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Aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyes en Tempranillo

RESUMEN

En los ultimos afios se ha demostrado la aportacién de caracteristicas organolépticas
diferentes de las levaduras no-Saccharomyces en el vino, mejorando asi la calidad y/o
el perfil aromatico de los vinos. Por otro lado, ya que el cambio climatico ha afectado
mucho al sector vitivinicola, en las ultimas décadas, se esta buscando el empleo de
estas levaduras para, por ejemplo, la disminucion del grado alcohdlico provocado por
el aumento de la concentracién de azucares en las uvas.

Los estudios de estas levaduras comparten la finalidad de innovar positivamente en el
ambito enoldgico para el interés de cada bodega, aportando variabilidad y tipicidad a
los vinos, con caracteristicas aromaticas unicas, facilitando el proceso de elaboracion
o mejorando las caracteristicas finales del vino, y todo ello adaptandose a la variedad
de uva a utilizar.

En este estudio se realizd un aislamiento y seleccién de levaduras no-Saccharomyces
procedentes de un vifiedo de variedad Tempranillo ubicado en Pesquera, identificando
las levaduras con posible interés enolégico para modular y mejorar las caracteristicas
finales del vino.

ABSTRACT

In the last few years, there has been demonstrated the contribution of non-
Saccharomyces yeasts to organoleptic characteristics of wine, improving the quality
and/or the aromatic profile of wines. Besides that, since climate change has greatly
affected the wine sector in recent decades, the use of these yeasts is being sought for,
for example, the decrease in alcohol content caused by the increase in the
concentration of sugar in grapes.

The studies of these yeasts share the purpose of innovating positively in the
oenological field for the interest of each winery, providing variability and authenticity to
the wines, with unique aromatic characteristics, facilitating the winemaking process or
improving the final characteristics of the wine, and all of this with the adaptation to the
grape variety used.

In this study it was carried out the isolation and selection of non-Saccharomyces yeasts
from a Tempranillo vineyard located in Pesquera, identifying yeasts of possible
oenological interest to modulate and improve the final characteristics of the wine.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el cambio climatico es un factor importante que afecta a la industria
vitivinicola, provocando un aumento del contenido de azucares en el mosto, y por
consiguiente el aumento del grado alcohdlico en el vino como uno de los problemas
mas importantes. El contenido de etanol en el vino ha aumentado de manera
considerable en los ultimos 20 anos, tanto por el impacto del cambio climatico en la
produccion como por buscar nuevos estilos de vino que requieran mayor madurez de
la uva. Hay estudios que cuantifican el impacto del aumento de la temperatura y la luz
en el rendimiento de la uva, el contenido y la acumulacion de azucares (Abeysinghe et
al., 2016). Ademas, su influencia en la fenologia de la planta y la composicién de la
uva da lugar a una reducida acidez, la alteracién de la maduracion fenolégica vy el
contenido en taninos (Ciani et al., 2016). La creciente demanda de nuevos productos
estda abriendo puertas a muchas levaduras distintas del género Saccharomyces
(Benito S., 2018). En este sentido, algunas especies de levaduras no-Saccharomyces
son capaces de reducir el contenido inicial de etanol en un 1 — 2 % (v/v) dependiendo
de las condiciones de fermentacion (Ciani et al., 2016; Rdcker et al., 2016; Contreras
et al., 2014).

En el proceso de fermentacion no solo es importante la transformacion de azucares en
etanol, sino también la formacién de diferentes metabolitos secundarios que dan las
caracteristicas organolépticas que caracterizan y distinguen a un vino de calidad,
dandole autenticidad. Tradicionalmente, las levaduras no-Saccharomyces se han
considerado microorganismos no deseados porque podian generar compuestos
desfavorables. Sin embargo, se ha demostrado que, dependiendo de la especie, son
capaces de aportar propiedades interesantes y, como se ha mencionado en el parrafo
anterior, incluso reducir el contenido de etanol (Binati et al., 2020). Por lo tanto, en la
actualidad las levaduras no-Saccharomyces son de interés enolégico por su potencial
contribucién positiva a la complejidad sensorial, a través de una produccion de aromas
y otros compuestos agradables sensorialmente (Ciani et al., 2016; Binati et al., 2020).

1.1. Levaduras no-Saccharomyces

Durante varias décadas, se consideraba que muchas de las especies de levaduras no-
Saccharomyces eran microorganismos asociados con las caracteristicas
desfavorables que pudiera presentar el vino, por lo que el género Saccharomyces era
la Unica opcidn que se consideraba a la hora de elaborar el vino.

Estas levaduras suelen estar mas presentes en las primeras etapas de la fermentacion
alcohdlica (Padilla et al., 2016), antes de ser desplazadas por levaduras de género
Saccharomyces (Di Maro et al., 2007), ya que estas son mas tolerantes al etanol y se
adaptan mejor a las condiciones del mosto como anaerobiosis, bajo pH, altas
temperaturas, maceracién, adicion de anhidrido sulfuroso (a excepcion de algunos
géneros como Schizosaccharomyces), etc. En general, los géneros de levaduras con
una baja resistencia al etanol predominan en la primera etapa de arranque de la
fermentacion (Hanseniaspora, Candida, Rodotorula, Pichia), aquellos con resistencia
moderada persisten mas tiempo (Lachancea, Torulaspora), y por ultimo el género
Saccharomyces domina el medio hasta que se metabolizan por completo en etanol
todos los azucares fermentables (Rocker et al., 2016; Manzanares et al., 2011; Benito,
A. et al., 2019; Liu et al., 2016). Por lo tanto, las levaduras no-Saccharomyces tienen
un papel importante en las fermentaciones espontaneas hasta que el nivel de etanol
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alcanza el 4 % (v/v), una concentracion que la mayoria de especies no-
Saccharomyces no toleran (Benito, A. et al., 2019; Calderdn et al., 2019; Hierro et al.,
2006; Liu et al., 2016). Sin embargo, hay géneros de no-Saccharomyces, como
Hanseniospora o Candida, que pueden estar presentes hasta el final de la
fermentacion, y en consecuencia influir positivamente mejorando propiedades
aromaticas y creando perfiles complejos, si se les aplica una disminucion de la
temperatura. (Di Maro et al., 2007).

En los ultimos afios se ha demostrado que algunas cepas de no-Saccharomyces
influyen positivamente en ciertos parametros como puede ser la calidad, los aromas, la
acidez, el color, etc. (Benito, A. et al., 2019)

Las levaduras no-Saccharomyces constituyen una herramienta alternativa a los
meétodos quimicos para paliar los desequilibrios de acidez causados por el cambio
climatico. Se ha demostrado que el uso de algunas levaduras no-Saccharomyces
puede llegar a reducir el pH o incrementarlo en 0,5 unidades. También algunas
especies de no-Saccharomyces pueden producir vinos con contenidos de acido
acético mas bajos que S. cerevisiae, como T. delbrueckii o L. thermotolerans
(Calderodn et al., 2019).

Estas levaduras tienen la capacidad de producir ciertas enzimas que pueden llegar a
facilitar algunas operaciones en el proceso de vinificacion (maceracién, filtracion o
clarificacion), aumentar el rendimiento y extraccion de color, y mejorar las
caracteristicas del vino, especialmente aportando aromas (influencia en los aromas
primarios y secundarios de los vinos). Los estudios demuestran que algunas especies
de no-Saccharomyces pueden mejorar la intensidad aromatica, aumentar la liberacion
de aromas varietales, como terpenos o tioles, y pueden producir concentraciones mas
altas de ésteres afrutados o manoproteinas que S. cerevisiae (Padilla et al., 2016;
Manzanares et al., 2011; Hierro et al., 2006; Binati et al., 2020).

