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Introduccién 3

1.1. Los origenes de la vid y del vino

La vid ya existia en el mundo cuando el hombre hizo su aparicion. Debido a la evolucion,
los habitos respecto a esta planta fueron cambiando. Desde el deleite, como alimento fresco,
de los dulces granos de uva al final del verano, pasando por la conservacion de las uvas en
forma de pasas, hasta llegar, de modo accidental, a una nueva y agradable bebida: el vino,
que era capaz de calmarle la sed, reconfortarle y, magicamente, euforizarle.

La uva es Unica, no solamente por ser uno de los mayores cultivos horticolas, sino por su
historica conexion con el desarrollo de la cultura humana. Ademas, el principal producto
obtenido de ésta, el vino, ha jugado un papel muy importante en el modo de vida de la
poblacion Mediterranea (Blanco, 1997).

En la familia Vitaceae, el género Vitis es el de mayor importancia agronémica. Este
género esta compuesto por unas 60 especies inter-fértiles que existen casi exclusivamente en
el Hemisferio Norte, entre las que Vitis vinifera es la Unica empleada de modo global en la
industria vinicola.

Existen miles de variedades de V. vinifera aunque el mercado mundial de la produccién
de vino esta dominado por un pequeifo numero de estas variedades. Estas variedades se
clasifican de acuerdo al producto final: uva para vino, uva de mesa y pasas. Por el contrario
la forma salvaje, posible antecesora de las variedades actuales (Zohary 1995) no es muy
comun.

El proceso de domesticacion de las uvas parece estar ligado al descubrimiento del vino,
aunque no esta claro que proceso acontecio en primer lugar (McGovern 2004; Royer 1988). La
primera evidencia sobre la produccion de vino se encontro en Iran, concretamente en Hajji
Firuz Tepe, lugar situado al norte de los montes Zagros, sobre el 7.400-7.000 A.C. (McGovern
2004; McGovern et al. 1996). Desde este lugar posiblemente se fue propagando hacia las
regiones adyacentes como Egipto y Mesopotamia (alla por el 5.500-5.000 A.C.), para después
extenderse por todo el Mediterraneo, asi como por las principales civilizaciones (Asiria,
Fenicia, Griega, Romana, Etrusca y Cartaginesa). Fueron los romanos los que posibilitaron la
expansion continental de V. vinifera, alcanzando su cultivo varias regiones templadas de
Europa, incluso el norte de Alemania. En la edad media, la Iglesia Catolica tomo el relevo a
los Romanos en el proceso de diseminacion del cultivo de la uva, sobre todo debido a las
cruzadas. La extension del Islam en el Norte de Africa, Espafia y en el Medio Este también fue
relevante.

Después del renacimiento (siglo XVI), V. vinifera colonizé varias regiones donde no era
indigena. Los misioneros la introdujeron en América (primero como semillas y luego por
esquejes). Mediante esquejes, también se extendid hasta Sudafrica, Australia y Nueva
Zelanda en el siglo XIX, siendo aln mas tardia su introduccién en el norte de Africa (Royer,
1988).

A finales del siglo XIX, tras varios milenios de expansion, la filoxera (hemiptero parasito
de la vid procedente de América) provocod la destruccion de la mayoria de los vifiedos
europeos, produciendo un cambio drastico en la diversidad de las especies. De hecho, la
diversidad encontrada a dia de hoy en V. vinifera es un pobre reflejo de la existente
previamente a la aparicion de la filoxera. La solucion vino del pais originario del problema: el
uso de especies no viniferas del género Vitis como porta injertos, desarrollandose hibridos
inter-especificos resistentes a la enfermedad. El uso de éstos se extendié hasta mediados del
siglo XX (This et al., 2006).
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En los afos 50 las diferentes variedades de uva sufrieron una drastica disminucion en su
diversidad, debido principalmente a la globalizacion de la industria vinicola y la
comercializacion de un nUmero reducido de variedades conocidas mundialmente que ha
producido inevitablemente la desaparicion de variedades locales (Pouget, 1988).

1.1.1. Especies y variedades de uvas

1.1.1.1. El género Vitis

La vid se engloba dentro del género Vitis, que junto con otros 15 géneros constituyen la
familia Vitaceae. Estos Ultimos predominan en regiones tropicales y subtropicales y presentan
un caracter trepador. Sin embargo, el género Vitis predomina en climas templados y se divide
en dos sub-géneros, Euvitis y Muscadinia. Dentro del primero se engloban la mayoria de las
especies asociadas al género Vitis, ya que el sub-género Muscadinia solo incluye tres especies.
(Ver figura 1.1) (Vivier y Pretorius 2000). Existen diferencias notables entre las especies de
ambos subgéneros. Las especies pertenecientes al subgénero Euvitis presentan
desprendimiento de la corteza, pequehas lenticelas, zarcillos ramificados, agrupaciones de
flores alargadas y semillas en forma de pera. Por el contrario, las especies del género
Muscadinia no presentan desprendimiento de la corteza, tienen grandes lenticelas, zarcillos
no ramificados y pequenas agrupaciones de flores y semillas en forma de bote. Las diferencias
fenotipicas observadas también se confirman por las diferencias encontradas en la
composicion cromosomal. Mientras que Euvitis spp. presenta 38 cromosomas, Muscadinia
spp. tiene 40. El cruce entre los dos subgéneros es posible, y la descendencia resultante
presenta una pobre fertilidad (debida al impreciso emparejamiento meiotico y separacion de
los cromosomas). Sin embargo, las especies dentro de cada sub-género hibridan
adecuadamente obteniéndose una progenie vigorosa y fértil, siendo esta una estrategia
empleada por los productores.

1.1.1.2. Las especies Vitis

Diversos autores consideran que las especies Vitis spp. estan evolucionando hacia nuevas
especies, por lo que deben ser consideradas mas bien como ecoespecies, representando
poblaciones de vides que son el resultado de un conjunto de adaptaciones a unas condiciones
medioambientales determinadas (Mullins et al., 1992). Se ha demostrado que las diferencias
cuantitativas encontradas entre las diferentes especies estan ampliamente influenciadas por
las condiciones medioambientales, de modo que no pueden ser consideradas como
descriptores taxonémicos.

La evolucion, origen geografico y distribucion de las especies pertenecientes al género
Vitis ha sido ampliamente estudiada. Las diferentes especies se encuentran distribuidas por
todo el mundo (Vitis vinifera se encuentra Unicamente en Europa), lo que parece indicar que
la formacion de los continentes como hoy los conocemos puede ser el origen de esta
distincion. La separacion de los continentes habria provocado la diferente evolucion desde
ancestros comunes.

La mayoria de los vifiledos pertenecen a la especie europea Vitis vinifera. Su
domesticacion ocurri6 alla por el afio 5000 A.C. en Europa. Se suele hacer una distincion entre
vides silvestres (designadas como subespecies “sylvestris™, ver figura 1.1) y las domesticadas
(designadas como subespecies “sativa”), aunque se cree que las especies silvestres son
formas espontaneas de las vides domesticadas. Sin embargo, tanto las semillas como el polen
son distinguibles entre ambas especies lo que asienta la base de interpretacion de los fosiles
existentes (Jackson, 2008).
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Figura 1.1: Esquema condensado de clasificacién de Vitis vinifera. Se muestra la clasificacién hasta el nivel de
variedad, centrandonos en la que muestra un mayor interés para nosotros, la variedad Prieto Picudo. (Adaptado de
Mullins et al., 1992).

A diferencia de otras plantas, el proceso de domesticacion ocurre con relativa facilidad
en la vid. Esto es debido a varias caracteristicas como la capacidad para trepar que permiten
su cultivo junto con otras plantas con una minima atencion. Debido a sus minimos
requerimientos de minerales y de agua pueden sobrevivir en suelos superficiales y marginales
no validos para otras plantas. Ademas poseen una gran capacidad de propagacion y pueden
ser sometidas a procesos de poda, para disminuir su capacidad trepadora y favorecer el
monocultivo (Jackson, 2008). El hecho mas significativo en el proceso de domesticacion fue
debido a caracteres reproductivos, ya que las especies salvajes son unisexuales y de éstas se
produjo un salto hasta especies con flores autofértiles (Carbonneau 1983; Mullins et al. 1992).
Otra caracteristica relacionada con la domesticacion es el hecho de que las uvas presentan un
bajo indice de semillas mientras que el tamafo de la baya es elevado.

