thermotolerans. Un pequeiio resumen de
todas estas anotaciones aparece reflejado en la Tabla 5.

Tabla 5-. Muestras de mosto en depdsitos y sus protocolos.

a) MUESTRA/DEP | b) FECHAS O PS | c) SIEMBRA/PRESIEMBRA | d) ESPECIE
DEP-26 ROSE 29/09/16 S SC
DEP-13 06/10/16 PS SC
DEP-1 08/10/16 PS sC
DEP-17 08/10/16 PS SC

T3 11/10/16 S SC+TD+KT
DEP-6 13/10/16 PS ™
DEP-32 15/10/16 PS SC
DEP-14 15/10/16 PS SC
DEP-6.1 18/10/16 S sC

a) Depdsitos de la bodega; b) Fecha de inoculacion de levadura comercial; c) Tipo de inoculacién:
Siembra (S) 6 Presiembra (PS); d) Especie inoculada: Saccharomyces Cerevisiae (SC), Torulaspora
Delbrueckii (TD) 6 Kluyveromyces Thermotolerans (KT).

- Muestras de levaduras comerciales puras. Ademas de las muestras de mosto
recogidas en el apartado anterior, las cuales habian sido sembradas con levaduras
comerciales, también se tomaron muestras de dichas levaduras puras en estado sélido. El
objetivo de estudio era poder comprobar si dichas levaduras puras se encontraban en las
muestras de mosto recogidas tras su adicidn. En total, se tomaron 9 muestras de levaduras
comerciales distintas, pertenecientes a 5 casas comerciales.

- Muestras de mosto tomadas para el seguimiento de un depdsito. Con el propdsito
de estudiar la evolucion de levaduras durante el proceso de fermentacidn, se recogieron
muestras del mismo depdsito durante diferentes puntos en el tiempo. En concreto, se
produjo el seguimiento del depdsito "DEP-12", que difiere del resto de depdsitos, al tratarse
de variedad Merlot y no, Tinta del Pais. El DEP-12 siguid el mismo protocolo que el DEP-13,
consultar Tabla 5. Se establecieron cinco puntos temporales en la toma de estas muestras
que aparecen recogidos en la Tabla 6:
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Tabla 6-. Muestras del seguimiento del DEP-12.

MUESTRA DESCRIPCION FECHA DE LATOMA
DEP-12.1 Uva Merlot 20/10/16
DEP-12.2 Mosto tras AST* 20/10/16
DEP-12.3 Mosto tras AST+ENZIMA 20/10/16
DEP-12.4 Mosto tras presiembra SC 26/10/16
DEP-12.5 Mosto tras siembra SC 31/10/16

*AST: nombre comercial de un producto que contiene metabisulfito potasico.

- Muestras de mosto en fermentacion malolactica. Ademas de evaluar la presencia
de levaduras durante el proceso de fermentacion alcohdlica (FOH), también se quiso
estudiar la posible presencia de otras especies, como las bacterias responsables de la
fermentacion malolactica (FML). En esta segunda fermentacién que sufre el vino, el acido
malico se transforma en lactico con ayuda de bacterias lacticas (Lactobacillus, Pediococcus,
Weissella, y Oenococcus, entre las més frecuentes).? El etanol producido durante la primera
fermentacion y el SO, afadido para controlar la proliferacion bacteriana, hace que su
poblacién sea muy baja. A pesar de ello, algunas resisten y estableciendo la temperatura
adecuada, esta transformacion puede producirse de forma espontanea. Algunas bodegas
deciden prescindir de este paso y otras se ayudan de bacterias externas para finalizar el
proceso satisfactoriamente. Para realizar este estudio se tomaron 3 muestras de dos
depdsitos diferentes (el depdsito 4+5, siguid el mismo protocolo que el DEP-1, recogido en la
Tabla 5):

- DEP-M-A2: fermentacion malolactica arrancada sin inocular AUTOCTONA.

- DEP-M-4+5i: fermentacion malolactica arrancada con Oenococcus Oeni (bacteria
comercial mostrada en la Figura 5). INOCULADA.

- DEP-M-4+5: malolactica no arrancada.

Figura 5. Aspecto de la Bacteria comercial Oenococcus Oeni antes de su aplicacion.

35 Bordons, Albert.; Reguant, Cristina. BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS LACTICAS DEL VINO Y LA
FERMENTACION MALOLACTICA. ACE Revista de Enologia (2011); 140.
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Todas las muestras liquidas tomadas en las fechas sefialadas eran recogidas en tubos de
centrifuga Eppendorf Safe-Lock (1,5 mL) como el que se muestra en la Figura 6, previamente
esterilizados y convenientemente etiquetados, y transportadas a bajas temperaturas, para
su cultivo inmediato.

Figura 6. Tubo de centrifuga Eppendorf Safe-Lock de 1'5 mL.

5.2 Etiquetado, cultivo y aislamiento de cepas.

Una vez obtenidas las muestras y correctamente etiquetadas, se conservan a baja
temperatura en un refrigerador. En un margen de tiempo no superior a 48h, cada una de las
muestras debe ser sembrada por la técnica de aislamiento en cuatro zonas,*¢ detallada en la
Figura 7. Mediante esta técnica se pretende diluir la carga microbiana que se deposita en el
medio de cultivo, de forma que, en los ultimos trazos de la siembra, haya tan poco material,
gue cada microorganismo quede suficientemente separado entre siy se puedan desarrollar

INOCULO INICIAL TRAZO FINAL
- 2 i ﬁ
22GRUPO ESTRIAS @ 39GRUPO ESTRIAS

2 3
—=

Figura 7. A la izquierda, placa sembrada por el método de siembra por estria y a la derecha, pasos de la técnica.

36-Surinder Kumar. TEXTBOOK OF MICROBIOLOGY. First Edition (2012); 7: 64-70.

21



ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Para poder realizar los cultivos mixtos, se realizaron pruebas con diversas bases
nutritivas, y asi evaluar cual era la mdas apropiada para el crecimiento de cada tipo de
microorganismo y su posterior utilizacion durante todo el proyecto. Estos son los medios de
cultivo utilizados:3’

- Agar sangre (AS): medio sélido muy rico, crece casi todo, especialmente bacterias.

- Agar Sabouraud con cloroanfenicol (SAC): medio sélido, crecen levaduras. Selectivo,
no crecen bacterias.

- Extracto de peptona-dextrosa agar (YPD): medio sdlido, crecen levaduras. Mas
utilizado por su facil preparacion.

- Cerebro Corazoén de Buey (CC): medio liquido, crece todo. No selectivo.

- Potato Dextrose Agar (PDA): medio sdlido, crecen hongos y levaduras.

Pasos para el cultivo, aislamiento y materiales utilizados:

Preparacion de placas YPD Agar.

Etiqguetado de la placa.

Realizar siembra por estria con asa deshechable de 10 pL.

Eliminacion del asa en el contenedor estanco y sellado de la placa con Parafilm.
Incubacién aprox. 352C entre 48-72h. SIEEMBRA (GENERACION CULTIVO MIXTO).

vk e

En estas placas se observan colonias diferentes, tanto en color, forma o tamafio. Para
cada una de ellas se debe realizar un cultivo individualizado. Seleccionamos las mas
representativas y las marcamos como figura en el punto 6.

6. Buscar y marcar colonias aisladas. Realizar los puntos 7-9, para cada organismo que
seleccionemos.

7. Realizar un pase con un asa deshechable de 1 L.

8. Eliminacién del asa en el contenedor estanco y sellado de la placa con Parafilm.

9. Incubacién aprox. 352C entre 48-72h. PASE 1 (GENERACION CULTIVO UNICO).

10. Si en el pase crecido, observdaramos varios tipos de microorganismos, deberiamos
realizar un nuevo pase. PASE 2 (CERCIORAMIENTO). Si solo observamos un tipo de
colonia, procederiamos a recoger la muestra y congelar.

37- Barrero Cuevas, Laura. MICROBIOLOGIA CLINICA: medios de cultivo de microorganismos. Editorial Sintesis.
(2016); capitulo 2.
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Toda la instrumentacion y el material utilizado durante el cultivo y el aislamiento de
las muestras, se refleja en la Figura 8.

it R

() _ (b) ()

Figura 8. (a) Incubadora de laboratorio "FOC 120"; (b) autoclave eléctrico para esterilizaciéon "MED 12" y cesta
para el material esterilizable; (c) asas desechables flexibles y estériles de 1 L (verde) y 10 pL (azul); (d) placa de
cultivo agar sangre y placa de YPD agar; (e) contenedor con cierre estanco para residuos biolégicos.

5.3 Conservacion/congelacion de viales.

Una vez obtenidos los cultivos aislados, es decir, el momento en el que cada placa solo
contiene una especie, debemos conservarlos mediante su congelacién en viales especificos
para tal fin. Estos viales contienen criobolas supendidas en una solucién de glicerol que
actua como conservante, donde se alojaran los microorganismos.

Pasos para la conservacion de cepas:

1. Etiquetado del vial de conservacion.
2. Utilizacidon de un asa de 10 uL para arrastrar gran cantidad del material organico
presente en la placa de cultivo.
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Introducir el asa en el vial y sacudir hasta que la muestra se desprende en el interior.
Agitado en vértex para conseguir la homogenizacidén del material biolégico.

Eliminar el sobrenadante con una micropipeta y puntas esterilizadas.

Deshechar las asas, placa y puntas en el contenedor estanco.

No v bkuw

Llevar la muestra al ultracongelador donde los microorganismos permanecen en
estado de latencia a temperarutas del orden de -702C/-802C.

En la Figura 9 se recogen todos los instrumentos utilizados durante el apartado de

congelacidn/conservacién de muestras.

(d)

Figura 9. (a) Crioviales con perlas suspendidas en una solucién conservante al 20% de glicerol; (b)
ultracongelador; (c) agitador vértex; (d) puntas Eppendorf dese; (e) micropipetas Eppendorf de diferentes
tamanos (gris de 0,5-10 uL, amarilla de 10-100 pL y azul de 100-1000 uL).

Para llevar a cabo el punto 5 del proceso, la eliminacion del sobrenadante del vial, es
necesario utilizar puntas desechables que previamente han sido esterilizadas en el
autoclave. Durante todo el trabajo experimental recurriremos a estas puntas que aparecen
reflejadas en la Figura 9.d. El color de la punta se corresponde con el tamaio de la pipeta
utilizada, color azul para pipetas de 100 a 1000 pL, amarillo para alicuotas entre 10 y 100 plL
y puntas de color blanco para micropipetas de 1 a 10 L.
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El primer paso para conseguir la esterilizacion de estas puntas es introducirlas en
cajas como la que se muestra en la Figura 10, selladas con una cinta adhesiva indicadora, la
cual cambia de color al finalizar la esterilizacién. Una vez preparadas las cajas, se introducen
en el autoclave, mostrado previamente en la Figura 8(b), y se programa a 1212C durante 15
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, esperaremos a que la presidn alcanzada en el
interior del autoclave haya disminuido hasta que sea posible realizar la apertura de este de
forma segura.

Figura 10. Cinta adhesiva indicadora (izqa) y caja con puntas para esterilizar (dcha).

En el ANEXO I, se encuentran recogidos los 146 viales congelados, con sus respectivas
denominaciones, fechas de congelacién, observaciones y motivo de estudio.

5.4 Recuperacion de viales (resiembra).

El siguiente paso llevado a cabo en el procedimiento experimental fue la
recuperacién de la muestras contenidas en los viales de congelacién. Cada semana se
establecié un calendario especificando el nimero de horas de trabajo disponibles, para
determinar asi el nimero de muestras que seria posible analizar en el MALDI y por lo tanto,
el nidmero de muestras a resembrar. De las 146 muestras congeladas, 71 fueron
seleccionadas para su recuperacién por ser las mas representativas, como sefialamos en el
apartado de Plan de Trabajo, y su posterior andlisis. Estas 71 muestras aparecen
diferenciadas en el ANEXO I en color amarillo.
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Realizacidn de un pase a partir de muestras congeladas (Resiembra):

Etiguetado de la placa.

Extraccion de una criobola con un asa de 10 pl esterilizada.

Realizacion de una siembra por estria en 4 zonas con la criobola. RESIEMBRA.
Incubacién de la placa durante aprox. 48h, boca arriba.

Si los cultivos han crecido, realizamos un primer pase con un asa de 1 pL. PASE 1.
Incubamos el primer pase durante aprox. 48h.

No vk wbnNeE

Para asegurarnos de que sélo tenemos una especie, realizamos un segundo pase.
PASE 2.

5.5 Adquisicion y recuperacion de cultivos liofilizados (CECT).

Con el fin de obtener espectros de referencia, se realizd la solicitud para la
adquisicion de 4 cepas de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT), el unico Centro de
Recursos Microbianos (mBRC) publico en Espafia que actia como depositario y proveedor de
bacterias, arqueas, levaduras y hongos filamentosos.*® En la Tabla 7, se especifican los datos
técnicos de dichas cepas proporcionados por la CECT.