Cabe destacar que las levaduras no-Saccharomyces no tienen un alto poder
fermentativo, por lo que es arriesgado su empleo como levadura Unica ya que no
agota todos los azucares, lo que supone dificultades de cara a la finalizacién de la
fermentacion (Manzanares et al., 2011; Di Maro et al., 2007). Estos finales de
fermentacion, junto con un pH alto, pueden aumentar el riesgo de paradas de
fermentacion. Este hecho también puede influir en los parametros de calidad, e incluso
producir compuestos indeseados o peligrosos para la salud humana como aminas
biogenas y carbamato de etilo. Estudios cientificos demuestran que hay
microorganismos vinicolas no convencionales, como es el caso de algunas levaduras
no-Saccharomyces, que se utilizan para eliminar el acido malico de los productos ya
fermentados y para estabilizar dichos vinos (Calderoén et al., 2019).

Por tanto, una opcién acertada para solventar la baja actividad fermentativa de las
levaduras no-Saccharomyces y a su vez obtener las influencias positivas que nos
pueden aportar, seria recurrir a los cultivos iniciadores mixtos, de forma secuencial o
simultanea, como alternativa a la fermentaciéon espontanea o inoculacion de cepas
comerciales de S. cerevisiae. Esta combinacion suele suponer un retraso fermentativo
de unos pocos dias en comparacion con la inoculacion exclusiva de S. cerevisiae
(Binati et al., 2020; Padilla et al., 2016; Liu et al., 2016; Benito, A. et al., 2019).
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1.2. Seleccion de levaduras

Un factor importante para conseguir una gran diversidad de vinos es emplear cepas
seleccionadas procedentes de la zona vitivinicola de interés. Esta seleccion depende
de la interaccién de ciertas variables como la variedad de uva elegida, las condiciones
que se emplean para el proceso de fermentacion, el area de produccién, la edad del
vifiedo, las condiciones climaticas, la integridad y técnica de la cosecha, el proceso de
vinificacién implantado y el tipo de vino producido, con variaciones posteriores de la
calidad del vino dependiendo de la regién o el afio (Di Maro et al., 2007; Hart et al.,
2019).

En la actualidad, se han desarrollado estrategias para optimizar y mejorar la
produccion de los vinos. Entre ellas, se menciona el aislamiento y la seleccion de
cepas nativas a través de técnicas de microbiologia enolégica, biologia molecular, e
incluso de ingenieria metabdlica. La seleccion de cepas nativas o seleccionadas
localmente favorece que estas levaduras estén bien adaptadas a las condiciones de la
region productora de vino y a la composicion del mosto de uva. Mas importante aun,
pueden influir en gran medida en los perfiles aromaticos finales del vino al generar un
caracter regional unico (Liu et al., 2016). Es por ello que ahora existe la ventaja de la
inoculacion de levaduras nativas seleccionadas, una opcién para poder conseguir un
vino mas reproducible sin privarle de las caracteristicas Unicas que le confieren estas
levaduras nativas (Miranda-Castilleja et al., 2015).

La capacidad que tienen las levaduras no-Saccharomyces de secretar enzimas y
producir metabolitos secundarios, etanol y glicerol, de liberar manoproteinas o de
contribuir a la estabilidad del color, es especifica de la especie y la cepa, por lo que es
de gran importancia una seleccién de cuidadosa e inteligente de la cepa (Padilla et al.,
2016). Por ello, es necesario un cribado amplio de las cepas para seleccionar las que
posean atributos positivos y rechazar aquellas con impactos negativos, como
sobreproduccién de acido sulfhidrico o acido acético (Fleet, 2008). La combinacion de
cepas complementarias no-Saccharomyces o la inoculacion de cultivos mixtos resulta
una alternativa interesante, para lo que es necesaria la seleccion de dichas levaduras
(Gutiérrez Fernandez, 2018; Zhuang & Feng, 2022).

Las cepas que se incluyen en el proceso de seleccion son aisladas preferentemente
del mosto. Una vez aislado un nimero significativo se procede a la caracterizacion. Se
comienza con un numero elevado de cepas, por lo que, en las primeras fases de
seleccion, hay que incluir criterios faciles de evaluar para identificar y descartar mas
rapidamente cepas que no interesen. Dependiendo de autores, hay diferentes criterios
de seleccion teniendo en cuenta las caracteristicas particulares que se quieran obtener
de cada cepa de levadura para el producto final (Escribano-Viana, 2021). El presente
estudio esta enfocado al aislamiento e identificacién de levaduras no-Saccharomyces
presentes en uva de la variedad Tempranillo mediante su caracterizacion enzimatica y
posterior identificacion a nivel de especie.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Actualmente, debido al cambio climatico, los mostos pueden presentar un grado
alcohdlico probable alto, que conlleva dificiles finales de fermentacién para los
protocolos establecidos y la acidez generalmente se reduce en esos casos, lo que
puede generar pH alto. La fermentacion alcohdlica convencional de mostos con alto
grado alcohdlico y elevado pH conlleva riesgos que pueden influir y/o deteriorar la
calidad principal del vino, afectando a parametros tales como acidez volatil, acidez
total y azucares residuales (Calderén et al., 2020).

El aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyces principalmente pretende
mejorar la calidad de los vinos y/o facilitar el proceso de elaboraciéon. El empleo de
levaduras autdctonas favorece la adaptacion a las condiciones de la regiéon y a la
composicion del mosto. Por otro lado, se busca la diferenciacion de los vinos, lo que
podria realizarse con fermentaciones espontaneas, o bien, seleccionando estas
levaduras. La opcién menos arriesgada seria la seleccion e inoculacion de dichas
levaduras para llevar a cabo la fermentacion.

Por lo tanto, el principal objetivo de este estudio es el aislamiento y seleccion de
distintas levaduras no-Saccharomyces en las primeras etapas de la fermentacion del
mosto, donde estas levaduras predominan.
Para ello se plantean estos objetivos secundarios:

— Aislamiento en laboratorio de levaduras.

— Seleccion de levaduras aisladas y obtencion de cultivos puros.

— Identificacion de las especies aisladas mediante diferentes medios de cultivo y
actividades enzimaticas caracteristicas de levaduras no-Saccharomcyes.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Aislamiento y seleccién

3.1.1. Toma de muestra en viiedo

Para el estudio se realizé un muestreo en una parcela de un viiiedo en Pesquera,
Valladolid. No se necesitaba mucha uva, por lo que se consiguieron seleccionar uvas
en su estado 6ptimo de maduracién, midiendo el grado Brix de cada uno de los
racimos seleccionados y seleccionando aquellos que presentaban un estado sanitario
aparentemente idoneo. El muestreo se realizé cada dos lineas y tomando racimos de
diferentes cepas de cada linea. En cada racimo seleccionado se cogieron uvas de la
parte de la cola si éste era muy grande, y el racimo entero si era de tamafio mediano.
Los racimos se trasladaron en bolsas estériles rapidamente al laboratorio de
microbiologia la ETSIIAA.

3.1.2. Aislamiento en el laboratorio

3.1.2.1. Mosto base

El mosto utilizado para el estudio es de la variedad Tempranillo de la anada 2021. Las
muestras tomadas del vifiedo se estrujaron en un digestor y se retird la pasta. Antes
de coger muestras para el estudio de mosto recién estrujado, se realizé un analisis del
pH, grado probable y acidez total.

Tabla 1: Analisis del mosto base

Analitica Resultado
pH 3,64
Grado Brix 25,2 °Brix
Grado alcohdlico probable 14,9 %vol
Acidez total 6,6 g/L TH,

Para estos analisis se emplearon las siguientes metodologias e instrumentos:

o pH: se utilizé un pH-metro (HACH Sesion + pH3) con una escala calibrada que
permita mediciones con una precisién minima de * 0,01 uds. de pH. (Method
OIV-MA-AS313-15).

e Grado Brix: se utilizé un refractometro (ATAGO, Hand refractometer ATC-1),
que indique la concentracion de azucar mediante un indice de refraccion.
(Method OIV-MA-AS2-02).

e Grado alcohdlico probable (GAP): se calculé a partir de la determinacion del
grado Brix. GAP (%vol) = (0,6757 - °Brix) — 2,0839.

o Acidez total: se utilizd el método potenciométrico en el que hay que llevar el
mosto a pH 7 afadiendo una solucién de NaOH 0,1N. (Method OIV-MA-AS313-
01).
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3.1.2.2. Medios de cultivo de aislamiento

Los medios para el aislamiento de las levaduras empleados fueron el medio sdlido
YPD, medio genérico para levaduras y medio CECT 138, recomendado para el cultivo
de levaduras no-Saccharomyces.