La produccion de uva y la elaboracion de vino siempre han estado unidas. Ademas el
papel del vino en las actividades religiosas dié un impulso al cultivo de uva y por tanto a la
diseminacion de la viticultura. Se considera que el origen del vino acontecié en el sur
Caucasico comprendiendo regiones del noroeste de Turquia, norte de Irak, Iran, Azerbaiyan y
Georgia. También se acepta que V. vinifera sufri6 un proceso de domesticacion en esta
region, junto con un proceso de domesticacion, de modo independiente, en Espaina
(Stevenson 1985; Nunez y Walker 1989). Desde estas areas se produjo un proceso de
diseminacion hacia otras regiones. Debido a los movimientos migratorios poblacionales hacia
el oeste se produjo el establecimiento de la produccion de vino en la region mediterranea,
desde donde se produjo su dispersion hacia otras regiones del mundo donde Vitis no era una
especie indigena, como Palestina, Alemania, Africa y Australia. De hecho, a dia de hoy,
existen 8 millones de hectareas de vifiedo por todo el mundo.

Cuanto mas pronto ha sido domesticado un cultivar (y por tanto sometido a un proceso de
seleccion durante un periodo mas largo) presenta un mayor nimero de rasgos relacionados
con el proceso de domesticacion (bayas de gran tamano con gran cantidad de zumo y racimos
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con grandes ramas) que los que tienen un origen mucho mas reciente. En este hecho se basa
la clasificacion realizada por Negrul (1938) en proles orientalis, proles pontica y proles
occidentalis (ordenadas de mayor a menor origen evolutivo). El grupo orientalis se encuentra
principalmente en Asia Central, Afganistan, Iran, Armenia y Azerbaiyan, predominando las
uvas de mesa. El grupo pontica se encuentra en Georgia, Asia Menor, Grecia, Bulgaria,
Hungria y Rumania englobandose principalmente uvas para la elaboracion de vino y unas
pocas uvas de mesa. Los cultivares presentes en Francia, Alemania, Espafa y Portugal son de
un origen mucho mas reciente y se engloban dentro del grupo occidentalis estando formadas
principalmente por uvas de vino. Estas denominaciones se redefinieron como “sortotipos”;
para agrupar variedades que compartan origen geografico y varios descriptores morfologicos y
agronémicos (Negrul, 1938).

La palabra “cultivar” es una combinacion de los términos cultivado y variedad y se debe
distinguir de la variedad botanica analoga, que seria una poblacién de plantas que presentan
unas caracteristicas Unicas que se dan de modo natural. Es importante resaltar que aunque un
cultivar es una Unica poblacion de plantas, se ha obtenido de modo artificial debido a la
mediacion humana, pudiendo haberse desarrollado de otro modo (Hartmann et al., 1990).
Existen mas de 24.000 nombres en uso para cultivares, aunque se piensa que los cultivares de
Vitis vinifera verdaderos serian unos 5.000 (Alleweldt, 1988). Dichos cultivares habrian sido
originados mediante cruces espontaneos entes especies salvajes y cultivares, procesos de
domesticacion de especies salvajes o cruces espontaneos de dos cultivares. Sin embargo, los
cultivares por cruces controlados se encuentran en baja proporcion en el mercado. Esto es
debido principalmente a la politica conservadora de la industria vinicola. El uso de nuevos
cultivares solo es posible en aquellos paises donde la produccion de vino esta menos
establecida y regulada (por ejemplo Sudafrica).

El principal objetivo en cuanto a cruces entre diferentes especies se centra en la
posibilidad de eliminar el injerto y de combinar los fenotipos resistentes de los cultivares
americanos con los existentes para Vitis vinifera. Debido a su gran éxito y debido a la
amenaza que suponen para las especies indigenas esta técnica se ha prohibido en paises como
Francia, aunque es ampliamente utilizada en otras partes del mundo (Jackson, 2008).

Las especies americanas jugaron un papel muy importante en el control de la epidemia
de la filoxera (causada por el insecto Dactylasphaera vitifolia), como ya se ha indicado en el
apartado anterior, que devasto la mayoria de los vifiedos europeos tanto de uva de mesa
como de vino, entre los que se encontraba Espafa. Las especies americanas se habian
desarrollado con la filoxera en su habitat, y por tanto tenian un grado de resistencia mucho
mas elevado. Es un caso paradojico, ya que tanto el problema como la solucion llegaron
desde el mismo lugar; se emplearon hibridos entre las diferentes especies con especies
americanas obtenidos mediante injerto, de modo que se conseguia resistencia contra la
filoxera, nematodos y otros factores abioticos.

1.2. Denominacion de origen «Tierra de Le6n»

La Denominacion de Origen (DO) “Tierra de Ledén” abarca vifedos localizados
mayoritariamente en el sureste de la provincia de Ledn y, en menor medida, en el norte de
Valladolid (Castilla y Ledn, Espana). Las primeras noticias documentales de caracter
vitivinicola sobre la region en la que se asienta la DO datan de comienzos del siglo X. Estas
indicaban que los vifiedos, junto con los molinos para la transformacion cerealista, eran las
principales fuentes econémicas de la zona.
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El sur de la provincia de Ledn, desde la época romana, se convirtiéo en zona de paso de
multitud de viajeros por las dos grandes rutas que discurrian por la actual zona de
produccion, “La Via de la Plata” y “El Camino de Santiago”. El asentamiento de monasterios
al amparo de estas rutas de peregrinacion permitio el resurgir de la viticultura en la zona.
Segun varios documentos de la segunda mitad del siglo X, pertenecientes al archivo de la
Catedral de Ledn, queda acreditada la adquisicion de terrenos para el cultivo de vifas por el
monasterio de Santa Maria y Santiago (Valdevimbre).

Los cultivos tipicos de esta region son de la variedad autoctona denominada “Prieto
Picudo”, presentando una ubicacion ancestral en el sur de la provincia de Ledn. Ya las
tradicionales “bodegas-cuevas” rupestres, representantes de la arquitectura popular,
generaban un microclima ideal, debido a las bajas temperaturas, para la elaboracion del
tradicional vino de aguja de esta tierra. Sobre este tipo de vino se asienta la cultura vinicola
de la zona, aunque actualmente también se producen unos excelentes vinos de crianza bajo
esta DO.

En la década de los 80 del pasado siglo, un grupo de cooperativas y bodegas
pertenecientes a la zona Valdevimbre - Los Oteros - Cea, dieron los primeros pasos para
formar lo que seria una Asociacion Profesional de viticultores, elaboradores y embotelladores.
Alla por el 2004 se obtuvo la distincion de “Vino de Calidad de Tierra de Léon”, culminando el
27 de julio de 2007 el proceso con la concesion de la DO. Con todo esto se persigue la
promocion de los vinos, la diferenciacion de éstos con respecto a otros y, por supuesto, la
mejora continua de su calidad.

1.2.1. Zona de produccion (Situacion geografica)

La zona de produccion se encuentra virtualmente delimitada entre las riberas del rio Esla
y del Cea. Concretamente en el sur de la provincia de Leon junto con una pequeiia parte de
la provincia de Valladolid, limitando ésta con las provincias de Zamora y Palencia. La
superficie de produccién asciende a 3.317 km?. Esta superficie estaria compuesta por los
terrenos ubicados en los términos municipales de los municipios, que tras superar un estudio
se han considerado adecuados para la produccion de uva. Se trata de un total de 88
municipios, de los cuales la mayoria, 69, se encuentran en la provincia de Ledn, mientras que
el resto se encuentran en la provincia vallisoletana.

La Denominacion de Origen cuenta a dia de hoy con 33 bodegas, estando situadas 32 en
la provincia de Ledn y solamente una en la provincia de Valladolid. Al amparo de la
denominacién se encuentran inscritos 379 viticultores, que en conjunto cultivan una
extension de vifedo de mas de 1.300 hectareas (datos aportado por el Consejo Regulador de
la DO “Tierra de Léon”. Ver www.dotierradeleon.es).

1.2.2. Clima

Como se ha indicado, el ambito geografico en el que se asienta la DO se encuentra
influenciado por dos riberas, la del rio Esla y la del Cea. Por la localizacion, deberiamos de
encontrarnos con un clima mediterraneo, en su variante fria. Sin embargo la elevada altitud
de la meseta, asi como la proximidad de la cordillera cantabrica, modifican las caracteristicas
climaticas dando un caracter de fuerte continentalidad. No existen condiciones de
temperatura extrema ni en el periodo estival ni en el invernal. Las heladas no superan los -15
°C (temperatura limite invernal para la vid), mientras que en los periodos calidos la
temperatura es superior, de media, a los 20 °C (necesaria para la floraciéon y envero de la
vid). El periodo otonal es suave y lluvioso favoreciendo un buen final de maduracion. Pero sin
duda la caracteristica mas importante en lo referente al clima reside en la diferencia extrema
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de temperatura entre el dia y la noche. Dicha particularidad favorece la acumulacion de
polifenoles y por tanto la potenciacion de los aromas. Las precipitaciones permiten su cultivo
sin riegos, salvo afos aislados. Ademas la cantidad de sol que reciben las bayas es suficiente
para producir una maduracion uniforme del fruto.