Tabla 7-. Cepas de la CECT adquiridas.

NOMBRE CONDICIONES DE CRECIMIENTO
CECT 1170 Saccharomyces cerevisiae 262C / 72h / atm.aerdbica / 138-148
Meyen ex E.C.Hansen, 1883
CECT 1926 Saccharomyces bayanus 262C / atm.aerdbica / 140
Saccardo, 1895
CECT 1015 Torulaspora delbrueckii 26°C / atm.aerdbica / 138
Lindner, 1904
CECT 1010 Dekkera bruxellensis Van del 252C / atm.aerdbica / 140 0,5% CaCOs
Walt, 1964

Una vez recibidos los cultivos liofilizados, ver Figura 11, se conservan protegidos de la
luz en el frigorifico a 182C (no deben congelarse). Tras leer las fichas técnicas proporcionas
por el centro y asegurarnos de disponer de todo el material necesario (medios de cultivo,
temperatura de incubacién y parametros fisicoquimicos), se procede a su recuperacién.®®

38 Universidad de Valencia. Buscador de cepas de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y sus fichas
técnicas.https://www.uv.es/uvweb/coleccion-espanola-cultivos-tipo/es/catalogo-cepas/medios-
cultivo/buscador-cepas-1285892802374.html

3% INSTRUCCIONES PARA LA RECUPERACION DE CULTIVOS LIOFILIZADOS. Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT).
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Figura 11. Presentacion de los liéfilos en ampollas.

En primer lugar se procedid a la apertura de la ampolla, para ello fue necesario
calentar el extremo fino de la capsula en la Ilama de un mechero Bunsen durante unos 15
segundos. A continuacién, se dejaron caer entre 1 y 4 gotas de agua destilada esterilizada
sobre el vidrio para resquebrajarlo. Una vez eliminados los restos de este, con unas pinzas
previamente flameadas, se extrajo el algoddn que habia en su interior.

El segundo paso es la resuspension del lidfilo y su siembra. Para realizarlo, con ayuda
de una pipeta, tomamos 300 uL del medio liquido estéril recomendado para el crecimiento
del microorganismo y lo afladimos a la ampolla abierta. Se resuspende cuidadosamente
evitando la formacidn de burbujas. Seguidamente, esperamos entre 15 y 20 minutos para
gue se produzca la rehidratacion completa.

A continuacién, se utiliza toda la suspensiéon para sembrar una placa de Petri,
convenientemente etiquetada y un tubo con 5-10 pL de medio liquido, ejemplos de ambos
mostrados en la Figura 12. La siembra la realizamos con un asa de 10 pL y la suspensién
restante la afadimos al tubo. Siguiendo las recomendaciones de la ficha técnica, dejamos
incubar los cultivos el tiempo necesario. Se repitid el mismo proceso con las 4 cepas,
realizando posteriormente un subcultivo.

Figura 12. M.140 liquido y sdlido para la siembra de CECT 1926, junto con su subcultivo.
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Finalmente se procedid a la conservacién en viales de las cepas certificadas, segun el
protocolo recomendado por la CECT.*® De cada una de ellas se prepararon 5 viales, mas un
criovial con solucién de glicerol. En la Figura 13 se pueden observar los 5 viales de tapa azul
proporcionados por la CECT mds el criovial de tapa blanca con solucién de glicerol. Los viales
deben conservarse en el ultracongelador a temperaturas iguales o inferiores a -202C.

Figura 13. Viales de conservacién de la CECT 1015.

5.6 Preparacion de reactivos.

Para realizar el andlisis de cepas en MALDI Biotyper se pueden llevar a cabo dos
métodos que describiremos en los préximos apartados, la transferencia directa a la placa o
la extraccidén previa de proteinas con etanol/acido férmico. Para llevar a cabo ambos
procesos fue necesario tener preparados los siguientes reactivos:*

1. Etanol al 70%: con la ayuda de una probeta preparamos entre medio litro y un litro
de la solucién que conservamos en una botella de cristal estéril. Se utiliza para la
limpieza de la tarjeta MALDI. Para la preparacién de aproximadamente un litro:

- 700 mL de etanol absoluto.
- 300 mL de agua destilada.

2. Acido trifluoracético (TFA) al 80%: este reactivo se fue preparando secuencialmente,

segln su consumo. Para preparar 1 mL se necesitaron:

- 1 tubo Eppendorf de 1,5 mL.

- 800 pL de TFA, manejado en campana y con guantes dado su cardcter corrosivo.
- 200 pL de Agua HPLC.

40- INSTRUCCIONES VIALES DE CONSERVACION (BACTERIAS Y LEVADURAS). Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT).
41 Francisco Soria Melguizo S.A. GUIA RAPIDA MALDI BIOTYPER 3.1.
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Se agita en vértex para homogenizar la soluciéon. Como en el caso del etanol al 70%,
esta solucidén también se utilizdé para la limpieza de la placa. Se puede conservar a
temperatura ambiente durante un mes.

Acido férmico al 70%: para la preparacién de 1 mL se emplean:

- 1tubo Eppendorfde 1 mL.

- 700 pL de acido férmico, manejado en campana y con guantes dado su caracter
corrosivo.

- 300 pL de Agua HPLC.

Se agita en vortex para homogenizar la disolucion. Esta preparacidén es necesaria para
la extraccidn de proteinas con etanol/ac.férmico y se puede conservar a temperatura
ambiente durante un mes.

Solvente organico: usamos un tubo Eppendorf de 1,5 mL. A este le afiadimos:
- 475 L de Agua HPLC.
- 500 uL de acetonitrilo en campana y con guantes.

- 25 pL de triflouroacético (TFA) también en campana y con guantes.
Se agita en vértex y se utiliza para reconstruir tanto la matriz (HCCA) como el patrén
BTS. Se conserva durante una semana a temperatura ambiente.

Solucién de Matriz: dcido a-ciano-4-hidroxicindmico, cuya estructura quimica se

muestra en la Figura 14. Se aifiade a un tubo de matriz liofilizada conservada a 2-82C,
250 L de solvente organico. Agitamos en vdrtex durante 2-3 minutos hasta su
completa disolucién, comprobando la ausencia de precipitados o cristales. La
solucion se conserva a temperatura ambiente durante una semana y en lugar oscuro,
protegido con papel de aluminio.

En nuestro estudio, elaboramos mayor cantidad de solucién matriz (5000 L) y la
dividimos en alicuotas de aprox. 200 pL. Utilizamos tubos de microcentrifuga y los
conservamos en el ultracongelador a -80°C.

O

X7 “OH

HO CN

Figura 14. Estructura quimica del acido a-ciano-4-hidroxicinamico.
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6. Solucién Bruker Bacterial Test Standard (BTS): para realizar medidas en el MALDI es
necesario preparar un patréon. A un tubo de Bacterial Standard, tubo comercial
adquirido a Bruker, se le afiaden 50 pL de solvente orgdnico. Con el objetivo de

mezclar ambos compuestos uniformemente, se pipetea con una micropipeta arriba y
abajo unas 20 veces. Una vez cerrado el tubo, se deja incubar a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se repite la operacién de pipeteo. Finalmente, con una
centrifugadora como la mostrada en la Figura 15, se centrifuga 1 minuto a 13000 rpm
a temperatura ambiente. Realizamos alicuotas de 10 uL y lo conservamos a -20°C.

Figura 15. Microcentrifuga SPECTRAFURGE 24D.

5.7 Transferencia a la placa MALDI.

En este punto, después de las sucesivas siembras y pases realizados previa y post
congelacion, se supone que ya no tenemos cultivos mixtos sino especies Unicas aisladas, que
han sido conservadas independientemente. En la Figura 16, se reflejan las diferencias entre
un cultivo con varias especies y uno con una Unica cepa.

— _/ l
CULTIVO MIXTO CULTIVO UNICO

Figura 16. Fotografias tomadas de muestras en la primera siembra y el Gltimo pase.
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Las especies revividas y cultivadas en los apartados 54 y 5.5, deben ser
transportadas e introducidas en el MALDI mediante una placa o tarjeta metdlica. La placa
empleada para nuestro andlisis fue una "MTP 384 polished steel BC", recomendada por la
casa comercial Bruker*?y que se muestra en la Figura 17. En esta placa se disponen 24 x 16
pocillos circulares (384 en total) en forma de matriz.

Figura 17. MITP 384 polished steel BC.

Existen dos métodos de transfrerencia del cultivo microbiano sobre la placa metalica,
la transferencia directa o la extraccidon previa de proteinas con etanol/ac.férmico. En los
primeros andlisis utilizamos ambos métodos, para evaluar con cual de los dos
conseguiriamos espectros de mayor calidad y con menor ruido de fondo. Las pruebas
realizadas, junto con los estudios reflejados en numerosas publicaciones,*3%4> nos
condujeron a prescindir del método de transferencia directa de las colonias por no ser tan
efectivo en levaduras, pese al ahorro considerable de tiempo y de reactivos que suponia esta
via.

Ambos métodos se realizaron conforme a las recomendaciones establecidas en el
manual de uso de Bruker.*! A continuacion, se describen los pasos a seguir en ambos
procedimientos:

- Transferencia directa: con una punta morada desechable tocamos una colonia aislada del

pase numero 2 y de seguido tocamos el pocillo seleccionado haciendo circulos sin salirnos de
la delimitacién. Es importante hacer una distribucidon uniforme y con la menor cantidad de
muestra posible para que los espectros generados sean mas limpios. Cambiamos de punta y
realizamos la misma operacion tocando otro punto del cultivo, y repetimos hasta ocupar 9
pocillos. En el pocillo central, ademas de la muestra afiadimos 1 puL de BTS con la
micropipeta gris. Esperamos entre 20-30 minutos y afiadimos 1 uL de matriz a cada pocillo,
exceptuando al pocillo central al que afiadiremos uno extra. Es muy importante, cambiar las
puntas de la micropipeta y las asas cada vez que cambiamos de pocillo. También se puede
afiadir 1 pL de ac. formico al 70% antes de la matriz, para conseguir una extraccién directa
de proteinas.

42-Bruker. INSTRUCTIONS FOR USE: MTP 384 POLISHED STEEL BC TARGETS. (2013).
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- Extraccién con Etanol/Acido Formico:

Poner en un tubo de centrifuga Eppendorf de 1,5 mL, 300 pL de Agua HPLC.
Utilizar un asa de siembra verde de 1 pL, pasarla por el cultivo hasta cubrir la punta y
suspenderla en el tubo girandola.

3. Repetir el paso 2, cambiando de asa.

4. Cerrar la tapa del tubo de microcentrifuga y agitar con ayuda del voértex para
asegurarnos de tener una disolucién homogénea.

5. Anadir 900 pL de etanol absoluto.

6. Agitar en virtex de nuevo.

7. Introducimos el tubo en la microcentrifugadora durante 2 minutos a 13000 rpm, para
gue las proteinas sedimenten en el fondo del tubo.

8. Nos deshacemos del sobrenadante decantandolo, para quedarnos con el pellet.

9. Para eliminar el exceso de etanol que pueda quedar, centrifugamos 1 minuto mas.

10. Quitamos en sobrenadante con una micropipeta de 200 pL.

11. Si fuese necesario, dejar el tapén con el tubo abierto un minimo de 15 minutos para
evaporar completamente el etanol restante.

12. Anadir 25 pL de acido férmico al 70%. Resuspender el sedimento con una pipeta
hasta completar la disolucion.

13. Agitar en vértex para mayor homogeneidad.

14. Aiiadir 25 uL de acetonitrilo y centrifugar 1 min a 13000 rpm.

15. Transferir 1 pL del sobrenadante a cada uno de los 9 pocillos.

16. Dejar secar.

17. Aadir a la posicidn central 1 yL de BTS.

18. Afadir 1 pL de matriz a los 9 pocillos mas 1 extra al central.

El etanol se encarga de inactivar las bacterias, por eso es tan importante eliminarlo
en su totalidad. Por otro lado, el dcido férmico rompe la pared celular de las levaduras.® El
sobrenadante obtenido en el punto 15 contiene las proteinas de nuestro microorganismo.
Por cada cepa llevada al MALDI realizamos 9 analisis, por eso distribuimos la misma muestra
en 9 pocillos. Ademads, es necesario realizar un calibrado del MALDI-TOF antes del analisis de
cepas, por lo que se pondra en un pocillo aislado 1 pL de BTS + 1 uL de matriz.

43 Carole Cassagne, Anne-Laure Cella, Pierre Suchon, Anne-Celine Normand, Sthephane Ranque & Renaud
Piarroux. EVALUATION OF FOUR PRETREATMENT PROCEDURES FOR MALFI-TOF MS YEAST IDENTIFICATION IN
THE ROUTINE CLINICAL LABORATORY. Med. Mycol. (2013); 51: 371-377.