Medio YPD

Es un medio de cultivo solido muy completo con un alto valor nutritivo y es capaz de
favorecer el desarrollo de la mayoria de microorganismos. Se suele usar para el
crecimiento de levaduras.

Medio YPD/YEPD (OIV/OENO 206/2010):

Glucosa 20 g/L (Labkem).
Peptona 20 g/L (Panreac).
Extracto de levadura 10 g/L (Labkem).
Agar 15 g/L (Bacto™,BD).

Medio CECT 138

Segun la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), este es un medio de cultivo
sélido recomendado para el cultivo de levaduras no-Saccharomyces, no es especifico
ya que también pueden crecer levaduras del género Saccharomyces.

Se usa para el aislamiento y el cultivo de levaduras, mohos y otros microorganismos
aciduricos.

Medio YM/CECT 138 (OIV/OENO 206/2010):

Glucosa 10 g/L (Labkem).

Peptona vegetal 5 g/L (Sigma-Aldrich).
Extracto de levadura 3 g/L (Labkem).
Extracto de malta 3 g/L (Scharlab).
Agar 20 g/L (Bacto™ BD).

Los medios se esterilizaron en un autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3.1.2.3. Fermentacién

Se tomé la primera muestra (Dia 0) del mosto recién estrujado antes de introducirlo en
la estufa a 26°C. La fermentacion se llevé a cabo en un recipiente estéril. Se realizo
una siembra en profundidad en placas Petri estériles con los medios YEPD y CECT
138 descritos en el apartado 3.1.2.3. Se sembraron placas con 1,0 mL y 0,1 mL del
mosto recién estrujado por duplicado y para cada medio, por lo que se obtuvieron un
total de 8 placas del dia 0. Tres dias después, al comienzo de la fermentacion, se
tom¢ la segunda muestra (Dia 3), al igual que a los dias 6 (fase tumultuosa) y 10 (fin
de fermentacion). De estos tres ultimos dias se realizaron diluciones de las muestras
de mosto, hasta 10®, y se realizaron siembras en profundidad de cada dilucién para
cada medio de cultivo. Se dejaron solidificar las placas y se incubaron en una estufa a
26°C durante una semana para su crecimiento. Se consiguié un total de 8 placas el dia
0y 16 placas del resto de dias (dia 3, dia 6 y dia 10).
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Todo esto se realizd en una campana de flujo laminar (INDELAB) para asegurar un
ambiente aséptico. Ya que se esperaba poder aislar entre 50 y 80 colonias, pasado
este tiempo se tomaron de cada dia 24 colonias aleatorias, 12 de cada medio de
cultivo en placas Petri independientes, realizando tres pases, mediante siembra en
estria, de la misma colonia tomada en el medio correspondiente de crecimiento (YPD
o CECT 138) para un aislamiento puro.

3.1.3. Seleccion de levaduras

3.1.3.1. Observacion al microscopio

Se observd la morfologia de cada microorganismo aislado al microscopio
(LeicaDM750) para descartar bacterias y confirmar morfologia correspondiente a
levaduras. Directamente del cultivo sélido, las levaduras fueron tomadas con el asa de
siembra y llevadas a una gota de agua destilada estéril depositada en un portaobjetos,
se realizé una extension de la colonia sobre la gota de agua y se cubrié la preparacion
con un cubreobjetos. A continuacion, se realizo la observacion.

3.1.3.2. Conservacion de las levaduras

Posteriormente, se realizé un pase a agar inclinado de cada levadura para una mejor
conservacion (medio YPD/YEPD solido). Los cultivos se mantuvieron a 4°C para su
empleo durante este estudio.

3.2. Identificacion de levaduras

La identificacién se llevd a cabo mediante crecimiento en medios de cultivo especificos
para levaduras no-Saccharomyces y determinacion de actividades enzimaticas, [3-
glucosidasa y proteasa. Finalmente, se comprob6é mediante secuenciacién la especie
de las levaduras seleccionadas como potenciales no-Saccharomyces.

3.2.1. Crecimiento en medio lisina

El crecimiento en medio agar lisina se utilizé para descartar levaduras del género
Saccharomyces. En este medio de cultivo, la lisina representa la unica fuente de
nitrégeno utilizable por lo que las levaduras de género Saccharomyces no pueden
crecer en este medio, ya que forman un inhibidor intermediario. Por el contrario, la
mayoria de las levaduras no-Saccharomyces si que pueden utilizar este aminoacido
como unica fuente de nitrégeno, por lo que si se observa crecimiento en este medio se
trata de levaduras no-Saccharomyces, pero si no crecen puede tratarse de levaduras
del género Saccharomyces, o de levaduras no-Saccharomyces las cuales no han
crecido (Fugelsang & Edwards, 2007).

Este medio descrito en la resolucién OIV/OENO 206/2010 esta compuesto por 1,2%
(p/v) de base carbonatada de levaduras (DifcoTM), 0,25% (p/v) de lisina HCI (EMD
Millipore corporation) y 2% (p/v) de agar (Bacto™, BD) [22]. Antes de su utilizacién se
esterilizé a vapor fluyente durante 20 minutos a una temperatura de 121°C en el
autoclave y se vertio en placas Petri. Tras solidificar se sembraron las levaduras y se
incubaron en la estufa a 25°C durante 7 dias. Pasados estos 7 dias se realiz6 un
segundo pase. Tras el segundo pase se procedié a la observacién visual de las
placas. Cuando la prueba es positiva se observa cémo las colonias han crecido, por el
contrario, si se observa un crecimiento minimo o nulo la prueba es negativa.
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Se utilizaron controles tanto positivos como negativos. Para el control positivo se utilizd
la levadura Wickerhamomyces anomalus, que es capaz de crecer en medio lisina, y
como control negativo se eligid6 Saccharomyces cerevisiae (WAM), ambas aisladas en
la ETSIIAA.

3.2.2. Actividad enzimatica

3.2.2.1. Ensayo B-glucosidasa

Se utilizé el método descrito por Suarez-Lepe, Diddens y Lodder. El medio de cultivo
esta compuesto por 0,5% (p/v) de arbutina (Sigma), 0,1% (p/v) de extracto de levadura
(Labkem), 2% (p/v) de agar (Bacto™, BD) y 2% (v/v) de una solucién de cloruro férrico
(Panreac) preparado al 1% (p/v). Antes de su utilizacion se esterilizd6 durante 15
minutos a una temperatura de 121°C en el autoclave. El medio se vertié en placas
Petri, y después de solidificar se sembraron las levaduras en estria y se incubaron en
la estufa a 25°C durante 7 dias. Pasados estos 7 dias se realizé una observacion
visual de las placas. Cuando la prueba es positiva, el medio de cultivo se ennegrece,
ya que la enzima B-glucosidasa ha hidrolizado la arbutina liberando una quinona que
reacciona con el hierro presente en el medio por la adicion de cloruro férrico.

Se emplearon controles tanto positivos como negativos. Para el control positivo se us6
la levadura Wickerhamomyces anomalus y como controles negativos se empled una
placa sin sembrar y otra con la levadura Saccharomyces cerevisiae (WAM), la cual no
tiene actividad B-glucosidasa.

3.2.2.2. Ensayo proteasa

El medio de cultivo empleado ha sido descrito por Belda et al., (2016). Contiene 1%
(p/v) de extracto de levadura (Labkem), 2% (p/v) de peptona (Panreac), 2% (p/v) de
glucosa (Labkem), 2% (p/v) de agar (Bacto™, BD) y 2% (p/v) de leche desnatada en
polvo. El medio se esterilizé durante 15 minutos a 121°C por separado de la solucion
de leche desnatada para mezclarlo posteriormente. El medio se vertié en placas Petri,
y después de solidificar se sembraron las levaduras y se incubaron en la estufa a 25°C
durante 7 dias. Pasados estos 7 dias se realizé una observacion visual de las placas.
Se sabe que la prueba es positiva si alrededor de las colonias se ha formado un halo
translucido. Esto quiere decir que la enzima proteasa ha degradado la proteina de la
leche para obtener nitrégeno, la presencia de esta enzima es capaz de hidrolizar la
caseina del medio (Lin et al., 2020).