1.2.3. Suelo

Los suelos sobre los que se asientan los cultivos se encuentran a una cota por debajo de
los 900 metros, sobre terrazas aluviales. En general en esta zona encontramos dos tipos de
suelos: los pardos sobre depdsitos pedregosos, y los calizos sobre materiales blandos. Estos
terrenos son los mas adecuados para la produccion de vifledo de alta calidad, prueba de ello
es que las grandes denominaciones de Castilla y Ledn se asientan en estos mismos suelos.

Las principales caracteristicas de estos terrenos serian: excelente drenaje interno,
aceptable capacidad de retencion hidrica, facilidad de aireacion y penetrabilidad de raices,
un bajo contenido de sales minerales, caliza en proporciones adecuadas y pobreza en lo que a
materia organica se refiere.

1.2.4. Variedades englobadas en la DO

Las variedades autorizadas bajo esta DO son varias aparte de la ya mencionada Prieto
Picudo. Esta Ultima representa el 50 % de la produccion, siendo una variedad tinta, de racimo
pequefio y compacto, resistente a la sequia y con una fertilidad media-alta. Mediante la
técnica de “madreo”, consistente en afadir racimos enteros en la cuba de fermentacion, se
consigue el afamado vino de aguja, aunque también es adecuada para la produccion de vinos
jovenes y envejecidos en roble. Los vinos producidos bajo esta denominacion de origen son
muy aromaticos, persistentes en boca y se caracterizan por una acidez natural del orden de 7
g/L de acido tartarico.

Ademas de la variedad principal Prieto Picudo se permiten otras variedades
complementarias en la elaboracion de los vinos. Entre las variedades tintas destaca la Mencia
(17 % de la superficie cultivada), Tempranillo (12 %) y Garnacha Tinta (2 %). En cuanto a
variedades blancas destaca la Verdejo, con un 15 % de la superficie de cultivo, dando como
resultado vinos con un caracteristico color amarillo verdoso, adecuada graduacion y acidez
junto con un notable contenido en glicerol. El Albarin Blanco, con un 5 %, da lugar a vinos con
aromas citricos y florales. La variedad Godello produce unos caldos blancos con una acidez
media y unos aromas muy frescos. Aparte de las anteriores variedades blancas, existen
variedades complementarias para la elaboracion de estos caldos, concretamente la variedad
Malvasia y Palomino (abarcando un 1% y 2% de las superficies cultivadas respectivamente).

La DO elabora tres tipos de vinos. Los criterios respecto a las proporciones de las
diferentes variedades para cada tipo de vino serian:

a) Blanco: Elaborado con un minimo de 50 % de variedades blancas principales
(Albarin 'y Godello), pudiendo ser el resto de las variedades blancas
complementarias.

b) Rosado: Elaborados con un minimo del 60 % de variedades tintas Prieto Picudo
y/o mencia. El resto puede ser aportado por las variedades complementarias
tintas y/o blancas. La graduacion alcohélica minima sera de 11° (% vol.)

c) Tinto: Elaborados a partir de un minimo del 60 % de variedades tintas Prieto
Picudo y/o Mecia, mientras el 40 % restante se puede repartir entre el resto de
variedades tintas complementarias.
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No obstante conviene destacar que se producen muchos vinos mono-varietales, en cuya
elaboracion se emplea exclusivamente uva Prieto Picudo.

1.2.5. Envejecimiento de vinos

Aparte de los tradicionales vinos de aguja, actualmente se producen vinos envejecidos en
barrica de roble. En funcion del periodo de envejecimiento obtendran diferente distincion.
Asi, un vino de “Crianza” sera aquel que se someta a un periodo minimo de envejecimiento
de 24 meses, de los cuales seis habran sido en barricas de madera de roble con capacidad
maxima de 330 litros. Las ahadas que lo permitan, si el producto final presenta unas
caracteristicas organolépticas adecuadas, pueden ser sometidas a un proceso de
envejecimiento superior. Para obtener la distincion de “Reserva” el periodo de
envejecimiento asciende hasta los 36 meses, 12 de los cuales deben tener lugar en barrica.
Un “Gran Reserva” requiere un periodo minimo de 60 meses, 18 de los cuales en barrica. En
los tres casos mencionados, el periodo no completado en barrica sera complementado en
botella.

1.2.6. Datos de produccién

La produccion de esta DO esta en continuo aumento, en gran medida debido a su
juventud, siendo la mas nobel en el territorio Nacional. La produccion de uva en la cosecha
de 2.010 fue de 3.826.050 kilogramos, con un incremento del 45 % en relacion al afo 2.010.
Las botellas puestas en el mercado en la citada cosecha fueron de 1.868.597, lo que supone
un incremento del 88,8 % en solo diez anos (Datos de la DO, www.dotierradeleon.es). Sin
embargo es importante destacar que la produccion de esta uva con respecto a la produccion
total de Castilla y Leon supone Unicamente un 1,87 % (Servicio de Estadistica de la Consejeria
de Agricultura y Ganaderia de la Junta de Castilla y Leon).

1.3. Uva, la materia prima

El fruto de la vid es en realidad un conjunto de frutos en forma de racimo, agrupados por
un organo herbaceo o lefioso conocido como raspon o escobajo que soporta un alto nimero de
bayas o frutos carnosos de pequeno tamano. En su origen, los racimos lo fueron de flores y
tras su desarrollo o fecundacion cada flor se transforma, a lo largo de un periodo de
maduracion, en el correspondiente fruto o grano de uva. Estos racimos son la materia prima
que llega a las bodegas. Tras varios procesos se obtiene el mosto natural de uva, y a partir de
éste, por un proceso de fermentacion, se obtienen los vinos.

Vamos a ver de modo separado los principales componentes en un racimo de uva: el
raspon y los granos de uva (Togores, 2003).

1.3.1. Bayas o granos de uva

Las caracteristica de las bayas estan principalmente influenciadas por la variedad de uva
y en menor medida por las condiciones de cultivo del vinedo. Atendiendo a su forma
podremos clasificar los granos en funcion de la morfologia (aplastados, esféricos, elipticos,
etc.). La variedad Prieto Picudo se definiria como eliptica corta.

El tamafio de las bayas es otro parametro determinante. Las de gran tamafo presentan
una reducida relacion superficie del hollejo/volumen de pulpa, estando en clara desventaja
con las de menor tamafo, donde la relacion es mas alta, ya que estas Ultimas producen vinos
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Figura 1.2: Estructura del racimo y de la uva. Se observan las partes mas importantes de estas.

de mayor calidad y tipicidad. Se cree que es debido a la mayor facilidad de paso de
compuestos de interés desde el hollejo al mosto.

Si atendemos a la coloracion las bayas se clasifican en blancas, rosadas, tintas y
tintoreras. En las tres primeras los pigmentos varietales se encuentran exclusivamente en el
hollejo, mientras que en la Gltima también se encuentran pigmentos en la pulpa. Por tanto,
una pulpa coloreada seria indicativa de una variedad tintorera. La uva Prieto Picudo seria
tintorera con una coloracion negra-azulada.

En cuanto a su estructura, los granos estan formados por una pelicula exterior
denominada hollejo. La masa que rellena éstos seria la pulpa y en el centro de los granos de
uva nos encontramos con un nimero variable de semillas o pepitas.

1.3.1.1. Hollejo

Es la parte exterior del grano de uva. La mision fundamental es encerrar los tejidos
vegetales de reserva que acumula el fruto, proteger la semilla como elemento perpetuador
de la especie y defender estas estructuras de las agresiones externas. Esta formada por tan
solo 6-10 capas de células. En relacion al grano de uva representa del 8-20 % del peso total.

La parte exterior del hollejo esta recubierta por una capa cerosa denominada pruina,
confiriendo a éste un aspecto mate o pulverulento. Su mision, debida a su hidrofobicidad, se
centra en proteger a la uva de las inclemencias del tiempo y evitar la evaporacion del agua
que contiene la pulpa. Otra de las misiones, muy importante desde el punto de vista
biologico, es la capacidad de retener microorganismos, principalmente levaduras autéctonas
de los vinedos.