44 Tingting Zhang, Jie Lei, Hanijang Yang, Kun Xu, Rui Wang, Zhiying Zhang . AN IMPROVED METHOD FOR
WHOLE PROTEIN EXTRACTION FROM YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE. Yeast. (2011); 28: 795-798.

45 Anne-Claire Silvestri, Jessica Sabatier, Julien Ducruet. A NEW METHOD OF PROTEIN EXTRACTION FROM RED
WINES. ). Int. Sci. Vigne Vin. (2013); 47(3): 213-220.
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En este punto la placa ya estaria preparada para transportarla al LTI (Laboratorio de
Técnicas Instrumentales), edificio en el que se encuentra el MALDI-TOF utilizado para el
analisis. Para evitar confusiones durante la preparacion de la placa, se elaboraron plantillas
previas con la informacion del contenido y distribucién de cada pocillo. En el ANEXO I, se
muestra un ejemplo de la plantilla elaborada para el primer analisis en MALDI de 7 muestras
de levaduras comerciales.

Una vez finalizado el andlisis en el espectrémetro es necesario limpiar la tarjeta
metdlica. Para proceder con su limpieza es necesario seguir el protocolo*! recomendado por
Bruker, utilizando etanol al 70% vy acido trifluoracético al 80%.

5.8 Registro del espectro de masas MALDI-TOF.

A diferencia de los dos primeros bloques del trabajo experimental, la recogida de
muestras y preparaciéon de cultivos, llevados a cabo respectivamente en la Bodega Dominio
de Cair y en los laboratorios de la facultad de Ciencias de la Universidad de Valladolid, el
anadlisis de cepas con MALDI-TOF MS se realizd en el LTI (Laboratorio de Técnicas
Intrumentales).

En concreto, el instrumento que se ha utilizado es el MALDI-TOF Autoflex™ Speed de
Bruker Daltonics*® (ver Figura 18), un espectrometro de masas desorcidon/ionizacién laser
asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo. Las especificaciones técnicas mas
relevantes se recogen en la Tabla 8, al final de esta pagina.

Tabla 8-. Especificaciones técnicas del equipo.
FABRICANTE Bruker Daltonics Inc.
FUENTE DE IONES Desorcion/ionizacidn laser asistida por matriz
LASER 32 arménico Nd:YAG 355nm + N, 337nm
SOFTWARE FlexControl 3.0
BASE DE DATOS Maldi Biotyper 3.1
IDENTIFICACION Bacterias, levaduras y hongos filamentosos
PROTEINAS 2.000-20.000 Da
MATRIZ 1 uL a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) _Li
VELOCIDAD 96 muetras/h _____ﬂ

Figura 18. MALDI-TOF MS Autoflex Speed. Fuente Bruker Daltonics.

46 Bruker Daltonics Website, technical details. INSTRUMENTATION REPORT DOCUMENTATION.
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Este espectrometro de masas de tiempo de vuelo permite la identificacion de
numerosos microorganismos, ya que proporciona su denominada "Huella Peptidica” o
"Huella Molecular", exclusiva para cada uno de ellos. Esta huella es una representacién de la
distribuciéon caracteristica de la masa de los péptidos en forma de espectro de masas.
Después de ser comparada con las huellas de microorganismos conocidos y presentes en las
bases de datos, se asocia estadisticamente con la mds semejante, generando un resultado o
"score" y logrando asi su identificacion.

Por otro lado, permite analizar una gran variedad de compuestos organicos con
tamanos de hasta 20.000 Da, sin su destruccién durante la fase de ionizacién. Ademas, su
relativo bajo coste, los resultados inmediatos proporcionados y la sencillez de preparacién
de la muestra, lo han convertido en una técnica fundamental de andlisis en el campo de la
Bioquimica y la Microbiologia Ciclina. Entre las principales aplicaciones encontramos:

- Analisis de polimeros.

- Identificaciéon de microorganismos.

- Analisis de farmacos.

- Analisis de muestras ambientales.

- Andlisis de glicanos y glicoproteinas.

- Investigacion de proteinas, principalmente ribosomales.

Se trata de una técnica en desarrollo, que puede ser aplicada en muchos otros
campos. Sin embargo, en el ambito de la Enologia, todavia tiene muchas limitaciones, ya que
son escasos los espectros de masas incluidos en las librerias comerciales.*’ Es por ello, por lo
que el objetivo de este trabajo es evaluar si la técnica MALDI es adecuada para muestras
enoldgicas.*®

Para describir el equipo empleado y la técnica MALDI-TOF de forma simple,
realizaremos su descripcion en tres bloques:®

1. Fuente de ionizacién MALDI (desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz).
2. Analizador de masas TOF (tiempo de vuelo).
3. Detector de iones.

A continuacion se describen brevemente estos tres bloques:

47- Carla Agustini Bruna., Paulino Silva Luciano., Bloch Jr. Carlos., M.B.Bonfim Tania., Almeida da Silva Gildo.
EVALUATION OF MALDI-TOFF MASS SPECTROMETRY FOR IDENTIFICACION OF ENVIROMENTAL YEASTS AND
DEVELOPMENT OF SUPPLEMENTARY DATABASE. Appl Microbiol Biotechnol. (2014); 98:5645-5654.

48 Julia C. Usbeck, Caroline Wilde, Dave Bertrand, Jiirgen Behr, Rudi F.Vogel. WINE YEAST TYPING BY MALDI-
TOF MS. Springer, Appl. Microbiol Biotechnol. (2014); 98: 3737-3752.
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1. Fuente de ionizacion MALDI 6 desorcidn/ionizacidon laser asistida por matriz (Matrix-

assisted laser desorption/ionization):

La fuente de ionizacidn en nuestro equipo MALDI estd consituida por dos tipos de
laser. En primer lugar, un laser ultravioleta de Nd:YAG con una longitud de onda de 355 nm,
acompaiado de un segundo laser de N; con una longitud de onda de 337 nm. El empleo de
ambos laseres produce la desorcion e ionizacidon de la muestra, es decir, crea un haz de iones
en estado gaseoso cargados eléctricamente.*® Esta ionizacion suave solo es posible si la
muestra esta acompafiada de una matriz organica saturada. Para que se produzca la
ionizacion, analito y matriz se depositan sobre una placa metdlica, como la mostrada en la
Figura 17, junto con un disolvente, y se ejerce vacio. Cuando este Ultimo se evapora, matriz y
muestra cocristalizan en la superficie de la placa y la segunda queda embebida en la primera.
La utilizacidon de una matriz es esencial para que la ionizacidén ocurra de manera satisfactoria,
ya que actUa absorbiendo la energia y aportando protones a la muestra, transformandola en
un ién y permitiendo la vaporizaciéon de parte del substrato. Los iones se extraen al ser
sometidos a un campo eléctrico y dirigidos al tubo de vuelo o analizador TOF.

La eleccién de la matriz define la calidad del espectro obtenido en el anlisis.
Generalmente son sélidos cristalinos, con alta absorbancia y baja energia de ionizacién en la
region del visible (UV 6 IR), en la que opera el laser. Para facilitar la formacién de la mezcla
con el analito, la matriz debe ser polar y ademas, acida, para que pueda ceder facilmente
protones durante la ionizacién de la muestra. Deben volatilizarse de manera sencilla cuando
incide el laser, pero nunca llegar a evaporarse espontaneamente. Algunas de las matrices
mas utilizadas en MALDI se recogen en la Figura 19 y son: el acido a-ciano-4-hidroxicindmico
(HCCA) y su derivado el acido 4-cloro-a-cianocindmico (CCA), el acido 2,5-dihidroxibenzoico
(DBH), el 4cido 3-metoxi-4-hidroxicindmico (FA) vy el &cido sinapinico (SA).>°

a N (b) O~_ _OH
(a) \\ .
OH
HO / OH
HO
(d) 0
(c) 0
H,CO S
HsC DWDH OH
HO HO
OCHs4

Figura 19. Representacion esquematica del: (a) acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA); (b) acido 2,5-
dihidroxibenzoico (DBH), (c) dcido 3-metoxi-4-hidroxicindmico (FA), (d) acido sinapinico (SA).
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Una vez preparada la placa y dentro del equipo, se realiza el vacio en el tubo de vuelo
y a continuacién, los cristales son irradiados con pulsos laseres. La irradiacidén se produce en
un corto intervalo de tiempo para evitar que la muestra pueda danarse o degradarse
demasiado por un exceso de temperatura. El equipo nos permite elegir el depésito cristalino
o pocillo, sobre el que actuard el laser pulsado, ya que dispone de una camara que nos
permite desplazarnos por la placa metalica. El |aser que opera en la técnica MALDI lo hace
en la regién del visible. Entre los mas utilizados tenemos®® los de N (337 nm), los de Er:YAG
(2,94 pm), TEA-CO; (10,6 um) y el de Nd:YAG (355 nm) de estado sélido.

Bruker ha aplicado la tecnologia SmartBeam>! a su equipo MALDI-TOF MS AutoFlex
Speed, que combina la flexibilidad de un laser de N, con la velocidad de los laseres de
Nd:YAG.>? El uso de ldseres de estado sdlido estd restringido a ciertos métodos de
preparacion de matrices, pero la suma de un laser de N, ha permitido obtener mejoras
considerables en los espectros generados. Para conseguir combinar ambos laseres, todos los
pulsos deben dirigirse hacia la misma trayectoria, para incidir de manera exacta sobre el
analito. Para ello, el haz pasara por diversos elementos como un atenuador, un modulador,
varias lentes y un diafragma. En la Figura 20, se muestran las mejoras de resolucién en el
espectro de una proteina, obtenido con un laser de N3, y con la tecnologia SmartBeam.

High resolution of proteins

B e o e — T A N MR 3 |

b ey

Figura 20. Espectro con laser N, (arriba), con Smartbeam (abajo). Fuente Bruker Daltonics.

49. Lay Jr JO. Holland RD. RAPID IDENTIFICATION OF BACTERIA BASED ON SPECTRAL PATTERNS USING MALDI-
TOF MS. Methods Mol Biol. (2000); 146:461-87.

0. Andrew E. Clark, Erin J. Kaleta, Amit Arora, Donna M. Wolk. MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION
IONIZATION-TIME OF FLIGHT MASS SPECTROMETRY: A FUNDAMENTAL SHIFT IN THE ROUTINE PRACTICE OF
CLINICAL MICROBIOLOGY. Clinical Microbiology Reviews. (2013); 547-603.

51 Bruker Daltonics . INNOVATIVE SMARTBEAM LASER TECHNOLOGY ENHANCES MALDI-TOF BASED
PROTEOMICS APPLICATIONS.

52. Armin Holle, Andreas Haase, Markus Kayser, Jens Héhndorf. OPTIMIZING UV LASER FOCUS PROFILES FOR
IMPROVED MALDI PERFORMANCE. ). Mass Spectrom. (2006); 41: 705-716.
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Como hemos explicado al inicio del subapartado, cuando el ldser incide sobre los
cristales de matriz y analito, rapidamente se produce la sublimacidn de estos (sin pasar por
estado liquido), generando una nube de iones. El mecanismo es un poco complicado de
explicar, pero como resumen podemos decir que se produce una doble ionizacién, en primer
lugar la de las moléculas de la matriz tras la excitacién fotdnica, que desencadena en una
segunda ionizacién, la del analito. En la Figura 21, mostrada a continuacién, se refleja un
esquema del proceso de formacidon de iones, desde la intruduccién de la placa hasta el
transporte de los iones al analizador.
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Figura 21. Mecanismo de ionizacién en MALDI.

2. Analizador de masas TOF (tiempo de vuelo):

Es el segundo componente del equipo, encargado de separar los iones por su relacion
masa/carga (m/z). Estas relaciones son medidas electrodinamicas de la velocidad con la que
los iones se desplazan desde la tarjeta metdlica hasta el detector, atravesando el tubo de
tiempo de vuelo (TOF).>?

53 Dra. Yuliya Zboromyska. APLICACIONES DEL MALDI-TOF EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. Ed Cont
Lab Clin. (2014); 20:87-98.
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La primera funcion del analizador es la separacidn individual de toda la mezcla de
iones procedentes de la ionizacion, y esto se consigue haciéndolos atravesar una rejilla,
situada antes del tubo de vuelo. La aplicacién de un campo eléctrico mediante un sistema de
electrodos es lo que permite la aceleracidn de los iones y su desplazamiento. Una vez que
cruzan esta placa, entran en el tubo de vuelo, una zona libre de campo eléctrico donde se
mueven a velocidad constante. Ahora que todos los iones han adquirido la misma energia
cinética, se desplazaran a mayor o menor velocidad en funcién de su relacion m/z. Como casi
todos los iones van a tener carga +1, la masa se convierte en el ratio determinante de la
velocidad de trasnporte. De esta forma, los iones mas pequefios se desplazaran mas rapido,
alcanzando el detector antes que los iones pesados.