Se emplearon controles tanto positivos como negativos. Para el control positivo
utilizamos de nuevo la levadura Wickerhamomyces anomalus, que segun estudios ha
sido descrita como una de las secretoras de esta enzima, y como control negativo
Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae (WAM), que no poseen este tipo
de actividad enzimatica. Todas ellas aisladas en la ETSIIAA.

3.2.3. Crecimiento en medio agar nutriente WL

El agar nutriente WL (Laboratorio Wallerstein) se utilizé para evaluar la diversidad de
colonias y discriminar presuntivamente las especies de levadura por la morfologia y el
color de la colonia (Medina et al., 2012; Lin et al., 2020).
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El medio descrito en la resolucion OIV/OENO 206/2010 esta compuesto por 50 g/L de
glucosa, 5 g/L de peptona, 4 g/L de extracto de levadura, 0,55 g/L de fosfato
dihidrogeno potasico (KH,PO,), 0,425 g/L de cloruro potasico (KCI), 0,125 g/L de
cloruro calcico (CaCly), 0,125 g/L de sulfato de magnesio (MgSO,), 0,0025 g/L de
cloruro férrico (FeCl;), 0,0025 g/L de sulfito de manganeso (MnSQ,), 0,022 g/L de
verde de bromocresol y 12 g/L de agar. Antes de su utilizacion se esterilizé durante 15
minutos a una temperatura de 121°C en el autoclave. El medio se vertié en placas
Petri, y después de solidificar se sembraron las levaduras en estria para incubarlas en
la estufa a 25°C durante 5 dias. Pasados estos 5 dias se realizé una observacion
visual de las placas. Segun el reconocimiento de colonias de levadura con agar
nutriente WL de la Resolucién OIV/OENO 206/2010 se propuso la especie de levadura
no-Saccharomyces, descartando las colonias de color verde palido a crema que
cumplen con las caracteristicas de Saccharomyces cerevisiae.

Se utilizd control positivo con Wickerhamomyces anomalus sabiendo que las colonias
tendrian un color crema, con una morfologia circular, superficie suave y consistencia
butirica. Y como control negativo se utilizé Saccharomyces cerevisiae contando con el
hecho de que sus colonias serian circulares de color crema a verde palido, con
protuberancias cénicas o redondas, superficie lisa y opaca y consistencia butirica
(Pallman et al., 2001; Cavazza et al., 1992).

3.2.4. Secuenciacion

Las muestras de los dias 0 y 3, fueron enviadas al Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Ledn para ser secuenciadas. Adicionalmente, se
eligié al azar levaduras de los dias 6 y 10 que se habian identificado en los medios de
cultivo como Saccharomyces para confirmar esta identificacion.

La identificacion de especies se llevd a cabo mediante biologia molecular,
amplificando por PCR las regiones ITS del ADN ribosémico (D1/D2) y la comparacién
del analisis de secuencia de ADN con las regiones ITS fungicas conocidas (OIV/OENO
408/2011), guardadas en la base de datos GenBank NCBI (National Center for
Biotechnology Information) y con la ayuda del programa BLAST.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Aislamiento y seleccién

El aislamiento de levaduras procedentes de la vinificacion de mosto Tempranillo en
este trabajo se realizé6 mediante siembra de distintas muestras en diferentes dias del
proceso de vinificacién (dia 0, 3, 6 y 10). Al tomar la segunda muestra, el tercer dia del
proceso, la fermentacion no era apreciable. El cuarto dia se empezaron a observar
indicios de actividad fermentativa. Las muestras de los dias 6 y 10 se tomaron en fase
tumultuosa de la fermentacion y al finalizar la fermentacion respectivamente.

Para el aislamiento se utilizaron dos medios de cultivo, YEPD y CECT 138. El medio
YEPD es un medio genérico para levaduras y CECT 138 es un medio recomendado,
segun la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, para el cultivo de levaduras no-
Saccharomyces, por lo que se usaron ambos para comprobar el medio en el que las
levaduras tenian un mejor crecimiento y favorecer el aislamiento de especies no-
Saccharomyces. Se pueden incorporar antibidticos (agentes selectivos) o reducir el pH
mediante la adicidon de acido para aumentar la selectividad. También se pueden anadir
otros materiales fungistaticos al medio para eliminar mohos y solo permitir la
proliferacion de levaduras. En este trabajo no se afadieron antibidticos o antifungicos
ni se acidificé el medio CECT 138, lo que permitié el crecimiento de levaduras, mohos
y bacterias, y dificultd el aislamiento de levaduras no-Saccharomyces.

Se trabajé con aquellas placas que presentaban colonias claramente diferenciadas o
separadas. Del dia 0 solo se pudo trabajar con una placa, de la cual se tomaron 12
colonias y se sembraron en estria en medio YEPD, ya que era el medio de donde
provenian. Del resto de dias se tomaron 12 colonias de cada medio de cultivo y se
sembraron en estria en el correspondiente medio (YEPD o CECT 138). Se aislaron un
total de 84 colonias.

Con el proposito de aislar solo levaduras no-Saccharomyces se realizd una
observacién al microscopio para descartar, segun su tamafio y forma, el aislamiento
de bacterias. Aunque en ambos medios de cultivo se aislaron bacterias, el medio
CECT 138 tuvo mayor crecimiento de estas. Los dos medios tienen una composicién
similar excepto por la incorporacion del extracto de malta del medio CECT 138 y el pH
mas acido del medio YEPD, lo que podria explicar el mayor crecimiento de bacterias
en el medio CECT 138 (anexo 1). Teniendo en cuenta estos datos se considero el
medio YEPD como medio principal de aislamiento y conservacion de las levaduras.

Finalmente, tras descartar aquellos aislados que microscopicamente se identifican
como bacterias, se aislaron un total de 64 levaduras en medio YEPD en diferentes
etapas de la fermentacién espontanea que se llevé a cabo en condiciones asépticas y
fuera del entorno de una bodega. Se obtuvieron 9 levaduras de mosto recién estrujado
(dia 0), provenientes del vinedo, 15 levaduras a los tres dias de ser estrujado,
iniciandose la fermentacion, 16 levaduras el sexto dia en fase de fermentacién
tumultuosa, y 24 levaduras el décimo dia finalizada ya la fermentacion (anexo 1).

4.2. Identificacion de levaduras no-Saccharomyces

Se realizaron varios ensayos para la diferenciacion de levaduras no-Saccharomyces'y
levaduras Saccharomyces: la capacidad de crecimiento en medio lisina y la produccion
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de las enzimas B-glucosidasa y proteasa por parte de los aislados de levadura, ya que
son consideradas como propiedades caracteristicas de levaduras no-Saccharomyces.

4.2.1. Crecimiento en medio lisina

El primer paso en la identificacion consistié en el empleo del medio agar lisina, descrito
en el apartado 3.2.3., para el descarte de levaduras del género Saccharomyces

(Fugelsang & Edwards, 2007).

Tabla 2: Resultado del crecimiento de las levaduras aisladas en medio de cultivo lisina. Leyenda: - no
crecimiento, + crecimiento medio, ++ crecimiento alto.