La pruina esta compuesta en dos terceras partes de acido oleanico, ademas de otros
compuestos como alcoholes, ésteres, aldehidos, acidos grasos, parafinas, etc. El acido
oleanico es un factor de crecimiento para las levaduras, favoreciendo el depédsito de las
levaduras sobre la pruina. Ademas también interviene en la cinética del desarrollo de las
levaduras en la fase pre-fermentativa y fermentativa de la fermentacion alcohdlica. Este
efecto es aprovechado en los procesos de maceracion pelicular (principalmente vinos blancos)
y en las maceraciones de tinto (Togores, 2003).
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El hollejo es muy rico en polifenoles, dependiendo de la variedad de uva y del grado de
maduracion, conteniendo del 12 al 61 % del total de la uva. En los vinos tintos destacan los
antocianos y los taninos, siendo estos responsables de parte de la coloracion. Los antocianos
(del griego “anthos”, flor, y “kyanos”, azul) se encuentran en las vacuolas o en estructuras
especializadas (antocianoplastos) de las células del hollejo. Los taninos (3-flavonoles) se
encuentran en las vacuolas o asociados a las paredes celulares. Debido a la capacidad
fungicida de los taninos, se piensa que su distribucion, tanto en el hollejo como en la semilla,
atiende a una estrategia de defensa contra enfermedades. Entre los compuestos con
capacidad fungicida (conocidas como “fitoalexinas”) destaca el resveratrol (trans-3,4’,5-
trihidroxiestilbeno). Es el principio activo de varios “preparados parafarmacéuticos” que se
encuentran en el mercado, desde no hace mucho tiempo, a los cuales se les atribuye
propiedades anti-envejecimiento, si bien no se ha podido demostrar sobre humanos.

Otros compuestos de gran importancia en el hollejo son los aromas varietales. Estos son
principalmente compuestos terpénicos, norisoprenoides, metoxipirazinas, etc. Estos se sitlan
principalmente en la hipodermis del hollejo, es decir, en la capa mas interna del hollejo muy
proxima a la pulpa. Por tanto un cierto contacto entre el mosto y sus hollejos (maceracion
pelicular) puede favorecer el enriquecimiento aromatico de los vinos (mas adelante se
describiran los mecanismos de liberacion de estos compuestos).

En la enologia moderna, el hollejo esta considerado como la fraccion de la uva que
contiene los elementos que realmente caracterizan a un vino, a pesar de encontrarse en
pequenas cantidades. Estos reciben el nombre de “compuestos de bondad”, mientras que los
compuestos de la pulpa (mayoritarios) se denominan “compuestos de cantidad”. Por tanto, la
superficie de contacto hollejo-mosto es uno de los parametros determinantes en la
elaboracion de vinos. En esto Gltimo es determinante el tamafno de la uva: cuanto mas
pequefio es el grano mayor es la relacion superficie del hollejo/volumen de pulpa y la
maceracion sera mas eficiente. De hecho, existen técnicas de cultivo orientadas a la
obtencion de uvas de menor tamafo para potenciar dicho efecto (Togores, 2003).

1.3.1.2. Pepitas

Son los elementos encargados de perpetuar la especie por via sexual. El nimero varia
desde una a cuatro por baya y suele ser inversamente proporcional al tamano de la uva y al
grado de maduracion.

Las semillas de uva tienen dos componentes de interés. Uno de ellos es el aceite,
compuesto principalmente por acido oleico y linoleico que tiene excelentes propiedades
dietéticas para el ser humano por su bajo contendido en colesterol y por la alta relacion entre
acidos grasos insaturados y saturados (9:1). Otros componentes de interés serian los taninos,
ascendiendo hasta un 22-56 % de los polifenoles totales del grano de uva. Destacan los
leucoantocianos o procianidinas, catequinas, acido galico y cafeico entre otros.

En el proceso de maduracion de la uva, el contenido de taninos en las pepitas disminuye
por la migracion de éstos hacia el hollejo. En las semillas se encuentran poco polimerizados
resultando acidos y astringentes. Su contribucion es muy importante en la elaboracion de los
vinos tintos de guarda. En éstos los taninos polimerizan con los antocianos, suavizandose y
contribuyendo a la estabilizacion del color.

En el proceso de elaboracion de vinos se debe de poner especial cuidado en la integridad
de las semillas. Su rotura podria provocar una sensacion de dureza y verdor, ademas de
liberar las sustancias grasas (no deseadas) anteriormente citadas.
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1.3.1.3. Pulpa

Es la parte mas voluminosa del grano de uva, representando un 75-85 % de su peso. Las
células vegetales que forman la pulpa, estan ocupadas en casi todo su volumen por vacuolas,
dentro de las cuales se encontraria el mosto. El agua es el componente mayoritario en la
pulpa, representando mas de un 80 %, cuya principal mision es actuar como solvente del resto
de componentes (“componentes de cantidad” citados anteriormente). Puede alcanzar una
densidad entre 1,065 y 1,100 g/mL, debido a los azlcares (principalmente glucosa y fructosa)
presentes en el mosto, cuyas concentraciones varian entre 150 y 250 g/L.

Los acidos organicos, junto con los azlcares anteriormente mencionados, son los
compuestos mas importantes que contiene la pulpa. Destacan el tartarico, el malico y, en
menor medida, el citrico.

Los compuestos nitrogenados representan en la pulpa el 20-25 % del nitrogeno total del
grano de uva. La forma mineral (amoniacal) es la mas facilmente asimilable por las levaduras.
El mosto normalmente contiene cantidades suficientes para desarrollas la fermentacion
alcoholica sin problemas. El nitrogeno asimilable es importante para evitar paradas de
fermentacion. Si no se alcanzan unas concentraciones adecuadas de nitrogeno asimilable en
fermentacion (unos 200 mg/L), el mosto debe ser suplementado, debido a que el nitrogeno es
un factor limitante. Ademas debe existir una proporcion adecuada entre las fuentes de
carbono (principalmente azlcares) y las fuentes nitrogenadas (Bell y Henschke 2005).

En cuanto a los polifenoles, estos son fundamentalmente del tipo no flavonoides,
destacando los acidos cinamicos. También nos podemos encontrar con acidos bezoicos como
el acido galico. Los polifenoles flavonoides que puedan aparecen en la pulpa provendran de
trazas de los presentes en los hollejos, salvo en las variedades tintoreras que seran
responsables de la coloracion de la pulpa.

1.3.2. Raspdn o escobajo

Es el elemento que sirve de soporte a las bayas, ademas de via de alimentacion de éstas
a través de los vasos conductores situados en su interior. En peso representa del orden de un
3-7 % del peso total del racimo. En la figura 1.2 se puede ver su estructura. La forma del
escobajo determina la forma del racimo, principalmente influenciado por la variedad de vid,
y en menor medida por factores ambientales o de cultivo.

Si los elementos del raspén son largos, caso de las uvas de mesa, los racimos tienen un
aspecto suelto. Si por el contrario los elementos del raspéon son cortos, uvas de vinificacion,
los racimos se vuelven compactos hasta el punto de producirse deformacion poligonal en las
uvas debido al contacto.

En cuanto a su composicion, destaca la gran proporcion en polifenoles que presenta. Esto
podria ser interesante en los proceso de obtencion de vinos tintos con bajos contenidos de
estos compuestos en la uva. Sin embargo, los efectos colaterales son mayores a los beneficios
obtenidos: aumento de pH, pérdida de alcohol, aromas y sabores herbaceos (alcoholes de seis
atomos de carbono) y cierta aspereza. Por tanto se aconseja el despalillado de la vendimia en
el proceso de elaboracion del vino.

Como se ha indicado, con la variedad Prieto Picudo se emplea una técnica de vinificacion
denominada “madreo” para obtener los denominados “vinos de aguja”. Esta segunda
fermentacion (lenta) se consigue anadiendo uvas y racimos enteros en la cuba de
fermentacion. Con esto se consigue que el CO, disuelto de un cierto caracter a los vinos, sin
llegar a ser un vino espumoso. En estos casos es posible una aportacion de compuestos
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fendlicos debido al raspon de los racimos, aunque la adicion tardia de estos minimiza los
posibles efectos colaterales.

1.4. Microbiologia del vino

Una vez conocida la materia prima para la elaboracion de los vinos, analizaremos los
microorganismos responsables de este complejo proceso bioquimico. Como se vera, en el
proceso entran en juego diferentes especies microbianas con distinto protagonismo, pudiendo
tener un impacto positivo, o todo lo contrario, en el producto final.

1.4.1. Microorganismos implicados en la elaboracién del vino

El simple proceso bioquimico, propuesto por Louis Pasteur, de conversion de mosto de
uva en vino llevado a cabo por las levaduras (conversion de azicares en etanol, didéxido de
carbono y otros metabolitos) hoy en dia es considerado un proceso mucho mas complejo y
sofisticado.

La microbiota final encontrada en el mosto de uva se ve afectada, de modo indirecto,
tanto por los factores determinantes para los microorganismos “indigenas” del vifiedo, como
para los propios de la bodega. Ademas de los anteriores influyen otros muchos factores como
son: método de vendimia (manual o mecanico), transporte de las uvas hacia la bodega
(tiempo, temperatura uvas), pretratamiento del mosto (higiene del material empleado,
aireacion, tratamiento enzimatico, sulfitado, clarificacion, temperatura, inoculo con
iniciadores de fermentacion, etc.).