A continuacidn describimos las ecuaciones del movimiento del TOF:>*

(1) Los iones desorbidos pasan a la region de aceleracién, donde tras la aplicacién de un
potencial electrostatico por los electrodos, adquieren energia cinética. Su relacion se puede
expresar como:

1 ey
; mv” = zel,

donde m es la masa del idn; z su carga; v su velocidad; V la diferencia de potencial aplicada y
e la carga del electron.

(2) Si despejamos el valor de la velocidad obtenemos la siguiente expresion:

v=,2zeV;/m

Vemos que el valor de la velocidad depende inversamente de la masa, por lo que la
velocidad de los iones pesados sera menor y por lo tanto, pasaran mas tiempo en el tubo de
vuelo.

(3) Como conocemos el valor de V, y podemos establecer la longitud del tubo como d, es
posible estimar el tiempo t, que emplea el ién en atrevesarlo y llegar al detector:

d d dym/z

v B \/ZzeVl B \/ZeVl

K\ m/z

Observamos que el tiempo de vuelo t, estd relacionado directamente con la relacion m/z,
donde K es una constante que depende de d, e y V. Como se trata de una ionizacién suave,
por lo general, solo se producirdn iones monopositivos.

54 Cristina Gutiérrez Lopez. TAXONOMIA DE LEVADURAS DE ORIGEN ENOLOGICO POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS. Tesis Doctoral. Universidad Complutense de Madrid (2015); 1:27-28.
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El método TOF lineal tiene una alta sensibilidad y eficacia analizando muestras en
bajisimas concentraciones del orden de femtomolar (10*> mol/litro) y attomolar (1078
mol/litro), sin embargo, presenta ciertas limitaciones de resolucién en masas altas.’* La
distribucién espacial de las moléculas de analito sobre la superficie y la desigual distribucién
de energia del laser pulsado sobre esta, tienen como resultado que iones con la misma
relacion m/z, puedan tener diferentes energias cinéticas. De ser asi, ya no se cumpliria
correctamente la deduccidon de que los iones menos pesados llegan antes al detector que los
de mayor masa y conduciria a mediciones erréneas. A continuacién, se detallan los
principales factores o distribuciones que condicionan la resolucién del sistema.

La resolucidn del analizador TOF lineal es funcion de estas tres distribuciones
iniciales:®>

f(At) = f(dty), f (dsv), f(AEcs)

- Temporal (Ato): iones que tienen la misma relacion masa/carga y se forman en el
mismo plano, pero en distintos momentos, por lo que se transportan con una
diferencia de espacio y tiempo constante (Figura 22).

O-
O-

o o
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Figura 22. lones que parten a diferentes tiempos.
- Espacial (Aso): iones con la misma relacion masa/carga y la misma energia cinética,

pero que se forman en lugares diferentes de la fuente. La energia cinética adquirida
difiere entre siy por lo tanto entran en el TOF con velocidades distintas (Figura 23).

o O O
o
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Figura 23. lones que parten de diferentes puntos.

- Energia cinética (AEco): en este caso, se produce por las diferentes energias cinéticas
iniciales que presentas los iones, de forma que sus velocidades también son diversas
y llegan al detector sucesivamente (Figura 24).

o o o
o o ‘o

Figura 24. lones con diferentes velocidades iniciales.

35 Jurgen H. Gross. MASS SPECTROMETRY: A TEXTBOOK. Springer 1st ed. (2004); 4:113-128.
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La resolucidn del analizador TOF podria empeorar con un nuevo factor si este no
fuera lineal. lones que tienen la misma relacién masa/carga, se forman en el mismo planoy
en el mismo momento, tomarian direcciones opuestas y no atravesarian el tubo (Figura 25).

! 1

o o o
-Q | i

Figura 25. lones con diferentes direcciones.

Para minimizar estos problemas de resolucion se introdujeron mejoras en el
analizador TOF. La extraccion pulsada retardada (DE, Delayed Extraction), mejoraria la
distribucién temporal, el uso del reflectrén, la distribucidn de energia cinética y el disefio
Wiley-McLaren el factor espacial, todos ellos explicados con detalle a continuacién.®

Una vez producida la ionizacién, en la extraccién pulsada retardada,”’ se puede
ejercer una pausa de unos cientos de nanosegundos antes de aplicar la diferencia de
potencial. Durante esta pausa, los iones se mueven libremente por el espacio y aquellos con
menor velocidad inicial, que se encuentran mas cerca de la fuente, seran mas acelerados
que los que se encuentran lejos. Esto permite que los iones mas lentos alcancen a los mas
veloces. Si se aplica correctamente este método, todos los iones con la misma relacién m/z,
llegan al detector a la vez. Asi se consigue disminuir el leve ensanchamiento de picos
producido por la distribucién de energias cinéticas iniciales de los iones en la extraccién en
continuo. En la Figura 26, en la izquierda, se muestra un diagrama en el que se puede
observar cdmo dos iones alcanzan el detector a la vez gracias a la extracciéon pulsada
retardada y en la derecha de la figura, vemos un espectro de masas con mayor
ensanchamiento (extraccién continua) que otro (extraccion pulsada retardada).

O- (a)
E.
ov o- RETARDADA E. CONTINUA
+20V — °_
------------------------------- - ‘.
ov (c)
R T T ——— - O
Fuente Rejilla Detector

Figura 26. Diagrama y espectro comparativo de la extraccion pulsada retardada.(a) "Delay Time", no se aplica
campo eléctrico; (b) se aplica campo eléctrico, acelerando mas a los iones lentos; (c) los iones lentos alcanzan a
los rapidos en el detector.

- M. L. Vestal, P. Juhasz, S. A. Martin. DELAYED EXTRACTION MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION TIME-OF-

FLIGHT MASS SPECTROMETRY. Rapid Communications in Mass Spectrometry. (1995); 9: 11.
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El gradiente de potencial y el tiempo de demora (delay time), deben ser ajustados
con el fin de obtener la maxima resolucidon para un rango de masas dado. Por lo general,
cuanto menor es la relacion masa/carga, menores voltajes y retrasos mas cortos se
requieren para enfocar iones de menor relacion masa/carga.

Con el objetivo de disminuir la falta de resolucion debido a la distribucion desigual de
energias cinéticas de los iones, aparece la figura del reflectrén.”’” Fue desarrollado por
primera vez por Mamyrin en 1972.58 El reflectrén constituye un elemento de enfoque
situado en el extremo del tubo de vuelo, encargado de cambiar la direccién de
desplazamiento de los iones. Este reflector electrostatico estd compuesto por una serie de
lentes a las que se aplican potenciales crecientes. Como en el caso anterior, se crea un
campo de retraso, en el que las lentes actlan como espejos desviando los iones y
enviandolos de nuevo al tubo. Finalmente, el reflejo de los iones es recogido por el detector.

Los iones con mayor energia cinética penetraran mas en el reflectréon y pasaran mas
tiempo en él, que aquellos con menor velocidad, lo que permite igualar los tiempos de vuelo
y disminuir el ensanchamiento de picos, mejorando la resolucién. El mecanismo llevado a
cabo por el reflectron se visualiza en la Figura 27. Este disefio permite aumentar la
trayectoria de vuelo sin aumentar las dimensiones del tubo.

/ TUBO DE VUELO \

+ . O-
v [+ ﬂ )
_‘_,.r"’/#

Fuente Rejilla Detector Reflectrdn

Figura 27. Diagrama del mecanismo de un TOF con reflectron simple. Pese a partir con diferentes energias
cinéticas, los iones iguales llegan al detector a la vez.

57 Juaneka Monet Hayer, B.S. DETECTION OF MICROORGANISMS USING MALDI AND ION MOBILITY MASS
SPECTROMETRY. Tesis Doctoral. Floridad A&M University (2013).

8 B. A. Mamyrin, V. |. Karataev, D. V. Shmikk, V. A. Zagulin. THE MASS-REFLECTRON, A NEW NONMAGNETIC
TIME-OF-FLIGHT MASS SPECTROMETER WITH HIGH RESOLUTION. Zh. Eksp. Teor. Fiz. (1973); 64: 82-89.
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A pesar de lograr una alta resolucion, este método solo se puede emplear en masas
bajas (<10kDa) y con baja sensibilidad, a diferencia de la extraccién pulsada retardada que si
gue mantiene una alta sensibilidad.

El reflectrén usado puede ser simple o de dos etapas.>® El de dos etapas, corrige la
distribucién espacial inicial de los iones de la muestra mediante dos campos de retardo
separados, con diferentes gradientes de potencial. Con el reflectrén de dos etapas
conseguimos dispositivos mas compactos gracias al gran proceso de desaceleracion que se
produce en su interior.

Para corregir la distribucién espacial, el ultimo de los factores que afecta a la
resolucién del tubo de vuelo tipo TOF, Wiley y Mclaren®® disefiaron en 1955 una fuente de
iones capaz de modificar la focal a las necesidades requeridas. Ambos cambiaron el disefio
habitual de la fuente de dos placas, donde la distancia focal era fija, por una fuente de tres
placas: repulsora, aceleradora vy tierra. Este nuevo disefio permitia focalizar todos los iones,
independientemente de que fueran iguales o no, en la posicion del detector. En la Figura 28,
se muestra el diagrama del disefio de tres placas Wiley-Mclaren. Normalmente, las 3 placas
se conectan a potenciales de 1900 V (repulsora), 1500V (aceleradora) y 0 V (tierra).t*

- o 0O
L B o— 00—
Placa Placatierra Detector
repulsora

Figura 28. Diagrama del disefio de Wiley y Mclare.

Con estos tres disefios/mecanismos se han conseguido corregir los tres factores
enumerados en la pagina 39, que limitaban la resolucién del analizador de masas tipo TOF.

% Wayne A.Bryden, Richard C. Benson, Scott A. Ecelberger, Terry E. Phillips, Robert J. Cotter, Catherine
Fenselau. THE TINY-TOF MASS SPECTROMETER FOR CHEMICAL AND BIOLOGICAL SENSING. Johns Hopkins apl
Technical Digest, volume 16, number 3, (1995).

80-wiley, W.C. and McLaren, J.B. (1955) Rev. Sci. Instrum., 16, 1150

61.Rebeca de Nalda Minguez. FOTODISOCIACION Y IONIZACION DE MOLECULAS ORGANICAS CON PULSOS LASER
DE DISTINTA DURACION.. Tesis Doctoral. Universidad Complutense de Madrid (1991); 2:31.
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3. Detector de iones:

Al final de la zona de vuelo, los iones impactan con el detector recogiendo toda la
informacién necesaria para la elaboracién de los espectros de masas de cada muestra
analizada. Los espectros son representaciones graficas de las masas de los diferentes iones,
calculadas a partir de sus tiempos de vuelo. En el eje de las ordenadas se representa la
relacion m/z, mientras que en el de las abscisas la intensidad o el nimero de iones de una
determinada m/z que ha impactado contra el detector.

El fundamento del detector del espectrémetro de masas se basa en un plato de
microcanales®? (MCP, Microchannel Plate), que proporciona una sefial eléctrica por cada
grupo de iones que llega a él. Estas sefiales en forma de corriente eléctrica son enviadas a un
registrador de transitorios u osciloscopio digital. Mediante un ordenador y un software
previamente calibrado, el espectrometro genera numerosos espectros de masas
individuales, cuyo sumatorio nos proporciona el espectro de adiciéon del analito problema.
Cada microorganismo presentara una serie de picos caracteristicos, y su comparacion con las
bases de datos ya existentes nos permitird su identificacion o comparacién con otros
semejantes.

ESPECTRO DE MASAS

Y

PLACA MALDI

TR

COLONIA

[ mMaTRIZ

IONIZACION ACELERACION  TIEMPO DE VUELD DETECTOR

Figura 29. Esquema secuencial del proceso MALDI-TOF MS.

Todos los pasos comentados en este apartado aparecen simplificados en forma de
diagrama en la Figura 29. Ahora que ya hemos explicado la intrumentacion de nuestro
MALDI-TOF Autoflex™ Speed y los fundamentos de la técnica empleada, proseguimos con el
procedimiento experimental®!.

62 Joseph Ladislas Wiza. MICROCHANNEL PLATE DETECTORS. Nuclear Instruments and Methods. (1979);
162(1979): 587-601.
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Una vez tenemos la placa preparada e introducida en el MALDI, iniciamos el
programa FlexControl y procedemos a la calibracién del sistema mediante la medicién del
espectro de BTS (pocillo aislado). Para programar la calibracién, seleccionamos el método
MBT_FC, el cual contiene un listado de masas del BTS, y seleccionamos el pocillo que
contiene el patrén. Tras haber seleccionado este, aplicamos de forma manual pulsos laser en
diversas dreas del pocillo, hasta obtener un espectro con una intensidad minima de 10%. La
camara que incluye el equipo nos permite desplazarnos por toda la tarjeta y ver el lugar
exacto donde va a incidir el laser. Ademas, el programa nos permite también regular la
intensidad del laser.