Dia Microorg. | Lisina Dia Microorg. | Lisina
0 T0.1 ++ 6 T6.9 -
0 T0.2 ++ 6 T6.10 -
0 T0.3 ++ 6 T6.11 -
0 T0.4 ++ 6 T6.12 -
0 T0.5 ++ 6 T6.13 -
0 T0.6 ++ 6 T6.14 -
0 T0.7 ++ 6 T6.15 -
0 T0.8 ++ 6 T6.16 -
0 T0.9 ++ 10 T10.1 -
3 T3.1 ++ 10 T10.2 -
3 T3.2 ++ 10 T10.3 -
3 T3.3 ++ 10 T10.4 -
3 T3.4 ++ 10 T10.5 -
3 T3.5 10 T10.6 -
3 T3.6 + 10 T10.7 -
3 T3.7 ++ 10 T10.8 -
3 T3.8 ++ 10 T10.9 -
3 T3.9 ++ 10 T10.10 -
3 T3.10 ++ 10 T10.11 -
3 T3.11 ++ 10 T10.12 -
3 T3.12 - 10 T10.13 -
3 T3.13 ++ 10 T10.14 -
3 T3.14 ++ 10 T10.15 -
3 T3.15 ++ 10 T10.16 -
6 T6.1 - 10 T10.17 -
6 16.2 - 10 T10.18 -
6 T6.3 - 10 T10.19 -
6 T6.4 - 10 T10.20 -
6 T6.5 - 10 T10.21 -
6 T6.6 - 10 T10.22 -
6 T16.7 - 10 T10.23 -
6 T6.8 - 10 T10.24 -
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Se realizaron dos pases en este medio para evitar crecimiento debido a la reserva de
nutrientes de las levaduras provenientes del mosto y se realizé una estimacién visual
de su crecimiento.

Las muestras a tiempo 0 y 3, presentaron un crecimiento claro en las placas, indicando
la posibilidad de ser levaduras pertenecientes a géneros diferentes de
Saccharomyces. La muestra T3.12 dio crecimiento negativo en el medio lisina. Como
se puede observar los dias 6 y 10 no mostraron crecimiento, por lo que podria tratarse
de levaduras del género Saccharomyces, esto concuerda con el hecho de que las
levaduras Saccharomyces predominen durante la fermentacion desplazando a las
levaduras no-Saccharomyces, que suelen estar en las primeras etapas de la
fermentacion por su baja tolerancia al etanol y peor adaptacion a las condiciones del
mosto como pH, altas temperaturas... (Benito, A. et al., 2019; Hierro et al., 2006).

Figura 1: Resultado positivo para el crecimiento de levadura en medio lisina.

4.2.2. Actividad enzimatica

En los ultimos afos, la contribucion de las levaduras no-Saccharomyces se ha
reevaluado, ya que tienen caracteristicas enologicas deseadas ausentes en S.
cerevisiae, como la produccion de altos niveles de compuestos aromaticos y la
produccion y secrecion de enzimas mediante transformaciones de compuestos
durante ciertos procesos de fermentacion (Maturano et al., 2015; Tolosa & Prieto,
2019; Liu et al., 2016). Por lo tanto, en este estudio se utilizaron estas actividades
enzimaticas como método de identificacion de levaduras no-Saccharomyces.

4.2.2.1. Actividad B-glucosidasa

Desde un punto de vista enolégico, la actividad B-glucosidasa es de interés debido a
que, durante la fermentacion, la levadura puede liberar glucosidasas y estas enzimas
pueden hidrolizar los enlaces glicosidicos de las formas inodoras unidas de
monoterpenos, liberando mas compuestos que contribuyen al olor del vino (Huang et
al.,, 2021; Styger et al., 2011). La actividad enzimatica B-glucosidasa aumenta
significativamente la cantidad de terpenos libres, lo que sugiere que esta enzima
podria ser potencialmente aplicable en la mejora del aroma del vino (Zhang et al.,
2021; Baffi et al., 2013; Gonzalez-Pombo et al., 2011). Sin embargo, sélo unas pocas
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enzimas de levaduras aisladas de los ecosistemas enoldgicos y del mosto son activas
en las condiciones del vino y de su proceso de elaboracién, teniendo una gran
influencia las caracteristicas fisicoquimicas del mosto/vino como pH, temperatura,
etanol, azucares, polifenoles, etc. (Palmeri & Spagna, 2007; Zhang et al., 2021; Gao et
al.,, 2022). Este medio nos permite diferenciar entre especies de levaduras que
presentan esta actividad y las especies de Saccharomyces cerevisiae, las cuales,
segun lo descrito en la bibliografia (Jolly et al., 2014; Suranska et al., 2016), no la

presentan.

Tabla 3: Resultado de las levaduras aisladas en medio de cultivo B-glucosidasa. Leyenda: - sin actividad,
+ actividad media, ++ mucha actividad.

Dia Microorg. | Glucosidasa Dia Microorg. | Glucosidasa
0 TO.1 ++ 6 T6.9 -
0 T0.2 ++ 6 T6.10 -
0 T0.3 ++ 6 T6.11 -
0 T0.4 ++ 6 T6.12 -
0 T0.5 ++ 6 T6.13 -
0 T0.6 ++ 6 T6.14 -
0 T0.7 ++ 6 T6.15 -
0 T0.8 ++ 6 T6.16 -
0 T0.9 ++ 10 T10.1 +
3 T3.1 ++ 10 T10.2 -
3 T3.2 ++ 10 T10.3 -
3 T3.3 ++ 10 T10.4 -
3 T3.4 + 10 T10.5 -
3 T3.5 + 10 T10.6 ++
3 T3.6 10 T10.7 +
3 T3.7 ++ 10 T10.8 -
3 T3.8 ++ 10 T10.9 -
3 T3.9 ++ 10 T10.10 -
3 T3.10 + 10 T10.11 -
3 T3.11 ++ 10 T10.12 -
3 T3.12 ++ 10 T10.13 -
3 T3.13 ++ 10 T10.14 -
3 T3.14 ++ 10 T10.15 -
3 T3.15 ++ 10 T10.16 -
6 T6.1 - 10 T10.17 -
6 T6.2 - 10 T10.18 -
6 T6.3 - 10 T10.19 -
6 T6.4 - 10 T10.20 -
6 T6.5 - 10 T10.21 -
6 T6.6 - 10 T10.22 +
6 T6.7 - 10 T10.23 -
6 T6.8 - 10 T10.24 -
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En los primeros dias (dia 0 y 3) la mayoria de los aislados presentaron actividad B-
glucosidasa alta, ya que en las primeras etapas es donde se encuentran mas
levaduras no-Saccharomyces, las cuales pueden poseer esta actividad. El 43,7% de
las placas se ennegrecieron, lo que quiere decir que la enzima B-glucosidasa ha
hidrolizado la arbutina del medio (Lin et al., 2020). Alguna placa del dia 3 empez6 a
tener menos actividad por su menor coloracion negruzca. Los dias siguientes de fase
tumultuosa (dia 6) y final de fermentacion (dia 10), no presentaron esta actividad
enzimatica, las placas permanecieron igual que el control (S. cerevisiae). Hubo
excepciones en el dia 10, ya que en principio las levaduras del género Saccharomyces
no tienen esta actividad, es posible que el medio cambiase ligeramente de color por el
tiempo transcurrido en la estufa, debido a contaminaciones, o a la presencia de
levaduras no-Saccharomyces.

Es importante destacar que la secrecion de cada enzima varia significativamente
dependiendo del género, especie y cepa de levadura analizada, y algunas cepas
pueden no producir esta enzima en absoluto (Ganga & Martinez, 2003).

La actividad B-glucosidasa esta ampliamente extendida entre la mayor parte de las
levaduras, aunque cabe destacar como potenciales candidatos para su uso en la
liberacion de terpenos las especies de Hanseniaspora spp., Wickerhamomyces
anomalus, y Metschnikowia pulcherrima, en las cuales se ha detectado una intensa
actividad (Belda et al., 2016; Mendes Ferreira et al., 2011).

Figura 2: Resultado positivo (izquierda) y negativo (derecha) en medio -glucosidasa

4.2.2.2. Actividad proteasa

Desde un punto de vista enoldgico, la actividad proteasa es de interés debido a que
las levaduras pueden librear enzimas proteasas, las cuales tienen la capacidad de
hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas en péptidos y/o aminoacidos libres,
se pueden utilizar para mejorar la digestibilidad, el sabor del vino y el valor nutricional
(descomposicién de la proteina en aminoacidos) para prevenir de paradas de
fermentacion (Tolosa & Prieto, 2019; Toy et al., 2022).