Aunque el contenido nutritivo de los mostos es elevado, este solo puede soportar el
crecimiento de un limitado nimero de microorganismos. El bajo valor de pH junto con el
elevado contenido en azlcares ejercen una elevada seleccion sobre los microorganismos. Por
tanto solo pueden proliferar un pequefio nimero de especies de levaduras y bacterias. Si a lo
anterior anadimos el efecto del dioxido de sulfuro, como agente antioxidante vy
antimicrobiano, hace que se estreche mas el cerco, disminuyendo la poblacion de
microorganismos oxidantes. A medida que avanza el proceso fermentativo el entorno se
vuelve mas selectivo debido al establecimiento de la anaerobiosis, asi como el aumento
paulatino del etanol en el medio. Este ultimo impide el desarrollo de las especies alcohol-
sensibles.

La fermentacion es un complejo proceso tanto ecoldgico como bidguimico en el que
entran en juego, de manera secuencial, varios microorganismos: hongos, levaduras, bacterias
lacticas, bacterias acéticas, asi como los microvirus y los bacteri6fagos, que interfieren en la
relacion uva-microorganismo. De ellos las levaduras son el pilar fundamental sobre el que se
asienta el proceso bioguimico de la vinificacion.

Algo que se debe de tener en cuenta es, no solo la actuacion individual de las diferentes
especies indicadas, sino las interacciones entre ellas: interacciones levadura-levadura,
levadura-hongo filamentoso y levadura-bacteria (Fleet 2003).

1.4.1.1. Levaduras vinicas

Seglin la cuarta y ultima edicion, del monografico “The Yeasts, A Taxonomic Study” de
los 100 géneros de levaduras, representados por unas 700 especies, tan solo 15 géneros estan
relacionados con los proceso de vinificacion: Brettanomyces (y su foma sexual “perfecta”
Dekkera), Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora (su homologo Kloeckera),
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Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces (Kurtman y Fell 1998).

En cuanto a los principales habitats de las levaduras, vifiedo y bodega, se debe hacer
distincion entre levaduras “autoctonas” (esenciales) y “aloctonas” (transitorias o fortuitas) de
las diferentes comunidades en los dos ecosistemas citados. La coexistencia de ambos tipos
dependera en gran medida del entorno. Atendiendo a su grado de especializacion, las
levaduras se pueden clasificar en “generalistas” cuando estan presentes en varios habitats y
“especializadas”, que son exclusivas de un Unico habitat.

Sin embargo, en un proceso fermentativo, las presiones selectivas sobre las diferentes
levaduras favorecen a las que presentan el sistema catabolico fermentativo mas eficiente,
principalmente especies de S. cerevisiae. Por ello, esta especie suele ser la que lleva a cabo
la mayor parte del proceso fermentativo, por lo que se la denomina como la “levadura del
vino”.

1.4.1.1.a. Levaduras en la superficie de la uva

La microbiota que podemos encontrarnos en las uvas depende de varios factores:
variedad, condiciones climatolégicas, terreno, métodos de cultivo (por ejemplo la poda),
grado desarrollo de la uva, dafos que presente la uva, fungicidas empleados, etc. La
concentracion de levaduras en la superficie de la uva se estima en torno a 3-10°
levaduras/cm?* de superficie uva (Rosini et al., 1982). Otros autores hablan de 10* -10°
células/cm? (Fleet et al. 2002).

Los tres principales géneros encontrados en la superficie de la uva son: Hanseniaspora
uvarum (junto con su anamorfo Kloeckera apiculata), Metschnikowia pulcherrima (junto con
su anamorfo Candida pulcherrima) y Candida stellata (Bisson y Lucy Joseph 2009). Algunos
autores indican que Hanseniaspora es el género dominante (Beltran et al. 2002; Combina et
al. 2005; Hierro et al. 2006), hasta el punto de suponer el 50-75 % de la poblacion total
existente (Fleet 1993, 1998). Sin embargo, otros autores indican que el género predominante
seria Candida (Clemente-Jimenez et al. 2004; Torija et al. 2001). Se ha demostrado que
especies de esta Ultima son capaces de completar el proceso de fermentacion en algunos
casos (Clemente-Jimenez et al., 2004), concretamente en estudios realizados en climas frios
(Yanagida et al., 1992). En zonas frias también se ha descrito el dominio de los basidiomicetos
Cryptococus y Rhodotorula sobre las levaduras tipo ascomiceto nombradas anteriormente. En
otros casos, el hongo dimorfico Aureobasidium resulto ser dominante junto con Cryptococcus,
seguido de Rhodotorula y Rhodosporidium (Prakitchaiwattana et al. 2004).

El estado sanitario de la uva es un factor determinante de cara a la poblacion de
levaduras que nos podemos encontrar en la superficie de la baya. La pérdida de azlicares, ya
sea por danos fisicos mediados por insectos, pajaros, hongos invasivos, o debido al
envejecimiento y desidratacion de la uva, favorece el enriquecimiento en ascomicetos (Fleet
et al. 2002; Prakitchaiwattana et al. 2004). Saccharomyces se puede detectar en la superficie
de la uva, aunque a unos niveles muy bajos (Prakitchaiwattana et al. 2004; Martini et al.
1996) e incluso indetectables. El aislamiento de ésta es mucho mas comin en uvas que
presenten serios danos (Mortimer y Polsinelli 1999; Bisson y Lucy Joseph 2009).

El proceso de maduracion de las bayas hace que la poblacion de levaduras sea cambiante
en funcion del momento de desarrollo en que nos encontremos. Asi en la maduracion
temprana predominan las levaduras tipo basidiomiceto (Aureobasidium, Cryptococcus,
Rhodosporidium), dando paso a las levaduras tipo ascomiceto (Hanseniaspora, Metschikowia y
Candida) segun avanza la maduracion.
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Aparte de los factores indicados, otros influyen en gran medida en la poblacion
encontrada en la superficie de las uvas. Los anos calurosos y secos aumenta en gran medida la
poblacion de levaduras (Rementeria et al., 2003). La infeccion por hongos puede provocar
variaciones poblacionales, como en el caso del género Botrytis cuyo desarrollo provoca un
incremento en tres ordenes de magnitud en la poblacion superficial de levaduras (Nisiotou y
Nychas 2007).

Los insectos también tienen un papel importante, comportandose como vectores en los
vinedos: los microorganismos se adhieren a su superficie y se depositan en la superficie de
los frutos a la par que los insectos viajan por el vifedo (Bisson y Lucy Joseph 2009).

1.4.1.1.b. Levaduras en la bodega

Si comparamos la baja proporcion de S. cerevisiae en los vifedos frente a la elevada
concentracion presente en el mosto o en las superficies del equipamiento de las bodegas en
contacto con el mosto, podemos hablar de una poblacion de levaduras “residencial” en éstas.
De hecho S. cerevisiae es, de lejos, la especie predominante en las superficies de las
bodegas. Aparte podemos encontrarnos con otras especies, como Candida, Cryptococcus o
Brettanomyces, dependiendo del tipo de superficie, y del grado de limpieza (Pretorius 2000).

Existen muy pocos estudios acerca de la microbiota residencial de las bodegas. En ellos
se ha demostrado que la microbiota existente es una fuente de inoculo para el proceso
fermentativo (Fleet y Heard 1993; Renouf et al. 2007). Debido a la controversia acerca del
origen de las especies de Saccharomyces que llevan a cabo las fermentaciones espontaneas o
no-inoculadas se realizaron varios estudios para anadir luz sobre el tema. En el primero se
realizaron fermentaciones con uvas recogidas directamente del vihedo y se procesaron sin
que fuera posible una contaminacion por parte de la flora de la bodega (Valero et al., 2007).
Se demostré que un 68 % de los experimentos fueron capaces de iniciar el proceso de
fermentacion. Sin embargo so6lo el 42 % fue capaz de completar el proceso de fermentacion, y
solo en el 28 % prevalecia Saccharomyces. En otro estudio (Clemente-Jimenez et al., 2004) se
demuestra que predomina Candida stellata, mientras que Saccharomyces apenas aparece.
Con esto queda demostrado que existen especies de Saccharomyces en los vifedos (son
capaces de dirigir una fermentacion), pero pone de manifiesto que en la mayoria de los casos
la levadura encargada de dirigir las fermentaciones espontaneas deriva de la microbiota
residencial de las bodega. La predominancia de la microbiota de la bodega responde a una
mayor poblacion comparada con la poblacién indigena que pudiera provenir del vifiedo.

Por tanto la levadura predominante en bodega serd S. cerevisiae. Su capacidad de
producir etanol en grandes proporciones sera el factor que controlara el crecimiento de otras
especies coexistentes no-Saccharomyces durante la fermentacion. Algunas levaduras tienen
un soporte alcoholico mas elevado, como Candida stellata, que las ha llevado a ser utilizadas
como co-iniciadoras de fermentacion con S. cerevisiae por su alto poder de produccion de
glicerol, asi como por aportar ciertas caracteristicas sensoriales a los vinos (Ciani y Ferraro
1998; Soden et al. 2000).