Una vez asignados automaticamente los picos y concluida la calibracién, es decir,
generado el espectro de masas del patrén (Figura 30), procedemos a guardar el método.
Esta tarea debe realizarse cada vez que realicemos un nuevo analisis para obtener espectros
de calidad.
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Figura 30. Espectro de BTS obtenido con MALDI.
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Para realizar la lectura de nuestros microorganismos, seleccionamos y nombramos
secuencialmente los spots o pocillos sobre los que queremos que incida el laser:

- Los 8 pocillos que contienen nuestra cepa. Se realizaran tres lecturas de cada uno de ellos,
generando un total de 24 espectros.

- El pocillo central, que contiene la cepa y el BTS. Una Unica lectura que proporcionara un
solo espectro.

En primer lugar, el ldser actla sobre el pocillo que contiene el BTS y después, sobre
los 8 restantes. Sobre cada pocillo se realizan varios pulsos laser hasta obtener un intensidad
minima de 10% Se espera hasta que el equipo termine de analizar todos los spots
programados y genere sus espectros de masas, como el mostrado en la Figura 31. Como
hemos sefalado antes, estos son representaciones graficas de la relacién masa/carga frente
a la intensidad.

A pesar de haber revivido 71 muestras para su analisis en MALDI-TOF, fueron
finalmente 104 los analisis realizados. El motivo de este incremento, fue la comparacién de
diversas metodologias en una misma muestra para conocer cual era mas efectiva
(transferencia directa frente a extraccidon previa de proteinas o variaciones en la cantidad de
BTS afiadido, entre otras).
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Figura 31. Espectro de la muestra D13-LP-YPD-EXT.
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6. RESULTADOS

6.1. Procesado de espectros (recalibrado).

Una vez obtenidos los 24 espectros de cada colonia analizada, se realizé el procesado
de estos con el programa FlexAnalysis. Ademas de estos 24 espectros, obtuvimos el del
pocillo central que contenia una mezcla de proteinas de la colonia con el BTS. Este espectro
individual es el que nos permite calibrar los 24 restantes y asi generar su Perfil Patréon o MSP
(Main Spectrum Profile). Si comparamos el espectro patrén del BTS con cualquier espectro
de analito mas patréon, encontramos picos comunes correspondientes al BTS y picos
exclusivos del analito. Estos ultimos son los que nos permiten identificarlo y diferenciarlo de
otros microorganismos. Para realizar la recalibracion seguimos los siguientes pasos en cada
una de las muestras:

- Cargamos en FlexAnalysis el método MBT_StrandardFAMSMethod, que contiene la libreria
de masas del BTS y el espectro de una muestra junto con el BTS (1 espectro).

- Suavizamos el espectro.
- Extraemos la linea base.

- Identificamos el pico con el valor de 6255,4 Da y lo recalibramos moviendo el espectro para
que el pico correspondiente al BTS tome este valor.

- Cargamos los 24 espectros de la muestra mas el espectro de la muestra con BTS (25
espectros). Cargamos el método de nuevo, suavizamos y extraemos sus lineas bases.

- En esta ocasion tenemos que buscar un pico en comun en todos los espectros para realizar
el recalibrado.

- Finalmente volvemos a abrir los espectros de la muestra, sin el espectro que contiene el
BTS, ya recalibrados (24 espectros). Cargamos el método de nuevo, suavizamos y extraemos
sus lineas bases.

- Los agrupamos y comprobamos si se superponen los unos con los otros. Si encontramos
espectros de muy baja intensidad, casi planos o con picos sueltos, podemos eliminarlos,
siempre y cuando al menos obtengamos 20 espectros validos.

De los 104 analisis procesados, 91 espectros fueron calibrados correctamente y 13
fueron descartados por no ser validos. Se comprobd que la transferencia directa de
muestras (potencialmente levaduras) con administracidon de férmico o sin él, no era una via
adecuada para su identificacion. Solo se obtuvieron 2 espectros vélidos de las 14 muestras
analizadas con este sistema, por esta razon, en los sucesivos analisis solo se aplico el método
de extraccion previa de proteinas. .
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Una vez finalizados todos estos pasos, ya disponemos de espectros calibrados vy
podemos generar su MSP.

6.2 Generacion de los MSP (Main Spectrum Profile).

Para elaborar una nueva base de datos mediante la creacion de los MSP, empleamos
el programa Maldi Biotyper, donde abriremos los espectros recalibrados de cada muestra
(entre 20y 24).

A continuacidén, el programa se encarga de transformar las sefiales continuas de los
espectros iniciales en sefales discretas, elaborando un uUnico espectro que refleja los 70
picos mas caracteristicos de la colonia analizada. En la Figura 32 podemos ver un ejemplo de
un espectro MSP. Este espectro es el denominado Espectro Patron del microorganismo, su
"Huella Dactilar", especifica para cada uno de ellos, que sera utilizada posteriormente para
otras identificaciones.

Una vez obtenidos los 91 MSP, se procede a elaborar el dendrograma (Figura 33).
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Figura 32. Ejemplo de un espectro MSP.
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6.3 Dendrograma.

ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.
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Figura 33. Dendrograma de las 91 muestras problema.
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En la Figura 33, se muestra el dendrograma generado por Maldi Biotyper a partir de
las 91 sefiales discretas de las muestras analizadas. Como el nimero de muestras es
demasiado elevado para el tamafio de la pagina, los nombres aparecen superpuestos. Para
una visualizacién correcta, en el ANEXO Ill, se muestra el diagrama dividido en varias
paginas.

Un dendrograma es una representaciéon grafica basada en un procedimiento
jerarquico de agrupamiento de datos, formando un diagrama en forma de arbol.®3 Los datos
se van organizando en categorias, que a su vez se subdividen en otras subcategorias o
familias, hasta alcanzar el nivel de clasificacién deseado. En definitiva, las familias se
establecen en funcidn a similitudes o diferencias entre los espectros de las diferentes
muestras. Cuanto mas largo es el ramal del dendrograma, mayores diferencias existen entre
los microorganismos analizados y viceversa.

A primera vista, en nuestro dendrograma observamos dos familias o clusters bien
diferenciados. El inferior, mds localizado, que a su vez se divide en dos subfamilias, la
representada con color azul oscuro y la verde. El superior, mucho mas disperso, contiene
nueve subfamilias. La gran cantidad de clusters generados hace un poco dificil su estudio,
pero con la localizacion de las CECT, podemos establecer cristerios para la identificacion.

Las CECT 1170 (Saccharomyces cerevisiae) y la CECT 1926 (Saccharomyces bayanus)
se encuentran en el cluster verde inferior. Dentro de él también encontramos muestras de
levaduras puras comerciales cuya base es la Saccharomyces cerevisiae, como las D13-LP-
YPD-SINSUB o muestras de mosto con siembra y presiembra de esta levadura, D26-YPD-4.2,
D1-YPD-1(PS), D17-SAC-4(PS). En este bloque también aparecen, muestras del seguimiento
del DEP-12 en las fases en las que ya habia sido inoculado con la misma levadura comercial
que el DEP-13, como la 12.4.1 PRES o la 12.5.6 SIEM. La presencia de muestras tomadas
durante la fermentacion malolactica en esta familia, puede indicar que las levaduras
Saccharomyces no desaparecen en su totalidad al finalizar la primera fermentacion.

La CECT 1015 (Torulaspora delbrueckii) aparece en la familia superior, proxima a
muestras como las D6-LP-YPD-2SIN correspondiente a una levadura pura de una casa
comercial cuya base es la Torulaspora Delbrueckii. Y pegada a la CECT 1010 (Dekkera
bruxellensis), levadura perjudicial para la produccién de vinos, aparecen las muestras de uva
tomadas en los vifledos, en el bloque naranja.

Esta es parte de la informacién obtenida a partir del dendrograma, pero en el
siguiente paso, la identificacién una a una de cada espectro MSP por comparacién con la
base de datos, se muestra un estudio mas detallado.

83 José Luis Vicente Villardén, B.S. INTRODUCCION AL ANALISIS DE CLUSTER. Departamento de Estadistica.
Universidad de Salamanca.
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6.4 Identificacion (comparacion con bases de datos).

A partir de los MSP, se realizé una identificaciéon de las 75 muestras problema por
comparacion con los espectros de masas disponibles en la libreria. Ademas de los 5627
espectros recogidos en la base de datos proporcionada por Bruker Daltonics, también se
cargd la libreria con los 91 espectros analizados, haciendo un total de 5718 huellas
peptidicas.

De cada uno de ellos se obtuvo un listado, donde aparecia el nombre de las cepas con
mayor porcentaje de similitud, como el que se muestra en la Figura 34. El grado de similitud
se refleja en los colores adjudicados, verde para altos scores (>2.0 identificaciéon mds alla del
nivel de especie), amarillo (>1.7 identificaciones mds alla del nivel de género) y rojos (<1.7
no identificaciones) para bajos. En la mayoria de las identificaciones los scores eran bajos,
debido a que librerias comerciales de los espectrémetros no recogen levaduras de ambito
enoldgico.®* En las celdas superiores siempre aparecia la muestra problema, cuyo espectro
coincide 100% con el MSP recogido en la nueva base de datos, seguido de muestras con
picos espectrales similares. En algunas muestras, se reflejaban relaciones con espectros
disponibles en la base de datos comercial de Buker Daltonics y muchas de ellas guardaban
semejanzas con las cepas certificadas.

J .Spe.:t;um Identification
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[T [
| !:"“’| Detected Species | Log[Score]
® | | |DE-LP-YPD-EXT
@ | § |Candida coliculozalanal [Torulaspora delbrueckilteleol#) ... | 2,492
@ | § [CECTA015-EXT 2472
@ | § |Candida coliculosalanal [Torlaspora delbrueckiilteleol®) .. | 2 458
@ | 4 [CECT-A0S-5UE-EXT 2164
@ | § |12255IMNAST 2.095
© | y |DELPYPD-25SINSUB 1.902
| § |DELPYPD-2-5IM 1.718
@ | i | Lactobacillus salivarius DSk 20452 DS 1.501
@ | |y |Candida kefwlanal [Kluyveromyces marsianus(teleol#] DS... | 1.423

Selected MSP [5718) I Current MSF  Spectrum Scores [10] I

Figura 34. Ejemplo de identificacion de la cepa D6-LP-YPD-EXT.

64 Bruna Carla Agustini, Gildo Almeida da Silva, Tania M. B. Bonfim., Luciano Paulino Silva, Carlos Bloch
Jr.EVALUATION OF MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY FOR IDENTIFICATION OF ENVIROMENTAL YEASTS AND
DEVELOPMENT OS SUPPLEMENTARU DATABASE. Appl. Microbiol. Biotechnol. (2014); 98: 5645-5654.
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En la Figura 34, se muestra la identificaciéon de la muestra D6-LP-YPD-EXT. Esta
muestra corresponde a una levadura pura de Torulaspora Delbrueckii de una casa comercial,
cultivada en YPD Agar y transferida a la tarjeta metalica previa extraccion de proteinas. Entre
las identificaciones de mayor score encontramos la CECT 1015, correspondiente a la TD
analizada durante la realizacion de este trabajo y dos TD presentes en la base de datos
comercial.

En la Figura 35, se observan las consecuencias de la aplicacién de un producto que
contiene metabisulfito potasico. Este es un antioxidante y antiséptico de amplio espectro de
accién que se afade al mosto para, entre otras muchas funciones, inhibir las levaduras
autéctonas.® La identificacion a) corresponde a la muestra 12.2.1 SIN AST, (muestra tomada
antes de la aplicacién del producto), y la identificacidén b) a la muestra 12.3.1 AST (muestra
de mosto tras el suministo de AST). En la segunda identificacidn se puede observar como las
semejanzas con las cepas Candida Pulcherrima o la CECT-1010 Dekkera Bruxellensis, cepas
no adecuadas para el proceso de fermentacién, desaparecen.