La inestabilidad proteica inducida por las altas concentraciones de alcohol y el bajo pH
podria ser la fuente de formacion de neblina en los vinos. Algunas levaduras no-
Saccharomyces descritas al secretar proteasas, reducen el potencial de neblina fria.
Por lo tanto, se han realizado estudios con el propdsito de encontrar proteasas que
pudieran reducir la inestabilidad proteica en los vinos mediante la eliminacién de las
proteinas antes de la fermentacion alcohdlica (Tolosa & Prieto, 2019; Guo et al., 2018).
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Ademas, esta enzima también tiene un papel importante cuando se necesita un alto
contenido en nitrégeno como nutriente para las levaduras, y poder fermentar todos los
azucares del mosto, ya que el contenido de estos cada vez es mayor (Escribano et al.,

2017; Strauss et al.

, 2001).

Este medio nos permite diferenciar entre especies de levaduras que presentan esta
actividad y las especies de Saccharomyces cerevisiae, las cuales segun lo descrito en
la bibliografia, no la presentan (Strauss et al., 2001; Jolly et al., 2014).

Tabla 4: Resultado de las levaduras aisladas en medio de cultivo proteasa. Leyenda: - sin actividad, + con

actividad.

Dia Microorg. | Proteasa Dia Microorg. | Proteasa
0 T0.1 + 6 T6.9 -
0 T0.2 6 T6.10 -
0 T0.3 + 6 T6.11 -
0 T0.4 + 6 T6.12 -
0 T0.5 + 6 T6.13 -
0 T0.6 + 6 T6.14 -
0 T0.7 + 6 T6.15 -
0 T0.8 + 6 T6.16 -
0 T0.9 + 10 T10.1 -
3 T3.1 + 10 T10.2 -
3 T3.2 + 10 T10.3 -
3 T3.3 + 10 T10.4 -
3 T3.4 + 10 T10.5 -
3 T3.5 + 10 T10.6 +
3 T3.6 + 10 T10.7 -
3 T3.7 + 10 T10.8 -
3 T3.8 + 10 T10.9 -
3 T3.9 + 10 T10.10 -
3 T3.10 + 10 T10.11 -
3 T3.11 + 10 T10.12 -
3 T3.12 - 10 T10.13 -
3 T3.13 + 10 T10.14 -
3 T3.14 + 10 T10.15 -
3 T3.15 + 10 T10.16 -
6 T6.1 - 10 T10.17 -
6 16.2 - 10 T10.18 -
6 T6.3 - 10 T10.19 -
6 T6.4 - 10 T10.20 -
6 T6.5 - 10 T10.21 -
6 T6.6 - 10 T10.22 -
6 T6.7 - 10 T10.23 -
6 T6.8 - 10 T10.24 -
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En total, el 37,5% de los aislados fueron capaces de sintetizar proteasas y formaron
halos mas claros alrededor de las colonias (Lin et al., 2020), la gran mayoria de ellas
en el dia 0 y dia 3, donde hay mas probabilidad de encontrarnos con levaduras no-
Saccharomyces, por estar en las primeras etapas de la fermentacion (Ganga &
Martinez, 2003). La muestra T3.12 dio negativo en esta prueba. Los dias siguientes de
fase tumultuosa (dia 6) y final de fermentacion (dia 10), no presentaron esta actividad
enzimatica, las placas permanecieron igual que el control (S. cerevisiae). Hubo
excepciones en el dia 10, T10.6 dio positivo en actividad proteasa.

Figura 3: Resultado positivo en medio proteasa

Los resultados obtenidos del crecimiento en medio lisina y de las actividades
enzimaticas de los aislados para la identificacion de levaduras no-Saccharomyces,
apuntan a que los dias 0 y 3, siendo en las primeras etapas de la fermentacion y
habiendo dado positivo en medio lisina y actividades enzimaticas de B-glucosidasa y
proteasa, sean levaduras no-Saccharomyces. Por el contrario, los dias 6 y 10, siendo
etapas posteriores de la fermentacién, con un alto nivel de etanol, podrian
considerarse del género Saccharomyces por su minimo crecimiento o nulo en medio
lisina y resultados negativos en actividades enzimaticas de B-glucosidasa y proteasa.

T10.6 da resultados que no concuerdan con caracteristicas del género
Saccharomyces, ya que, aunque no crecié en medio lisina, posee actividad enzimatica
de B-glucosidasa y proteasa, por lo que no se descarta la posibilidad de que esta
levadura sea no-Saccharomyces. Por otro lado, T3.12 da resultados que no
concuerdan con caracteristicas de levaduras no-Saccharomyces, ya que no crecié en
medio lisina siendo un aislado de las primeras etapas de la fermentacion, ni presento
actividad proteasa, pero presenta actividad enzimatica B-glucosidasa, por lo que seria
necesaria una identificacion a nivel de especie para concretar estos dos aislados.

4.3. Identificacion de especies no-Saccharomyces

Para identificar a nivel de especie los aislados que previamente se han preclasificado
como posibles no-Saccharomyces, se empled inicialmente el crecimiento de estas
levaduras en el medio agar nutriente WL. Posteriormente se realizé una secuenciacion
de levaduras de interés para identificar las levaduras a nivel de especie.
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4.3.1. Crecimiento en agar nutriente WL

Como ya se mencion6 en el apartado 3.2.4., este medio permite la deteccién de
diferencias morfolégicas entre especies (Lin et al., 2020). Las morfologias de las
colonias de las levaduras presentes en la superficie de la uva y en los mostos en
fermentacion son lo suficientemente singulares como para ser identificadas hasta el
género/especie por medio de placas. Por ello, se trataron de identificar los aislados
mediante este método visual, el cual no pretende una identificacién de especies a gran
escala, puede suponer una forma rapida y barata de prever el género de algunas
levaduras, es una primera aproximacion a lo que se puede encontrar. No cubre todas
las especies posibles aisladas en el vino.

Segun la resolucion OIV/OENO 206/2010 Anexo 6 de reconocimiento de colonias de
levadura con agar nutriente WL, basandose en Pallman et al., 2001 y Cavazza et al.,
1992, se evaluaron las morfologias de las colonias:

Tabla 5: Descripcioén de los aislados y posible género/especie de levadura en medio agar nutriente WL.
* = [ evadura aislada distinta del resto en los dias 6 y 10

Dia Microorg. Morfologia Posible levadura

0 T0.A azul grisaceo claro Pichia spp.

0 T0.2 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

0 T0.3 crema un poco verdoso Zygosaccharomyces bailii
0 T0.4 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

0 T0.5 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

0 T0.6 azul grisaceo claro Pichia spp.

0 T0.7 crema un poco verdoso Zygosaccharomyces bailii
0 T0.8 azul grisaceo claro Pichia spp.

0 T0.9 crema un poco verdoso Zygosaccharomyces bailii
3 T3.1 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

3 T3.2 azul grisaceo oscuro Pichia spp.

3 T3.3 azul grisaceo oscuro Pichia spp.

3 T3.4 crema rosa borde marron Metschnikowia spp.

3 T3.5 verde claro Torulaspora spp.

3 T3.6 verde claro Torulaspora spp.

3 T3.7 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

3 T3.8 azul oscuro Pichia anomala

3 T3.9 azul grisaceo oscuro Pichia spp.

3 T3.10 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

3 T3.11 azul claro granulado polvo Pichia membranifaciens
3 T3.12 verde guisante Candida stellata

3 T3.13 crema rosa borde marron Metschnikowia spp.

3 T3.14 crema rosa borde marron Metschnikowia spp.

3 T3.15 crema claro un poco rosa Metschnikowia spp.

6y10 - crema verde palido Saccharomyces spp.