1.4.1.2. Bacterias en vinos

La cantidad de bacterias que pueden influenciar el producto final dependera del estado
sanitario de las uvas. En unas uvas dafiadas aumentaria la proporcion de bacterias lacticas y
acéticas, perjudicando incluso a las levaduras en el proceso fermentativo. Si el inicio de
fermentacion es vigoroso, la poblacion de bacterias puede reducirse considerablemente. Pero
si en los primeros estadillos se produce un crecimiento lento de las levaduras, el desarrollo
bacteriano puede provocar una fermentacion prolongada, e incluso una parada de
fermentacion (Fleet 2003).
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Las bacterias mas importantes que nos podemos encontrar en los vinos son las bacterias
lacticas y las bacterias acéticas. El pH y la tolerancia al etanol de las especies jugaran un
papel importante en su incidencia en los ecosistemas de la bodega (Fleet 1993). También es
posible encontrarnos en algunos casos con bacilos (Bacillus subtilis, B. coagulans) y otras
especies (Actinomyces, Streptomyces y Clostridium).

Las bacterias lacticas son las responsables de la fermentacion malolactica, proceso
deseado en los vinos tintos. Las mas representativas son los géneros Oenococcus, Pedioccoccus
y Lactobacillus (Lonvaud-Funel et al. 1988). Ademas existen bacterioéfagos capaces de infectar
estas bacterias lacticas provocando una parada del proceso. La fermentacion malolactica es
una importante fermentacion secundaria, que suele llevarse a cabo a las dos-tres semanas de
la finalizacion de la fermentacion alcohodlica (Lonvaud-Funel et al., 1988). La bacteria
responsable de este proceso suele ser O. oeni (residente en bodega o inoculada), responsable
de la transformacion del acido L-malico en acido L-lactico. La fermentacion malolactica
permite potenciar el sabor y complejidad del vino, ademas de aportar una mayor estabilidad
microbiologica ya que se eliminan los nutrientes residuales (Fleet 2001).

Las bacterias acéticas se clasifican en dos géneros, Acetobacter y Gluconobacter. En los
vinos encontramos especies como: A. aceti, A. pasterianus, G. oxydans (Drysdale y Fleet
1988), A. liquefaciens y A. hansenii (Du Toit y Pretorius 2000). Son capaces de oxidar el
etanol hasta acido acético produciendo, por tanto, un deterioro del vino si la concentracion
final de éste es elevada. Valores de acido acético en torno a 600 mg/L (Romano, 1990) se
consideran aceptables. Otros autores indican sin embargo que la concentracion optima varia
entre 700 - 1000 mg/L en funcion del tipo de vino (Corison et al. 1979; Scanes et al. 1998). Si
atendemos a percepcion sensorial, Campo et al. (2005), han observado que valores de acido
acético por encima de 450 mg/L disminuyen la apreciacion de notas frutales en los vinos.

1.4.1.3. Hongos en vinos

Las condiciones de anaerobiosis de la fermentacion, la presencia de anhidrido sulfuroso
(proceso de sulfitado) y las altas concentraciones de etanol, provocan una escasa presencia
de hongos en los vinos (Pardo et al. 1989; Querol et al. 1990). Su origen puede estar en el
corcho empleado en el embotellado, asi como en las barricas usadas para el envejecimiento
de los vinos. Algunos de estos hongos son Penicillium, Trichoderma, Cladosporium o Monilia.
De entre los hongos que nos podemos encontrar en los mostos y en los vinos, destacar Botrytis
cinérea, que provoca la “podredumbre gris” en las uvas (Bayonove, 1989).

Por el contrario, los hongos desarrollados sobre las uvas puede producir varios
metabolitos con capacidad de interferir en la ecologia y desarrollo de las levaduras durante la
fermentacion (Fleet, 2003). Existen estudios que indican que Botrytis cinerea, Aspergillus
spp. y Penicillium spp. producen metabolitos capaces de retardar el crecimiento de las
levaduras en la fermentacion (Ribereau-Gayon 1985; Reed y Nagodawithana 1988; Doneche
1993). Asi, se ha descrito que el factor anti-levadura liberado por B. cinérea tiene naturaleza
proteica (Ribereau-Gayon, 1985).

Otros muchos hongos pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus, Mucor,
Rhizopus, Clodosporium, Alternaria, Uncinula, Plasmopora, etc., infectan las uvas
provocando, en el mejor de los casos, una disminucion de las caracteristicas organolépticas
de los vinos producidos. (Ough y Amerine 1988; McGrew 1982). Los modos de actuacion
pueden ir desde una destruccion enzimatica de los tejidos de la uva, pasando por un retraso
en la maduracion de la baya, e incluso, grupos de hongos capaces de producir sabores
indeseados (“off flavours”) vy micotoxinas(Kassemeyer y Berkelmann-Lohnertz
2009)(Kassemeyer y Berkelmann-Lohnertz 2009).
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Se han descrito hongos filamentosos que crecen en el corcho y que son responsable de la
produccion de compuestos como el 2,4,6-tricloroanisol, el cual aporta un sabor desagradable
de tipo flngico (denominado “cork taint”) al vino (Alvarez-Rodriguez et al., 2002). Este
producto se transfiere desde el corcho al vino una vez éste ha sido embotellado, y ambos
entran en contacto.

Por todo ello algunos autores plantean métodos para controlar el crecimiento de hongos
en la superficie de las uvas. Uno de ellos seria el uso de levaduras como agentes de biocontrol
(Chalutz y Droby 1998). La capacidad antifingica de algunas especies, basada en la
produccion de B-1,3-glucanasa, capaz de destruir la pared fungica ha sido demostrada (Fleet
2003).

1.4.2. Fermentaciones espontaneas versus Fermentaciones dirigidas

Desde los origenes del vino se han elaborado vinos mediante la microbiota natural,
responsables de las fermentaciones espontaneas. La particularidad de estas fermentaciones
radica en la ausencia de ino6culo de modo que son las levaduras presentes en la superficie de
la uva, asi como la microbiota indigena asociada a las superficies de las instalaciones de la
bodega las que conducen las fermentaciones naturales (Pretorius 2000).

En 1890 Hansen, en la empresa cervecera Carlsberg en Dinamarca, aislo un cultivo puro
de levaduras a partir de una Unica célula. Seria el botanico y endlogo Miiller-Thurgau el
primero en introducir el concepto de inocular el mosto con levaduras iniciadoras (Pretorius y
Van der Westhuizen 1991). Alla por el ano 1965 se pusieron en el mercado las primeras
levaduras secas activas (LSAs) para vino (del inglés, ADWY, “active dry wine yeast”)
producidas en una bodega de California. Las LSAs se pusieron a la venta en todo el mundo
para cualquier tipo de proceso fermentativo, aunque su éxito inicialmente fue muy limitado.
Hoy en dia, existen varias companias dedicadas a la comercializacion de cultivos
deshidratados seleccionados de S. cerevisiae. En las fermentaciones dirigidas, el cultivo
inciador debe prevalecer respecto a las especies nativas presentes en el mosto natural. Para
alcanzar este proposito es necesario alcanzar tasas de indculo entre 1-10° - 3-10° ufc /mL
(Fugelsang 1997).

Las fermentaciones espontaneas prevalecieron sobre las dirigidas hasta la década de los
ochenta del pasado siglo, debido a la creencia que postulaba que los vinos obtenidos con las
levaduras asociadas a los vifiledos daban un estilo distintivo y un toque de calidad. AGn hoy en
dia, existen bodegas “selectas” que asumen los riesgos debidos a las fermentaciones
espontaneas, con las consecuentes variaciones entre las diferentes anadas. Parece logico
pensar que un vino obtenido con una mezcla de diferentes levaduras dara como resultado un
vino con unas caracteristicas sensoriales diferenciadas. Generalmente estos vinos se
caracterizan por un aumento en la cantidad de glicerol y otros polioles producidos por las
levaduras indigenas. Ademas, debido a que presentan una fase inicial del proceso de
fermentacion (fase “lag”, previa al proceso vigoroso de fermentacion) bastante larga se
permite la reaccion del oxigeno con los antocianos y otros fenoles. Esto hace que se estabilice
el color en los vinos tintos y rosados ademas de acelerar los procesos de polimerizacion de los
fenoles (Zoecklein et al., 1999).

El resultado final de un vino elaborado mediante fermentacién espontanea poseera
ciertas cualidades debidas a las levaduras indigenas, pero el resultado dependera de mas
factores. Aparte de las levaduras que entran en juego en el proceso de elaboracion, tendra
importancia el estado sanitario de la uva, proceso de elaboracion, etc. Todas estas variables
hacen que el resultado final de una fermentacion espontanea sea impredecible, junto con un
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grado de reproducibilidad muy bajo, sobre todo si lo comparamos con fermentaciones
llevadas a cabo por LSAs.