(a) | !'f”’| Detected Species | LoglScare)

g |12215INAST

@[ § [12285INAST 2. 268
)| 3 |Candida pulcherimalanal [Metzchnikowia pulcherimaltele... |1.725
@ | | [Candida pulcherimalanal iMetschrikowia pulcherimaltel... |1.455
@ | | |Candida lambicalanal [Pichia fermentans ssp fermentansl... [1.403
@ | | Lactobacillug ingluviei DS 159467 DSM 1.264
@ | | |Pseudomonas swingae ssp swingae LMG 1247T HaM 1.251
@ | | |Pzeudomonas mucidolans LMG 2223T HAM 1.237
@ | § |CECT-10M0-5UB-EXT 1.235
@ | | |Lodderomyees elongizpo: CBS 26057 CES 1.234
Selected MSP [5718] | Current MSP S pectium Scores [10] |

(b) Mo Detected Species LoglSeane)
@ | y |12545EM 2.405
@ | 1 |124.3PRES 12309
@ | 1 |1245PRES 2,300
@ | 1 |DE-SACEIPSI |2.276
@ | y 1241PRES 2.209
@ | 5 |TIVPD-23115] 2.203
@y [123348T 12148
@ | § |D26YPD-4.2 12143
@/ 3 |D13YPD-1IPSI 12.040

Sﬁtﬁiﬁd HSP [51 8]] l:ufrent MSP Sm[[um Scores [i -D] I

Figura 35. Identificaciones previa y post adicion de metabisulfito potasico.

En el ANEXO 1V, se recogen los espectros y las identificaciones de las cuatro cepas
certificadas como ejemplos complementarios de la etapa de identificacién.

65 C. S. Ough, E. A. Crowell. USE OF SULFUR DIOXIDE IN WINEMAKING. Journal of Food Science. (1987); 52(2).
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7. CONCLUSIONES

La espectrometria de masas de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con
tiempo de vuelo, ha resultado ser una alternativa precisa y rapida para la identificacion de
microorganismos, frente a los protocolos tradicionales. La identificacion de levaduras
ambientales del campo enolégico puede suponer un desafio, ya que el tipo de cepas
analizadas no estan incluidas en las bases de datos comerciales, conduciendo a
identificaciones errdneas con especies relacionadas. Algunos de los resultados obtenidos
durante la realizacion de este proyecto pueden resumirse en:

- La obtencidn de 91 espectros de masas de ambito enolégico.

- La utilizacion de un patrén en MALDI es esencial para obtener espectros representativos.

- Es conveniente realizar una extraccion previa de proteinas en muestras de levaduras.

- Las muestras tomadas en los vifledos presentan picos comunes a la CECT 1010 Dekkera
Bruxellensis, lo que puede demostrar la presencia de levaduras autdéctonas no
recomendables para el proceso fermentativo.

- Las muestras de levaduras comerciales puras de Torulospora Delbrueckii y Saccharomyces
cerevisiae, aparecen en muestras de mosto de estados posteriores (etapas de siembra y
presiembra) y guardan semejanzas con las CECT 1170 Saccharomyces cerevisiae y la CECT
1015 Torulaspora Delbrueckii.

- Las colonias aisladas durante la fermentacidon alcohdlica siguen apareciendo en la
fermentacion maloldctica.

- La aplicacion de metabisulfito potasico ayuda a la eliminacién de levaduras, bacterias y
microorganismos endémicos en general. Se observa en los espectros de masas, una clara
disminuciéon de especies como Bacilus Pumilus (fungicida biolégico de amplio espectro
utilizado para la prevencién de enfermedades en el vifiedo como la Botrytis, Mildeu u Oidio),
Lactobacilus (bacteria lactica responsable de las fermentaciones maloldcticas espontaneas) o
Candidas (levaduras con baja produccién de alcohol aunque alta producciéon de compuestos
volatiles no deseables).
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Mediante la realizacién de este trabajo de fin de grado se ha comprobado que la
espectrometria de masas MALDI-TOF es una técnica vdlida para la identificacion de
levaduras de interés enoldgico. La disminucion en el tiempo de analisis, la facil preparacion
de muestras y el bajo coste frente a otras técnicas tradicionales, justifican esta afirmacion.

La mayor limitacién que presenta esta técnica es la falta de espectros enoldgicos
recogidos en las librerias comerciales, las cuales registran casi exclusivamente
microorganismos de ambito clinico. La ampliacién de estas bases de datos mediante un
desarrollo de estudios centrados en aislamientos ambientales, seria un proyecto necesario e
interesante para mejorar el alcance de las identificaciones en este tipo de muestras.

Para las bodegas, el interés practico del trabajo seria poder utilizar esta técnica como
una via rapida de identificacion de las levaduras presentes en sus vifiedos y en el proceso
fermentativo. Ademas de permitir realizar estudios de dinamica poblacional y biodiversidad,
o controles de calidad en la produccién de levaduras seleccionadas, entre otros. Y como
sefialamos en la introduccidn, ademds de la mejora de la calidad organoléptica del vino, la
creaccién de una seleccion de levaduras propias generaria a la bodega un ahorro
considerable, seguridad, autocontrol y un importante impluso comercial.
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8 ANEXOS ANEXOI MUESTRAS CONGELADAS
MNE «T|FECHA CO ~ | MUESTRA ORIGEN NOMBRE CUAL ~ |NOMBRE VIAL = |NOMBRE FORN ~ | OBSERVACIONES = | ESTUDID
1 10/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) AS(1) Pasemostol [ ) D2E-A5-1 Grande, blanca. Mosto rosé AST
2 10/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) AS(3) Pasemosto2 [ ) D2E-A5-3 Rugos=a, blanca. Mosto rosé AST
3 10/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) AS(5) Pasemosto3 [ D2E-A5-5 Pegquefia, esguina. Mosto rosé AST
4 03/10/2016 |5IM4: tierra [22/09) CLHAS iF [} SIM&-CC-A5-1 Muy grande. Tierra
5 27/10/201& |MC4: uva blanca [22/058) ¥PD(placal.1l) |P11 [r1) MCA-YPD-1 Pequefia, gris marron. Uva blanca
& 27/10/2016 |MC4: uva blanca (22,/09) ¥PD(placa1.5) [P1.5G [r2} MCa-¥YPD-5 Mediana, blanca. Uva blanca
7 27/10/2016 |MC4: uva blanca (22,/09) YPD(placal.6) |[P1l& [r3) MCA-YPD-& Marrén, cremosa. Uva blanca
8 27/10/2016 [MC4: uva blanca (22/03) YPO(placa 1.8) |[F1.8 (rd) MCa-YPL-2 Mediana, denza, blanca, cremosa. Uva blanca
9 27/10/2016 |LLEZ: uva tinta [22/09) YPO (placa 3.1) (P31 [ra) LLEZ-¥PD-1 Grande, blanca, redonda, cremosa. Uva tinta
10 27/10/2016 |LLEZ: uva tinta [22/09) YPO [placa 3.2) [P3.2 [rg} LLEZ-¥PD-2 Grande, punto medio marran. Uva tinta
11 27/10/2016 | LLE2: uva tinta [22/09) ¥PO|placa3.2) |P3.3 [r7) LLE2-¥PD-3 Grande, marronacea. Uva tinta
12 27/M10/2016 | LLEZ2: uva tinta [22/09) Y¥PD [placa2.4) |[P3.4 [r&} LLE2-YP[-4 Mediana, irregular. Uva tinta
13 27/10/2016 | LLE2: uva tinta [22/09) ¥YPD(placa3.7) |[P3.7 [rG) LLE2-¥PD-7 Pequedita. Uva tinta
14 28/10/2016 | DEP.2E ROSE [27/09) SAC(2.1) Mosto 8.1 [r10) D26-5AC-2.1 Blanca, pequea. Mosto rosé AST
15 28/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) SAC(B.2) Mosto 8.2 [r11) D2E-54C-8.2 Blanca, grande. Mosto rosé AST
16 28/10/2016 [MC4: uva blanca (22/03) YPO(placa 2.2) |[P2.2 [r12) MCa-YPD-2.2 Grande, blanca. Uva blanca
17 28/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) YPO [placa 4.1} [F4.1 [r13) D2&e-YPD-4.1 Grande, cremaosa. Mosto rosé AST
18 28/10/2016 | DEP.26 ROSE [27/09) ¥PO |placa4.2) |P4.2 [r14) D26-YPD-4.2 Fequefia. Mosto rosé AST
19 02/11/2016 | DEP.&: psTD (13/10) ¥PD [sinag 6.1) DEl [r15) DE-YPD-za-6.1 Beige, volcanica. Meosto presiembra
20 02/11/2016 | DEP.E: psTD (13/10) YPD [zinag6.2) DE2 [rlg) DE-YPD-za-6.2 Beige, volcanica, mas pequena. Maosto presiembra
21 02/11/2016 |T-3: sSC+TD+KT (13/10) YPD [ag3.1) Ta3.1 [r17) T3-¥PD-a-3.1 Pequefita. Mosto siembra
22 02/11/2016 |T-3: sSC+TD+KT (13/10) YPD [ag3.2) Ta3.2 [r1g8) T3-¥PD-a-3.2 Blanca, circular, mediana. Mosto siembra
23 02/11/2016 |T-3: sSCHTD+KT (13/10) YPD [ag 3.3} Ta3.3 [r13) T3-¥PD-a-3.3 Blanca, bordes irregulares. Mosto siembra
24 02/11/2016 |T-3: sSC+HTD+KT (13/10) YPC [ag 3.4} Ta 3.4 [r20) T3-¥PD-a-3.4 Peguefita, beige. Mosto siembra
25 02/11/2016 |T-2: sSC+TD+KT [13/10) ¥PD [ag 3.5} Ta 3.5 [rz1) T3-YPD-2-2.5 Pequefia, marron. Mosto siembra
26 |02/11/2016 |DEP.26 ROSE: =5C [13/10) YPD [ag 26.1) D-26.1 [b22) D26-YPD-3-26.1 |Pequefiita. Mosto siembra
27 02/11/2016 | DEP.26 ROSE: =5C [13,10) YPD[ag 26.2) 0-26.2 [B23) D2E6-YPD-3-26.2 |Mediana, blanca. Maosto siembra
28 02/11/2016 | DEF.26 ROSE: =5C [13,10) YPD[ag 26.3) 0-26.3 [B25) D2&6-YPD-a-26.23 |Blanca, mate, grande, irregular. Mosto siembra
29 02/11/2016 | DEF.26 ROSE: =5C (13,/10) YPD [ag 26.4) 0-26.4 [b24) D26-fPD-a3-26.4 |Blanca, noclara, irregular. Mosto siembra
30 07/11/2016 |DEP.1: ps5C (13/10) SAC(1) 01 5+C-1 [b2E) D1-2aC-1 Mediana, beige, cremosa. Mosto presiembra
31 07/11/2016 | DEP.1: psSC (13/10) SAC(2) 0l 5+C-2 b} D1-S8AC-2 Pequenita, beige, cremosa. Mosto presiembra
32 07/11/2016 | DEP.1: psSC (13/10) SAC(3) D1 5AC-3 B} D1-8AC-3 Pequefita, beige, cremaosa. Maosto presiembra
a3 07/11/2016 | DEP.&: psTD (13/10) SAC(1) DE SAC-1 [B29) DE-SALC-1 Volecanica, cremaosa, grande. Maosto presiembra
34 07/11/2016 | DEP.&: psTD (13/10) SAC(2) D& SAC-2 b} DE-SALC-2 Wolcanica, mediana, lateral. Maosto presiembra
35 07/11/2016 | DEP.&: psTD (13/10) SAC(3) DE SAC-2 [B31) DE-SAC-3 Mediana, redonda, marron. Maosto presiembra
36 07/11/2016 | DEP.13: psSC [13/10) SAC(1) 013 SAC-1 (b} D13-5AC-1 Pegada a otra, mediana. Maosto presiembra
37 07/11/2016 |DEP.13: psSC [13/10) SAC(2) 013 SAC-2 (B33} D13-34C-2 Mediana, auredla marronacea, nu. blanco. | Mosto presiembra
32 07/11/2016 |DEP.13: psSC [13/10) SAC(3) D13 sAC-3 (b} D13-34C-3 Pequefia, lateral. Mosto presiembra
32 07/11/2016 |DEP.13: psSC [13/10) SAC(4) D13 5AC-4 (b} D13-3AC-4 Peguefita. Mosto presiembra
40 07/11/2016 |DEP.17: p=SC [13/10) SAC(1) 017 SAC-1 (b} D17-5AC-1 Mediana, blanca. Mosto presiembra
41 07/11/2016 |DEP.17: psSC (13/10) SAC(2) 017 SAC-2 (b} D17-5AC-2 Pequefia, blanca. Mosto presiembra
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42 07/11/2016 | DEP.17: psSC (13/10) SAC(3) D17 SAC-2 B} D17-5AC-3 Pequedita, blanca. Maosto presiembra
43 07/11/2016 | DEP.17: psSC (13/10) SAC (4] D17 5AC-4 [b29) D17-5AC-4 Pequefita, blanca. Mosto presiembra
44 07/11/2016 | DEF.26 ROSE: 55C (13/10) SAC(1) D26 SAC-1 [b40) D2E-5AC-1 Lateral, volcanica, blanca, grande, lisa. Maosto siembra