10 T10.6* |algunas crema, otras azuladas Pichia anomala
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Las descripciones de referencia para identificar levaduras no-Saccharomyces indican
que, de las 64 levaduras aisladas, el 14,06% podrian pertenecer al género Pichia spp.,
pudiendo ser a nivel de especie dos de ellas Pichia anomala y una de ellas Pichia
membranifaciens. El 15,62% de las levaduras aisladas tenian morfologia de
Metschnikowia spp., el 4,69% podrian ser Zygosaccharomyces bailii, el 3,12%
Torulaspora spp. y una de ellas se asemeja a la especie Candida stellata. Por la
morfologia similar en todas las levaduras aisladas de los dias 6 y 10, y no haber
crecido en medio agar lisina, apunta a que se trata de Saccharomyces cerevisiae, un
60,94% del total de aislados, a excepcion de T10.6, la cual dio positivo en actividades
enzimaticas B-glucosidasa y proteasa pero no crecioé en agar lisina, siendo también su
morfologia en este medio diferente a la de Saccharomyces spp. pudiendo asemejarse
a la especie Pichia anomala.

Figura 6: Morfologia de levaduras Saccharomyces en medio agar nutriente WL
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Ante la incertidumbre y subjetividad de la identificacion de la mayoria de los aislados
mediante el medio agar nutriente WL, se enviaron muestras concretas a ser
secuenciadas para comprobar la validez de estos resultados.

4.3.2. Secuenciacion

Las muestras de los dias 0 y 3, con mas probabilidad de pertenecer al género no-
Saccharomyces y cuatro aislados elegidos al azar de los dias 6 y 10 de entre las
levaduras identificadas como Saccharomyces, fueron enviadas al Laboratorio de
Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn para ser secuenciadas. La
identificacion de especies se llevd a cabo mediante biologia molecular, segun lo
descrito en el método del apartado 3.2.4. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes:

Tabla 6: Resultados de la identificacion nivel especie por secuenciacion de las muestras aisladas. Fuente:
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Leon.

Dia Microorg. SECUENCIACION
0 T0.A Aureobasidium pullulans
0 T0.2 Aureobasidium pullulans
0 T0.3 Aureobasidium pullulans
0 T0.4 Aureobasidium pullulans
0 T0.5 Aureobasidium pullulans
0 T0.6 Aureobasidium pullulans
0 T0.7 Aureobasidium pullulans
0 T0.8 Aureobasidium pullulans
0 T0.9 Aureobasidium pullulans
3 T3.1 Aureobasidium pullulans
3 T3.2 Aureobasidium pullulans
3 T3.3 Aureobasidium pullulans
3 T3.4 Aureobasidium pullulans
3 T3.5 Metschnikowia pimensis
3 T3.6 Metschnikowia pimensis
3 T3.7 Aureobasidium pullulans
3 T3.8 Aureobasidium pullulans
3 T3.9 Aureobasidium pullulans
3 T3.10 Aureobasidium pullulans
3 T3.11 Hyphopichia pseudoburtonii
3 T3.12 Enterobacter hormaechei
3 T3.13 Aureobasidium pullulans
3 T3.14 Aureobasidium pullulans
3 T3.15 Aureobasidium pullulans
6 T6.7 Saccharomyces cerevisiae
6 T6.15 Saccharomyces cerevisiae
10 T10.7 Saccharomyces cerevisiae
10 T10.15 Saccharomyces cerevisiae
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Como se puede observar, los resultados, con un porcentaje de similitud de > 99%, no
concuerdan con los obtenidos en la prueba mediante agar nutriente WL. Sin embargo,
si concuerdan con los datos obtenidos de crecimiento en lisina y actividades
enzimaticas.

La gran mayoria de los aislados en los dias 0 y 3 son Aureobasidium pullulans, menos
T3.5 y T3.6 que pertenecen a la especie Metschnikowia pimensis y T3.11 que es una
Hyphopichia pseudoburtonii. El resto de aislados identificados aleatoriamente de los
dias 6 y 10 pertenecen a la especie Saccharomyces cerevisiae.

La levadura T10.6 es una levadura ovoide que no fue secuenciada y no es identificable
por morfologia. Los resultados no son concluyentes, por lo que seria interesante
identificarla a nivel de especie para concretar.

El aislado T3.12 se tuvo que identificar a parte por no pertenecer al grupo de los
hongos. Se realizdé una identificacion de bacterias aislando su ADN y amplificando la
region de interés (fragmento del gen rpoB) para su posterior secuenciacion. Se
introdujeron las secuencias en la base de datos GenBank NCBI, con el programa
BLAST. Como se puede ver, el resultado obtenido fue la especie de bacteria
Enterobacter hormaechei. Se repitid la observacion al microscopio y se confirmé la
presencia de bacterias, pudiéndose deber el error a una contaminacion posterior o una
visualizacién incorrecta al microscopio.

4.3.3. Especies no-Saccharomyces aisladas

De las 63 levaduras aisladas, el 36,5% resultaron ser levaduras no-Saccharomyces.
Se aislaron tres especies diferentes de levaduras no-Saccharomyces: Aureobasidium
pullulans, Metschnikowia pimensis 'y Hyphopichia pseudoburtonii.

Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans fue la especie mas abundante, representando el 86,9% de las
especies aisladas no-Saccharomyces presentes en el mosto. Aureobasidium es uno
de los géneros que mas abundan en las primeras etapas de los mostos espontaneos.
La presencia generalizada de A. pullulans se atribuye a su notable tolerancia a una
amplia gama de tensiones ecoldgicas que incluyen ambientes acidos, basicos, frios e
hipersalinos, asi como a su flexibilidad nutricional asociada a su extenso perfil
enzimatico (Onetto et al., 2020).

Hay estudios que han demostrado la capacidad de esta especie para sobrevivir en el
mosto mientras produce polisacaridos, polimeros de acido malico (acido poli 3-malico)
y enzimas con actividad de pectinasa, B-glucosidasa, lipasa, proteasa y tanasa (Lin et
al., 2020). Se ha reportado sobre todo actividad pectinolitica para la especie al crecer
en mosto, donde tiene un impacto significativo en el color, las propiedades aromaticas
y la eficiencia de clarificacién del vino resultante (Merin & Morata de Ambrosini, 2015;
Merin & Morata de Ambrosini, 2018).

En general tiene muy poca resistencia al etanol, consumiendo cantidades minimas de
azucar comparado con otras especies (Lin et al.,, 2020). Tiene variabilidad de
resistencia al SO, dentro del género.

Martin de la Higuera, Sara
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID, CAMPUS DE PALENCIA

Grado en Enologia

Pagina 22 de 33



Aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyes en Tempranillo

Se ha demostrado que esta especie puede afectar a la cinética de fermentacién, ya
que compite por metales como Zn y Fe, afectando las capacidades de fermentacion de
especies como S. cerevisiae, y a parte, secreta Aureobasidina A (AbA), que es un
compuesto que tiene una fuerte accion fungicida frente a levaduras del género
Candida o Saccharomyces (Onetto et al., 2020).

La abundancia de A. pullulans en mosto podria afectar al perfil aromatico de los vinos,
reduciendo la concentracién de alcoholes superiores y aumentando la concentracion
de algunos ésteres etilicos agradables (Morata de Ambrosini & Merin, 2018). También
se observan cambios en la concentracion de acidos volatiles, (Onetto et al., 2020;
Merin & Morata de Ambrosini, 2015), por lo que se requieren mas estudios sensoriales
para determinar el impacto de esta especie en el perfil aromatico de los vinos
fermentados espontaneamente.

En resumen, A. pullulans parece ser prometedor para aplicar a la vinificacion a baja
temperatura como cultivo adjunto a S. cerevisiae para mejorar la calidad del vino y el
proceso de vinificacion.

Metschnikowia pimensis

De las levaduras aisladas no-Saccharomyces presentes en el mosto, dos de ellas
resultaron ser de la especie Metschnikowia pimensis. El género Metschnikowia es de
los mas abundantes en las primeras etapas de la fermentaciéon. Sin embargo, géneros
como este, pueden llegar a aparecer al final de la fermentacion con S. cerevisiae, si se
les aplica una disminucion de la temperatura (Di Maro et al., 2007).

Las levaduras del género Metschinikowia presentan un comportamiento oxidativo, por
lo que no es de extrafiar encontrarlo en cosechas de uva caracterizadas por climas
himedos y lluviosos. Estudios demuestran que especies del género Metschnikowia
presenta actividad glucosidasa, pectinasa y glucanasa (Ganga & Martinez, 2003).