Con todos los inconvenientes indicados anteriormente, resulta llamativo que los
elaboradores de vino de todo el mundo no se pongan de acuerdo acerca del uso de LSAs.
Entre los dos extremos, uso de levaduras autoctonas y uso de iniciadores comerciales, existen
procedimientos “intermedios”. Asi, existen elaboradores que inician el proceso con levaduras
nativas para posteriormente inocular con levaduras seleccionadas. Otro grupo de enodlogos
emplea iniciadores comerciales, pero con un indculo mucho menor al recomendado (Pretorius
2000).

En un proceso de produccion de vino a gran escala se debe asegurar que el proceso de
fermentacion sea rapido y reproducible, de modo que el producto obtenido presente unas
ciertas propiedades organolépticas y un grado de calidad predicho. Esto solo es posible
mediante el empleo de levaduras seleccionadas que presenten ciertas caracteristicas que
puedan ser trasferidas al producto final. (Pretorius 2000). Asi, segin Alvarez-Pérez et al.
(enviado) queda demostrado que un proceso de seleccion adecuado en la levadura empleada
para el inicio de fermentacion puede dar lugar a vinos con unas marcadas diferencias en
cuanto a sus caracteristicas sensoriales.

Ante el reto de seleccionar levaduras para ser usadas como iniciadoras de fermentacion,
se deben de tener en cuenta, aparte de presentar la caracteristica enologicas deseadas, una
total adaptacion a las caracteristicas del mosto, asi como a los requerimientos técnicos de la
bodega en cuestion (procesos, pre-tratamientos, etc.). Esto solo es posible si se hace una
seleccion “local” de levaduras, asegurandonos la total sintonia de estas con el entorno.

1.4.2.1. Dinamica de poblaciones en fermentaciones espontaneas

Como vya se ha indicado anteriormente, en las fermentaciones espontaneas intervienen
tanto las especies que se encuentran en la uva como las especies indigenas de bodega. La
fase temprana del proceso fermentativo es dominada mayoritariamente por especies
apiculadas de los géneros Kloeckera y Hanseniaspora, y por especies del género Candida,
aunque también podemos encontrar de otros géneros como Debaryomyces, Hansenula,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces. Estas especies
dominan hasta que el contenido en etanol alcanza valores de 3-4 % (v/v), momento en el que
son desplazadas por especies de Metschinokowia y Pichia, que pueden tolerar niveles
alcohdlicos cercanos al 6 %. A partir de ese momento es la especie S. cerevisiae la que
domina casi en exclusiva el proceso fermentativo, aunque en algunos casos concretos se han
detectado cepas de Zygosaccharomyces y Torulaspora capaces de resistir valores de un 10 %
(v/v) de etanol e incluso cepas de Candida capaces de finalizar la fermentacion (Esteve-
Zarzoso et al. 1998; Ciani y Maccarelli 1998; Jolly et al. 2006).

La presencia de muchas de estas especies no siempre es deseada puesto que algunas son
capaces de perjudicar las caracteristicas sensoriales de los vinos obtenidos mediante esta
practica (Pretorius 2000).

En la figura 1.3 se indica de modo esquematico las especies dominantes en un proceso
fermentativo espontaneo segin va avanzando el proceso de fermentacion y por tanto
aumentando la concentracion de etanol en el medio. Este Ultimo juega un papel importante
en la dinamica representada ya que la mayoria de las especies presentan una cierta toxicidad
al etanol.
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Figura 1.3: Esquema representativo de la dinamica de fermentacion en un proceso espontaneo donde entran en juego
las levaduras salvajes de la uva, asi como las indigenas de la bodega. Se muestran, segun avanza el proceso, las
especies predominantes. Los tamafios relativos de letra, asi como el resaltado en negrita, inciden en la importancia
relativa de los géneros y especies en cada una de las fases de la fermentacion. Resulta llamativa la preponderancia de
S. cerevisiae al final del proceso.

1.5. Biologia de levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares. Su nombre proviene del verbo latino levare
(levantar), debido al efecto caracteristico producido en algunos sustratos como es el caso del
pan. La descripcion se centrara en S. cerevisie por ser la levadura universalmente empleada
en vinificacion, de ahi que sea conocida como la “levadura del vino” (Swiegers et al., 2005).

Filogenéticamente, S. cerevisiae se clasifica dentro de los hongos ascomicetos, debido a
que presentan sus esporas sexuales o ascosporas en el interior de una bolsa o asca. Los hongos
ascomicetos pueden aparecer en dos formas: teleomorficas o anamorficas. La primera seria la
forma imperfecta o asexual, mientras que la segunda seria la forma perfecta o sexual.

La clasificacion taxonomica de esta seria:

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetae
Género: Saccharomyces
Especie: Saccharomyces cerevisiae

1.5.1. Estructura celular

Las levaduras son
organismos eucariotas que
contienen un nicleo
definido, cuya membrana
separa los cromosomas del

resto de organulos que se
encontraran dispersos en el
citoplasma. En la figura 1.4
vemos un diagrama con la
distribucion tipica de los
componentes y organulos en
una levadura. A continuacion
se detallaran los aspectos
mas importantes.

Figura 1.4: Diagrama de una célula de
levadura de la especie Saccharomyces
cerevisiae en reposo divisional. ER,
reticulo endoplasmatico; F, filamentos; G,
aparato de Golgi; L, granulo de lipidos
(esferosoma); M, mitocondrias; Mt,
mitocondrias filiformes; N, nucleo; Nc,
placa centriolar, Nm; membrana nuclear;
Nn, nucléolo; Pi, invaginacion; PI
membrana plasmatica; V, vacuola; Vp,
granulo de polimetafosfato (volutina); W,
pared celular.
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1.5.1.1. Pared celular

Su principal funcion es la proteccion de la célula del medio externo. Ademas presenta en
su estructura enzimas de vital importancia para el organismo, muchas con caracter
hidrolitico.

Esta constituida basicamente por B-glucanos y a-mananos, conteniendo cierta cantidad
de proteinas, lipidos, y minoritariamente sustancias inorganicas, hexosaminas y quitina
(Hough, 1990). Los glucanos se encuentran unidos a la proteina, representando el
componente estructural mas abundante, siendo su disposicion la cara interna de la pared. El
manano también se encuentra ligado a la proteina, a veces a través de la hexosamina, pero su
disposicion suele ser externa. Por tanto, en su superficie, nos encontraremos con grupos
carboxilo y fosfato que, al pH del mosto, conferiran una fuerte carga negativa a la superficie
de esta. Debido a la presencia de algin grupo amino, podemos encontrarnos regiones locales
con carga positiva.

Las manoproteinas forman parte de la pared celular (Klis et al., 2006), presentando la
capacidad de modular el perfil sensorial de los vinos, durante la fermentacion alcohodlica,
mediante un proceso de bioadsorcion de los componentes de la uva. Su contribucion se basa
en la estabilizacion coloidal debida a su interaccion con los tartratos y proteinas de las uvas
(Fleet, 2008). La estructura de las manoproteinas varia significativamente entre las diferentes
levaduras, pudiendo variar sus propiedades de bioadsorcion (Klis et al., 2006).

La pared celular también es atravesada por algunas enzimas segregadas por la levadura
como la invertasa, capaz de degradar la sacarosa en sus monomeros (glucosa y fructosa) para
que puedan penetrar y ser Utiles, o la fosfatasa (Hough, 1990).

Un adecuado tratamiento de las levaduras con enzimas liticas procedentes de otros
organismos (como el caracol comestible, Helix pomatia, o del hongo filamentoso Trichoderma
harzianum), en una solucion estabilizada osméticamente, permite la degradacion total o
parcial de la pared obteniéndose, respectivamente protoplastos o esferoplastos. En las
levaduras se hablara de esferoplastos, ya que las enzimas liticas no son capaces de producir
una degradacion total de ésta (Kockova-Kratochvilova, 1990). Los esferoplastos han permitido
el estudio en profundidad de los organulos, asi como la propia estructura de la pared.
También ha sido muy importante en los procesos de fusion y transformacion de estos con
material genético exdgeno (van Solingen y van der Plaat 1977).

1.5.1.2. Mitocondrias

El nimero de mitocondrias por célula y su morfologia (esférica o filamentosa), depende
tanto de la especie, como de la fase del ciclo de vida, como la forma de cultivo del
microoranismo. En una célula diploide de S. cerevisiae nos podemos encontrar entre 15y 29
mitocondrias, mientras que si se trata de una célula haploide el niUmero disminuye entre 7 y
17 unidades (Kockova-Kratochvilova, 1990).

Las mitocondrias albergan los citocromos, enzimas respiratorios y el sistema responsable
de la biosintesis del ATP. Son, por tanto, responsables del metabolismo oxidativo de los
azlcares (degradacion hasta dioxido de carbono y agua) y de la acumulacion de energia por
formacion de ATP. En condiciones anaerobicas, o cuando la concentracion de glucosa es alta
parecen atrofiarse y perder, al menos temporalmente, su actividad (Hough, 1990).