45 07/11/2016 | DEP.26 ROSE: s5C [13,/10) SAC(2) D26 SAC-2 (b1} D2E-SAC-2* Wolcanica, blanca, irregular, grande. Maosto siembra
48 |o07/11/2016 |DEP.26 ROSE: s5C [13/10) SAC(3) D26 SAC-3 fa } D2 E-5ALC-3 Fequefa. Mosto siembra

47 07/11/2016 |T-3: sSC+TDHKT (13/10) SAC (1) T3-8AC-1 [a43) T3-5AC-1 Montana blanca, bordes no lisos. Maosto siembra
438 0771172016 |T-3: sSC+TDHKT (13/10) SAC(2) T3-5AC-2 [a ) T3-5AC-2 Montafia mediana, blanca. Maosto siembra

45 07/11/2016 |T-3: sSC+TD+KT (13/10) SAC(3) T3-5AC-3 ER T3-5AC-3 Pequefia montafia, bordes marrones. Mosto siembra
50 07/11/2016 |T-3: sSC+TDHKT (13/10) SAC(4) T3-5AC-4 [a4E) T3-2AC-4 Pequefita. Maosto siembra

51 08/11/2016 |DEP.1: ps5C(13/10) YPO (1) O1-¥PD-1 [=z47) O1-¥YPD-1 Grande, cremosa, bordes irregulares. Maosto presiembra
52 08/11/2016 |DEP.1: p=SC([13/10) YPRD[2) D1-¥PD-2 [az |} O1-YPD-2 Grande, cremaosa, circular. Meosto presiembra
53 08/11/2016 [ DEP.1: ps5C(13/10) YPD [3) D1-¥PD-2 [az ) D1-¥PD-3 Mediana, cremaosa, circular. Mosto presiembra
54 08/11/2016 | DEP.1: ps5C(13/10) YPD [4) D1-¥PD-4 [az ) D1-YPD-4 Pequefia, cremasa, circular. Mosto presiembra
55 08/11/2016 |DEP.1: ps5C(13/10) YPO[5) D1-¥PD-5 [az51) D1-YPD-5 Muy pequefia, cremosa, circular. Mosto presiembra
S& 08/11/2016 |DEP.13: psSC (13/10) YPO (1) D13-YPD-1 [az52) D13-YPD-1 Mediana, cremaosa, circular. Mosto presiembra
57 08/11/2016 | DEP.13: psSC[13/10) YPD |2} D13-¥PD-2  [az53) 13-YPD-2 Fequefiita, cremosa, algo irregular. Mosto presiembra
58 |0B/11/2016 |DEP.13: psSC(13/10) YPRD (2] 013-¥PD-3 [az } D13-¥PD-3 Pequefiita, cremosa, irregular. Meosto presiembra
5o 08/11/2016 | DEP.13: psSC (13/10) YPD [4) D13-YPD-4 [azG5) D13-YPD-4 Mediana, cremasa, irregular. Maosto presiembra
&0 08/11/2016 | DEP.17: psSC (13/10) YR 1) D17-¥PD-1 [az5E) D17-¥PD-1 Grande, cremosa, circular. Mosto presiembra
61 08/11/2016 |DEP.17: psSC (13/10) YPO[2) D17-YPD-2 [az ) D17-YPD-2 Mediana, cremaosa, circular. Mosto presiembra
g2 08/11/2016 |DEP.17: psSC (13/10) YPO (3] D17-YPD-3 [az } D17-YPD-3 Pequenfita, circular. Mosto presiembra
E3 08/11/2016 |T-3: s5C+TD+KT (13/10) YPD (1) T3-YPD-1 [az5%) T3-YPD-1 Grande, cremaosa, circular. Mosto siembra

E4 08/11/2016 |T-3: sSC+TDHKT (13/10) YPD(2) T3-¥PD-2 [az ) T3-¥PD-2 Mediana, cremosa, redonda. Maosto siembra

EG 08/11/2016 |T-3: sSC+TDHKT (13/10) YPD[3) T3-¥PD-3 [az ) T3-¥PD-3 Pequefa, circular. Maosto siembra

B6 08/11/2016 |T-3: sSC+TD+KT (13/10) YPO [4) T3-¥PD-4 [azE2) T3-¥PD-4 Marran. Mosto siembra

67 |21/11/2016 |DEP.1: pura 5C (08/10) D1-P.PDALEY  |D1-P-PDAlev [v73) D1-PDA-LP Lev. Comercial

£2  |21/11/2016 |DEP.6: pura TD [13/10) D6-PPDALEV  |D6-P-PDAlev [v74) DE-PDA-LP Lev. Comercial

E5  |21/11/201E |DEP.E.1: pura SC [18/10) D6.1-P.PDALEV | D6.1-P-PDAlev [v75) D6.1-PDALP Lev. Comercial

70 21/11/2016 | DEP.13: pura SC [06,/10) 013-P.PDA-LEV  |D13-P-PDA-lev [vTE) 013-PDA-LP Muy liguida, mas cremaosa. Lev. Comercial

71 |21/11/2016 |DEP.14: pura 5C [15/10) D4-P PDALEY  |D14-P-PDAlev [vI7) D14-PDA-LP Lev. Comercial

72 |21/11/2016 |DEP.17: pura SC [08/10) D17-P.PDALEV | D17-P-PDA-lev [(v75) D17-PDALP Lev. Comercial

73 21/11/2016 | DEP.26E: pura SC (29,/09) D26-P.PDA-LEV  |D26-P-PDé-lev [v7D) D2E-PDA-LP Bastante, cremosa. Lev. Comercial

74 |21/11/2016 | DEP.32: pura 5C (18/10) D32-P.PDALEY  |D32-P-PDAlev [vEO) D32-PDA-LP Lev. Comercial

75 2971172016 |T-3: pura SC+TD+KT (11/10) T3-P1-PDA T3-P1-PDA [ved) T3-PDA-LP-1 Pequefia, blanca. Lev. Comercial

76 |29/11/2016 |T-3: pura SCHTD#KT [11/10) T3-P2-PDA T3-P2-PDA  [vES) T3-PDA-LP-2 Lev. Comercial

77 2901172016 |T-3: pura SC+TD+KT [11/10) T3-P3-POA T3-P3-POA [vEE) T3-PDA-LP-2 Blanca, circular, mediana. Lev. Comercial

78 28/11/2016 |T-3: pura SC+TD+KT [11/10) T3-P4-POA T3-P4-PDA [vET) T3-POA-LP-4 Irregular, blanca. Lev. Comercial

79 28/11/2016 |T-3: pura SC+TD+KT [11/10) T3-PE-POA T3-P5-POA [vER) T3-PLA-LP-5 Muy pequeria. Lev. Comercial

20 29/11/2016 | DEP.1242: mosto sin AST (20/10) [(D12.2-1YPD D12 2-1 [wl) 012 2-¥PD-1 Marron debajo, crema arriba, aro marron. (Seguimiento DEP.12
21 2971172016 | DEP.1242: mosto sin AST (20/10) [D12.2-2YPD 0-12.2-2 w2} 012.2-¥PD-2 Blanca, doble. Seguimiento DEP.12
a2 2971172016 | DEP.12*2: mosto sin AST (20/10) [D12.2-3YPD D12 2-3 [w3) 012 2-¥PD-3 Blanca, redonda. Seguimiento DEP.12