Esta levadura tuvo diferentes resultados al resto de levaduras no-Saccharomyces del
estudio, ya que tuvo menor crecimiento en medio lisina, menor actividad p-glucosidasa
por su leve coloracién del medio, y menor actividad proteasa ya que el halo mas claro
alrededor de la colonia no estaba muy marcado.

Sin embargo, no se ha encontrado ninguna referencia bibliografica que relacione
especificamente a la especie Metschnikowia pimensis con la elaboracién de vino
(Kurtzman et al., 2011).

Hyphopichia pseudoburtonii

Aislamos una Hyphopichia pseudoburtonii de las especies no-Saccharomyces
presentes en el mosto. El género Hyphopichia fermenta glucosa y otros azucares
(Kurtzman et al., 2011).

Hyphopichia burtonii es la especie tipo del género y fue identificada como levadura con
actividades amiloliticas, lipoliticas y/o proteoliticas (Tan Gana et al., 2014). Sin
embargo, se le conoce como “moho de tiza” siendo una levadura de deterioro de
alimentos relacionada con productos de panaderia (Hocking, 2014).
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Hyphopichia pseudoburtonii es una levadura de fermentacion semianaerébica. Puede
utilizar como unica fuente de nitrégeno la lisina y es capaz de hidrolizar la arbutina
como se ha demostrado en el estudio (NCYC 3383). Rollero et al. (2018) comprobaron
que esta levadura produce una ligera cantidad de H,S. Es una especie con la
capacidad de fermentacion baja y con tendencia a atascarse, tiene un consumo muy
bajo de nitrégeno.

No se han encontrado muchas referencias bibliograficas que relacionen a Hyphopichia
pseudoburtonii con la elaboracion de vino.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente estudio, en el que se ha llevado a cabo
aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyces y su posterior identificacion a
nivel de especie mediante distintos métodos, se pueden sacar las siguientes
conclusiones:

e De los dos medios de cultivo que se emplearon para el aislamiento, el medio
CECT 138 se utilizd con la finalidad de facilitar el aislamiento de no-
Saccharomyces, aunque al no adicionar antibiéticos, fungistaticos, o modificar
el pH, se complico el aislamiento con el crecimiento de mas bacterias y mohos
que en el medio YEPD.

e El medio agar lisina y los medios de cultivo basados en propiedades
enzimaticas especificas de levaduras no-Saccharomyces son utiles para poder
diferenciar levaduras no-Saccharomyces de Ilevaduras del género
Saccharomyces después de un aislamiento.

e Las levaduras no-Saccharomyces se aislan en las primeras etapas de la
fermentacion, encontrando Saccharomyces cerevisiae en etapas mas
avanzadas de esta, fermentacién tumultuosa y final de fermentacion.

e Las cepas estudiadas de levaduras no-Saccharomyces poseen actividades
enzimaticas proteasa y B-glucosidasa, por lo que pueden resultar de interés
para inoculaciones mixtas.

o El empleo del medio de cultivo WL para identificacion de levaduras a nivel de
especie no resulté ser adecuado. Se identificaron morfologias distintas dentro
de la misma especie y no se disponia de la descripcion morfolégica de todas
las especies de levaduras presentes en el mosto.

o La especie de levadura aislada Aureobasidium pullulans es una de las mas
presentes en las primeras etapas de la fermentaciéon y todos los aislados de
esta especie poseen las actividades enzimaticas estudiadas.

La actividad enzimatica no es caracteristica de un género o especie en particular, sino
que depende de la cepa de levadura seleccionada por lo que es interesante
caracterizar cada aislado para determinar su potencial como productor de enzimas.
Entre las perspectivas de futuro del estudio realizado se sugiere continuar con la
caracterizacion de Aureobasidium pullulans, su interaccion y/o compatibilidad con
otras levaduras y comprobar su potencial enolégico en profundidad.
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ANEXOS

Aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyes en Tempranillo

ANEXO 1. Aislados en medio YEPD y CECT 138 de dia 0, 3, 6 y 10.

Tabla 7: Total de aislados en medio YEPD y CECT 138 de los dias 0, 3, 6 y 10 y su nomenclatura

T=0
AISLADOS MEDIO CULTIVO | MICROORGANISMO | NOMENCLATURA

1 YPD LEVADURA T0.1
2 YPD LEVADURA T0.2
3 YPD BACTERIA -

4 YPD BACTERIA -

5 YPD LEVADURA T0.3
6 YPD LEVADURA T0.4
7 YPD LEVADURA T0.5
8 YPD LEVADURA T0.6
9 YPD LEVADURA T0.7
10 YPD LEVADURA T0.8
11 YPD BACTERIA -
12 YPD LEVADURA T0.9

T=3
AISLADOS MEDIO CULTIVO | MICROORGANISMO | NOMENCLATURA

1 YPD LEVADURA T3.1
2 YPD - -

3 YPD LEVADURA T3.2
4 YPD LEVADURA T3.3
5 YPD LEVADURA T3.4
6 YPD LEVADURA T3.5
7 YPD LEVADURA T13.6
8 YPD LEVADURA T3.7
9 YPD LEVADURA T13.8
10 YPD LEVADURA T3.9
11 YPD LEVADURA T3.10
12 YPD LEVADURA T3.11
1 LM BACTERIA -

2 LM LEVADURA 13.12
3 LM - -

4 LM LEVADURA T3.13
5 LM BACTERIA -

6 LM BACTERIA -

7 LM BACTERIA -
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Continuacion Tabla 7: Total de aislados en medio YEPD y CECT 138 de los dias 0, 3, 6 y 10 y su

nomenclatura

Aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyes en Tempranillo

T=3
AISLADOS MEDIO CULTIVO | MICROORGANISMO | NOMENCLATURA

8 LM - -

9 LM - -
10 LM BACTERIA -
11 LM LEVADURA T3.14
12 LM LEVADURA T3.15

T=6
AISLADOS MEDIO CULTIVO | MICROORGANISMO | NOMENCLATURA

1 YPD LEVADURA T6.1
2 YPD LEVADURA T6.2
3 YPD LEVADURA T6.3
4 YPD LEVADURA T6.4
5 YPD LEVADURA T6.5
6 YPD LEVADURA T6.6
7 YPD LEVADURA T6.7
8 YPD LEVADURA T6.8
9 YPD LEVADURA T6.9
10 YPD LEVADURA T6.10
11 YPD LEVADURA T6.11
12 YPD LEVADURA T6.12
1 LM BACTERIA -

2 LM LEVADURA T6.13
3 LM BACTERIA -

4 LM BACTERIA -

5 LM BACTERIA -

6 LM BACTERIA -

7 LM LEVADURA T6.14
8 LM BACTERIA -

9 LM LEVADURA T6.15
10 LM BACTERIA -
11 LM LEVADURA T6.16
12 LM BACTERIA -
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Aislamiento y seleccion de levaduras no-Saccharomyes en Tempranillo

Continuacioén Tabla 7: Total de aislados en medio YEPD y CECT 138 de los dias 0, 3, 6 y 10 y su
nomenclatura

T=10
AISLADOS MEDIO CULTIVO | MICROORGANISMO | NOMENCLATURA

1 YPD LEVADURA T10.1

2 YPD LEVADURA T10.2

3 YPD LEVADURA T10.3
4 YPD LEVADURA T10.4
5 YPD LEVADURA T10.5
6 YPD LEVADURA T10.6
7 YPD LEVADURA T10.7
8 YPD LEVADURA T10.8
9 YPD LEVADURA T10.9
10 YPD LEVADURA T10.10
11 YPD LEVADURA T10.11
12 YPD LEVADURA T10.12
1 LM LEVADURA T10.13
2 LM LEVADURA T10.14
3 LM LEVADURA T10.15
4 LM LEVADURA T10.16
5 LM LEVADURA T10.17
6 LM LEVADURA T10.18
7 LM LEVADURA T10.19
8 LM LEVADURA T10.20
9 LM LEVADURA T10.21
10 LM LEVADURA T10.22
11 LM LEVADURA T10.23
12 LM LEVADURA T10.24
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