55



ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

23 29/11/2016 |DEP.1242: mosto sin AST (20/10) (D12 2-4YPD [-12.2-4 [wd) 012 2-YPD-4 Blanca, irregular. Seguimiento DEP.12
24 29/11/2016 |DEP.1242: mosto sin AST (20/10) (D12.2-GYPD 0-12.2-5 [wG) D12 2-¥PD-5 Mediana, blanca, redonda. Seguimiento DEP.12
86 29/11/2016 |DEP.1242: mosto sin AST (20/10) [D12.2-6YPD 0-12.2-6 [vE) D12 2YPD-& Pequefia, blanca, redonda. Seguimiento DEP.12
26 29/11/2016 |DEP.1242: mosto sin AST (20/10) [D12.2-7YPD 0-12.2-7 [v7) D12 2-YPD-7 Pequefia, marrén por debajo. Seguimiento DEP.12
87 29/11/2016 |DEP.12*3: mosto con AST (20/10) (D12.3-1YPD [-12.3-1 [a74) D12 3-YPD-1 Crema, grande, irregular. Seguimiento DEP.12
28 29/11/2016 |DEP.12*3: mosto con AST (20/10) (D12.3-2YPD 0-12.3-2 [a75) 01z 3-YPD-2 Crema, grande, irregular. Seguimiento DEP.12
239 29/11/2016 |DEP.12*3: mosto con AST (20/10) [D12.3-3YPD -12.3-3 [a7E) 012.3-YPD-3 Crema, mediana, irregular. Seguimiento DEP.12
90 29/11/2016 |DEP.1243: mosto con AST (20/10) [D12.2-4YPD -12.3-4 [a77) 012.3-YPD-4 Crema, mediana, regular. Seguimiento DEP.12
91 29/11/2016 |DEP.1243: mosto con AST (20/10) (D12 3-5YPD [-12.3-5 [az78) 012 3-¥PD-5 Pequefiita. Seguimiento DEP.12
a2 29/11/2016 |DEP.12*4: mosto psSC (26/10) 012 4-1¥PD 0-12.4-1¥PD  [a70) D12 4¥PD-1 Grande, irregular. Seguimiento DEP.12
a3 29/11/2016 |DEP.12*4: mosto psSC (26/10) D12 4-2¥PD 0-12.4-2¥PD  [aB9) D12 4YPD-2 Mediana, irregular. Seguimiento DEP.12
34 29/11/2016 |DEP.12*4: mosto psSC (26/10) D12 4-3¥PD 0-12.4-3¥PD  [a71) D12 4-YPD-3 Pequefia, irregular. Seguimiento DEP.12
95 29/11/2016 |DEP.12*4: mosto psSC (26/10) D12 4-4YPD 0-12. 4-4¥YPD [a72) D1z 4-YPD-4 Pequefia, regular. Seguimiento DEP.12
96 |29/11/201F |DEP.12%4: mosto psSC (26/10) | D12 4-5YFD D-12.45YFD  [a73)  |D12.4YPDS Pequefiita. Seguimiento DEP.12
a7 29/11/2016 |DEP.12*5: mosto s5C (31/10) 012 5-1¥PD 0-12.5-1 [a&3) 012.5-YPD-1 Grande, irregular. Seguimiento DEP.12
33 29/11/2016 |DEP.12*5: mosto s5C (31/10) 012.5-2YPD 0-12.5-2 ELE D12.5-YPD-2 Grande, regular con trozo comido. Seguimiento DEP.12
99 29/11/2016 |DEP.125: mosto s5C (31,/10) 012.5-3YPD [-12.5-3 [aB5) D12 5-¥PD-3 Mediana, irregular. Seguimiento DEP.12
100 |29/11/2016 |DEP.1245: moste s5C (31,/10) 012 5-4YPDr [-12.5-4 [aB&) 012 5-YPO-4 Mediana, regular. Seguimiento DEP.12
101 |29/11/2016 | DEF.12°5: mosto s5C [21/10) D12 5-5YFD D-12.5-5 [a67)  |D12.5¥PD-G Pequefia. Seguimiento DEF.12
102 |29/11/2016 |DEP.12A5: mosto =5C (31,/10) 012 .5-6¥PD 0-12.5-5 [a&2) 012 5-¥PD-& Pequefdita. Seguimiento DEP.12
103 |01/12/2016 |DEP.1241: uva merlot (20,/10) D12 1-1¥PD-CC  |D-12.1-1 [az79) D12.1-CC¥PD-1 |Grande, espachurrada. Seguimiento DEP.12
104 |01/12/2016 |DEP.1271: uva merlot (20,/10) 012.1-2¥YPD-CC  |D-12.1-2 [azB0) D12.1-CC-YPD-2  |Pequefia, embebida en gel. Seguimiento DEP.12
105 |01/12/2016 |DEP.1271: uva merlot (20,/10) 012.1-3¥PD-CC  |D-12.1-3 [azB1) 012.1-CCYPD-3 | Pequefdita, blanca, embebida en gel. Seguimiento DEP.12
106 | 15/12/2016|M4+5: noinoculada (13/12) 45-¥PD-1 45-¥PD-1 [r11} Ma+5-YPD-1 Blanca, borde liso, mediana. Ferm. Malolactica
107 | 15/12/2016|M4+5: noinoculada [13/12) 45YPD-2 45 YPD-2 [r12} M4+5-YPD-2 Blanca, borde liso, pequefita. Ferm. Malolactica
108 | 15/12/2016|M4+5: noinoculada (13/12) A5 YPD-3 45 YPD-3 [r13} M4+5-YPD-3 Blanca, borde liso, pequeria. Ferm. Malolactica
109 | 15/12/2016 | M4+5i: incculada C.Ceni (13/12) [45i-¥YPD-1 4Gi-YPD1 [r8) Ma+5i-YPD-1 Blanca, borde liso, mediana. Ferm. Malolactica
110 | 15/12/2016M4+5i: inocculada O.0eni (13/12) [45i-YPD-2 4Gi-YPD2 [ro) Ma+5i-YPD-2 Blanca, borde lizo, pequefia. Ferm. Malolactica
111 | 15/12/2016|M4+5i: inocculada O.0eni (13/12) [45i-YPD-3 45i-YPD3 [r10) Ma+5i-YPD-3 Blanca, borde liso, grande. Ferm. Malolactica
112 | 15/12/2016|MAZ2a: autoctona (13/12) AZa-PD-1 A2a-¥PD-1 [r14) MAZa-YPD-1 Blanca, borde liso, pequefiita. Ferm. Malolactica
113 | 15/12/201&|MA2a: autactona (13/12) AZa-YPD-2 A2aYPD-2 [r15} MAZa-YPD-2 Blanca, borde liso, mediana. Ferm. Malolactica
114 | 15/12/201&|MA2a: autdctona [13/12) AZa-YPD-3 A2aYPD-3 [r18) MAZa-vYPD-3 Blanca, borde liso, pequeria. Ferm. Malolactica
115 | 21/12/201&|M4+5: noinoculada [13/12) A5CCYPD 45CCYPDA [r17} M4+5-CC-YPD-1  |Crema, blanca, grande, uniforme. Ferm. Malolactica
116 | 21/12/201&|M4+5: noinoculada [13/12) ASCCYPD2 A5CCYPD2 [r1g) M4+5-CC-YPD-2  |Crema, blanca, grande, irregular. Ferm. Malolactica
117 | 21/12/2016|M4+5: noinoculada (13/12) ASCCYPDE A5CCYPDS [r1g) M4+5-CC-YPD-2  |Crema, blanca, mediana, uniforme. Ferm. Malolactica
118 | 21/12/2016|M4+5: noinoculada [13/12) ASCCYPD ASCCYPDE [r20) M4+5-CC-YPD-4  |Crema, blanca, pequefia, uniforme. Ferm. Malolactica
115 | 21/12/2016|M4+5i: inoculada 0.0eni (13/12) [45iCCYPDL A5iCCYPDA [rz1) M4+5i-CC-YPD-1 |Crema blanca, grande, uniforme. Ferm. Malolactica
120 | 21/12/2016|M4+5i: inoculada 0.0eni (13/12) [45iCCYPD2 AGiCCYPD2 [r22) M4+5i-CC-YPD-2  |Crema blanca, pequeia, uniforme. Ferm. Malolactica
121 | 21/12/2016|M4+5i: inoculada 0.Ceni (13/12) [45iCCYPD3 A5iCCYPD2 [rz3) M4+5i-CC-YPD-2  |Crema blanca, mediana, uniforme. Ferm. Malolactica
122 | 21/12/2016|MA2a: autdctona [13/12) AZaCCYPD1 AZ2aCCYPD] r MA2a-CC-YPD-1  |Crema, mediana, uniforme, sin nada alr.  |Ferm. Malolactica
123 | 21/12/2016|MA2a: autdctona [13/12) AZaCCYPD2 AZ2aCCYPD2 [rz5) MA2a-CC-YPD-2  |Marronacena, mediana, uniforme. Ferm. Malolactica
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124 | 21/12/2016|MA2a: autactona [13/12) AZaCCYPD3 AZaCCYPD3 [rz&) MA2a-CC-YPD-3  |Crema, grande, no uniforme, con halo. Ferm. Malolactica
125 | 21/12/2016|MA2a: autoctona (13/12) A2aCCYPD4 A2aCCYPD4 [r27) MA2a-CC-YPD-4  |Crema, grande, no uniforme, con halo. Ferm. Malolactica
126 | 21/12/2016|MA2a: autactona (13/12) A2aCCYPDG A2aCCYPDS  [am28) MA2a-CC-YPD-5  |Crema, pequefita, uniforme sin hale. Ferm. Malolactica
127 | 21/12/2016|MAZa: autéctona (13/12) A2aCCYPDE A2aCCYPDE [am23) MA2a-CC-YPD-&  |Solohalo. Ferm. Malolactica
128 | 21/12/2016|MAZa: autectona [13/12) A2aCCYPDT A2aCCYPD7  [am30) MAZa-CC-YPD-7  |Crema mediana, unifrome sin halo. Ferm. Malolactica
129 | 22/12/2016|DEP.6: psTD (13/10) BEACAYPD* BEACAYPD* (831} DE-SAC-YPD-4 Blanca y pequefia. Mosto presiembra
130 | 22/12/2016|DEP.6: psTD (13/10) BSACSYPD™ BSACSYPD™ [a32) DE-SAC-YPD-5 Oscura, no puntiaguda. Mosto presiembra
131 | 22/12/2016|DEP.6: psTD (13/10) ESACEYPD™ ESACEYPD™ IEEE) DE-SAC-YPD-6 Pequefia, blanca. Mosto presiembra
132 | 22/12/2016|DEP.E: psTD [13/10) BSACTYPD* BSACTYPD* EELY DE-SAC-YPD-7 Fequefia, blanca. Maosto presiembra
133 | 22/12/201&|DEP.12*2: mosto sin AST [20/10) |12.2-SCA-B-YPD* |12.25CABYPD* ([a35) D12 2-SAC-YPD-2 |Blanca y pequena. Seguimiento DEP.12
134 | 22/12/201&|DEP.12%3: mosto con AST (20/10) |12 3-5CA-7-YPD® |12 35CATYPD* ([a36) 012 3-SAC-YPD-7 |Blanca y pequena. Seguimiento DEP.12
135 | 22/12/2016|DEP.12*3: mosto con AST (20/10) |12.3-5CA-2-YPD* |12.35CA3YPD* [a37) D12 3-5AC-YPD-2 |Blanca y pequena. Seguimiento DEP.12
136 | 22/12/2016|DEP.12%4: mosto psSC (26/10) 12 4-5CA-7-YPD* |12 45CATYPD* [a33) D12 4-5ACYPD-7 |Blanca y pequenia. Seguimiento DEP.12
137 | 22/12/2016|DEP.12*1: uva merlot (20/10) 12.1-5-¥PD-CC* |12.1.5Y¥PDCC* [a39) D12.1-CC-YPD-5 |Oscura, arracimada. Seguimiento DEP.12
138 | 22/12/2016|M4+5i: inoculada 0.0eni [13/12) |4+5iYPD4* 4+5iYPD* [a40) Ma+5i-YPD-4 Pequefia, blanca. Ferm. Malolactica
139 | 22/12/2016|MAZa: autectona [13/12) AZaYPD4* AZaYPD4* (241} MAZa-YPL-4 Centro v aro gris, medio mas transparente. | Ferm. Malolactica
140 | 22/12/2016|MAZa: autectona [13/12) AZaYPDS* AZaYPDS* [a42) MAZa-YPD-5 Blanca, mediana. Ferm. Malolactica
141 | 22/12/2016|MAZa: autectona (13/12) A2aCCYPDE* AZaCCYPDE*  [(a43) MAZa-CC-YPD-2  |Pequefa, irregular. Ferm. Malolactica
142 | 22/12/2016|MA2a: autoctona [13/12) A2aCCYPDeS* A2aCCYPDe*  [as4) MAZ2a-CC-YPD-2  |Desparramada, translucida. Ferm. Malolactica
143 | 22/12/2016|MA2a: autoctona [13/12) A2aCCYPD10* A2aCCYPD10* [a45) MA2a-CC-YPD-10 |Translicida. Ferm. Malolactica
144 | 22/12/2016|M4+5i: inoculada 0.0eni [13/12) |4GiCCAS AGiCLAS [az48) Ma+5i-CC-AS Puntos blanquecines, grisaceos. Ferm. Malolactica
145 | 22/12/2016|M4+5: noinoculada [13,/12) 4GCCAS 4GCCAS [az47) M&+5-CC-AS Puntos blanguecinos, grizaceos. Ferm. Malolactica
146 | 22/12/2016|MA2a: autactona (13/12) A2aCCAS A2aCCAS [az42) MA2a-CC-AS Placa marronacea, puntos grisacens. Ferm. Malolactica
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ANEXO Il ANALISIS MALDI LEVADURAS COMERCIALES (12/06/17)
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ANEXO Il DENDROGRAMA
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M=aP Dendrogram

ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.
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MSP Dendrogram
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ANEXO IV ESPECTROS E IDENTIFICACIONES DE LAS CECT
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CECT-1170-EXT

ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. (Hansen 1883).
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CECT-1926-EXT

ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Saccharomyces bayanus (Saccardo 1895).

Imtens. [arb] (1043)

1 5 T T T

10 +

-10 F—t f I

T
0 5 10 15
miz (10°3)

20

| Spectum  |dentification |

CECT-192E-EXT ;I
1-5E;"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'E
.05 & 3
E S 3
T ES 'Hl_'r" L E
e 5] _ 3
—1_5E;:::}:::I:::I:::}:::I:::I:::E
0 2 4 G 3 10 12 14
iz [10°3] - |
A []
| !":“?'| Detected Species | Log[Scare]
W | | |CECT-1926-EXT
& | § |CECT-1926-5UB-EXT 2223
)| g |CECT-1170EXT 1.972
O g | THPEYPDERT 1.807
| g | THLPEYPD-2-EXT 1.777
O] g | T3LP-4PD-EXT 1.771
O] § | T3LP-3PD-EXT 1.702
@ | § |D13LPYPDEXT-MSP 1.692
@ | y | T3LPEYPD-2SIMSUE 1.638
@ | § |D13LPAYPD-SIMNSLE 1.6572

Selected M5P [571 E]I Current MSP  Spectum Scores [10] I

67
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CECT-1010-SUB-EXT

ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

Dekkera Bruxellensis (Van del Walt, 1964).
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ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.
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ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

9 GLOSARIQ%®

ADN, Deoxyribonucleic Acid (acido desoxirribonucleico).
ADNmt, Mitocrondrial DNA (ADN mitocondrial).
ADNr, Recombinant DNA (ADN recombinante o ribosdmico).

AFLP, Amplified Fragment Length Polimorphism (polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados)

AS, medio de cultivo Agar Sangre.

AST, metabisulfito potdsico.

BTS, Bacterial Test Standard (test bactericida estandar).

CC, medio de cultivo Cerebro Corazon de Buey.

CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

CL, Cromatografia de Liquidos (liquid chromatography).

CS, Cromatografia de Gases (gas chromatography).

ESI, Electrospray lonization (ionizacién por desorcidn con electrospray).
FISH, Fluorescense In Situ Hybridization (hibridacién in situ fluorescente).
FML, fermentacion maloldctica.

FOH, fermentacion alcohdlica.

FTICR, Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance (analizador por resonancia de ion-
ciclotréon con transformada de Fourier).

HCCA, a-cyano-4-hydroxycinnamiC acid (matriz dcido a-ciano-4-hidroxicinamico).
IT, lon Trap (analizador de trampa de iones).

KT, Kluyveromyces Thermotolerans.

LD, Laser Desorption (desorcion laser).

MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry (espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz con
tiempo de vuelo).

MCP, Microchannel Plate (plato de microcanales).
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ESPECTROMETRIA MALDI-TOF APLICADA A LEVADURAS ENOLOGICAS: IDENTIFICACION.

MBT_FC, Maldi BioTyper Function Calibration.

MS, Mass Spectrometry (espectrometria de masas).

MSP, Main Spectrum Profile (perfil de espectro principal).

PCR, Polymerase Chain Reaction (reaccién en cadena de polimerasa).

PDA, medio de cultivo Potato Dextrose Agar.

PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis (electroforesis en gel de campos pulsados).
PS, presiembra.

Q, analizador cuadrupolar (QMS, Quadrupole Mass Analyzer).

RAPD-PCR, Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico).

RFLP, Restriction Fragment Length Plymorphisms (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion).

S, siembra.

SAC, medio de cultivo Agar Sabouraud con cloroanfenicol.
SC, Saccharomyces cerevisiae.

TD, Torulaspora Delbrueckii.

TFA, trifluoracético.

TOF, Time of flight (tiempo de vuelo).

YPD, medio de cultivo extracto de peptona-dextrosa agar.

Cepa: En microbiologia es una poblacién de células de una sola especie descendientes
de una unica célula o conjunto de especies bacterianas que comparten, al menos, una
caracteristica.

Especie: coleccién de cepas que comparten numerosas propiedades estables y que difieren
de forma significativa de otros grupos de cepas.

Género: constituye el siguiente rango en la jerarquia taxondmica. Conjunto de especies que
difiere de otros grupos de especies.

% Joaquin Abian, Jesls Vazquez. LISTA DE TERMINOS Y EXPRESIONES EN INGLES Y SU TRADUCCION
RECOMENDADA AL CASTELLANO. Protedmica. (2008); 2.
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