1.5.1.3. Constitucion genética

El material genético de las levaduras se divide en genoma nuclear, genoma mitocondrial
y los plasmidos citoplasmaticos. Ademas de los anteriores, pueden aparecer en el citoplasma
moléculas de ARN bicatenario relacionadas con el factor “killer”.
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1.5.1.3.a. ADN nuclear

En una célula diploide de S. cerevisiae presenta un tamafo de 2-10* kb, cerca del 80 %
del material genético total. Esta repartido en 32 cromosomas lineales (16 parejas) cuyos
tamarios oscilan entre 200 y 2200 kb. El cromosoma de mayor tamano es el Xll, siendo ademas
el mas variable ya que presenta el ADN ribosémico, es decir, se encuentran los genes que
codifican para las distintas subunidades que forman el ARN ribosémico (26S, 18S, 5.85 y 55)
que daran lugar a los ribosomas. Estos genes se encuentran repetidos en tandem alrededor de
100 veces en el cromosoma (Eickbush y Eickbush 2007).

1.5.1.3.b. ADN mitocondrial (ADNmt)

Constituido por una Unico cromosoma circular de doble cadena con un tamafo
comprendido entre 75 y 85 kb (Foury et al., 1998), variable de una cepa a otra. La mayor
parte del material genético no codifica para ninguna proteina, salvo las proteinas implicadas
en la cadena respiratoria. La parte no codificante tiene una alta proporcion en A+T.

Existen mutantes mitocondriales denominados petite en los que la mayor parte de la
sintesis de proteinas mitocondriales es abolida debido a largas deleciones en el ADNmt. No
son capaces de realizar los procesos de respiracion, aunque pueden crecer en entornos
anaerobicos (fermentacion). El término petite es acuiado debido al pequefio tamano de
estos mutantes en medio sdlido respecto a las células silvestres, tanto en condiciones
aerobias como anaerobias (Madigan et al., 2004).

1.5.1.3.c. ADN plasmidico

En S. cerevisiae se conoce la existencia de un plasmido de ADN bicatenario circular con
un tamarno de 6,3 kb y conocido como plasmido de 2 um, del cual podemos encontrar entre 30
y 50 copias en el nlcleo. Este plasmido no confiere ningln fenotipo a la célula. Su principal
interés radica en su uso como vector de clonacion para genes foraneos (Madigan et al., 2004).

1.5.1.3.d. Factor “killer”

El denominado factor “killer” guarda relacion con moléculas de ARN bicatenario
asociadas a los virus (VLPs, virus-like particles). Las diferentes toxinas de S. cerevisiae son
codificados por los correspondientes satélites M de ARN de doble cadena, que se encuentran
en el citoplasma encapsidados como si de una particula virica se tratara. Para su replicacion,
asi como encapsidacion, es necesaria la ayuda de los denominados virus L-A (pertenecientes a
la familia de los virus Totiviridae). Por tanto, la presencia de un satélite M de ARN
bicatenario junto con la coinfeccion de un virus L-A sera responsable del caracter “killer” de
una levadura en particular (Marquina et al., 2002). El tamafo del genoma del satélite M varia
entre 1,5y 1,9 kb en funcion de la toxina para la que codifique. Sin embargo, el tamafio del
genoma del virus auxiliar (al igual que el anterior, de doble cadena de ARN) asciende a 4,6 kb
(Magliani et al., 1997). Es importante indicar que estos virus se transmiten hereditariamente
tanto verticalmente (de madres a hijas), como horizontalmente (conjugacion) (Magliani et
al., 1997).

Existen varias toxinas killer descritas, aunque las mas importantes son la K1 y la K2. La
mayoria de las cepas “killer” pertenecen a estas clases, matandose mutuamente, pero siendo
inmunes a su propia toxina. El mecanismo de accion para estas toxinas, tras la liberacion al
medio, pasa por la union a la pared celular de la célula sensible (mediada por los B-glucanos)
para posteriormente ser transferida a la membrana celular. En esta sera capaz de generar un
canal transmembrana a través del cual se producira, en un principio, una pérdida de iones, y
posteriormete de moléculas de mayor tamano como el ATP, provocando su muerte (Magliani
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et al. 1997; Marquina et al. 2002). Este mecanismo es posible bajo el postulado de la
existencia de un hipotético receptor en la membrana de la célula sensible.

El mecanismo de accion de la toxina K28 difiere del anterior. En este caso la toxina entra
por endocitosis en la célula (ruta contraria a la de secrecion), bloqueando la sintesis de ADN y
secuestrando a la célula en la fase temprana S del ciclo celular (Schmitt y Breinig 2002;
Rodriguez-Cousino et al. 2011).

Recientemente se ha identificado una nueva toxina con caracter “killer”, Klus. Esta es
debida al virus Mlus (con un tamafo gendémico comprendido entre 2,1y 2,3 kb), dependiente
del virus L-A para su mantenimiento y replicacion (Rodriguez-Cousino et al., 2011). La
particularidad de esta toxina reside en su capacidad de eliminar las levaduras “killer”
conocidas, asi como otras levaduras que podrian provocar deterioro en los vinos (por ejemplo
Kluveromyces lactis y Candida albicans). Por tanto esta toxina presenta un rango de accion
mas amplio que las anteriormente descritas (se reducen basicamente a especies dentro del
mismo género que sean sensibles a la citada toxina) ya que actlan sobre varias especies de
levaduras.

La mayoria de los estudios realizados hasta el momento se han centrado en la toxina K1.
Segln estudios, el pH optimo de produccion y estabilidad varia desde 4,6 a 4,8, estando estos
valores muy por encima de los rangos de pH de vinificacion. Sin embargo, la toxina K2 tiene
un rango de pH entre 2,9 y 4,9; lo que sugiere su posible utilidad en la industria vinicola
(Marquina et al., 2002).

En los procesos de fermentacion espontanea varias de las levaduras implicadas presentan
caracter “killer”. Se sabe que las levaduras con caracter “killer” productoras de la toxina K2
son capaces de prolongar e incluso detener un proceso de fermentacion (van Vuuren y
Wingfield 1986), sobre todo si la cepa que soporta el mayor peso del proceso fermentativo es
sensible a esta toxina.

Por tanto, lo mas adecuado es usar como iniciador de fermentacion una levadura con
caracter “killer”, con propiedades enoldgicas adecuadas, para controlar el resto de la
poblacion de levaduras en las fases tempranas de fermentacion (Marquina et al., 2002).
Existen estudios que han demostrado que una levadura iniciadora con caracter “killer” con
una proporcion entre el 2-10 %, puede asegurar el desarrollo adecuado de la fermentacion,
evitando interacciones indeseadas en el inicio de fermentacion (Pérez et al., 2001).

1.5.2. Nutricion y crecimiento

Las levaduras necesitan de una nutricion adecuada para su crecimiento y reproduccion.
Los nutrientes pueden ser de dos tipos:

- Indispensables o esenciales: Sin estos la célula no puede crecer y han de estar
necesariamente en el medio. Destinados principalmente a la construccion de la
estructura celular.

- No indispensables: Son utilizados por la célula si se encuentran en el medio, aunque
pueden ser sustituidos por otros.

Los nutrientes basicos en levaduras serian los siguientes:

- Fuentes de carbono:el crecimiento se realiza por via heterotrofa a partir de
compuestos organicos, principalmente azlcares. Estos pueden ser metabolizados
tanto por via aerobias como anaerobias. Otras fuentes de carbono pueden ser el
etanol, glicerina, acidos organicos (levaduras de flor), etc.
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- Fuentes de nitrégeno: Las fuentes de nitrogeno que llegan a las células proceden de
las sales de amonio (sulfato, fosfato y nitrato). Otro aporte seria a partir de los
acidos organicos y aminoacidos, siendo a su vez fuente de carbono. Durante el
proceso de fermentacion alcohdlica el nitrogeno puede considerarse como un factor
limitante en funcion de la relacion fuente de carbono/fuente de nitrogeno presente
en el mosto (Bell y Henschke 2005).

- Macronutrientes: Necesarios e indispensables para la fabricacion de nuevos
componentes celulares, destacando el oxigeno, azufre, fosforo y magnesio.

- Micronutrientes: Necesarios en cantidades muy pequenas. Destacan el potasio,
calcio, silicio, azufre, hierro, cloro, boro, cobre, iodo, manganeso, molibdeno y cinc.

- Factores de crecimiento: No son sintetizados por las levaduras y son requeridas por
estas. Son principalmente vitaminas como la biotina, pantotenato calcico, tiamina,
etc.

En el crecimiento vegetativo de una levadura en un cultivo discontinuo se pueden
distinguir tres fases, principalmente:

1. Fase de latencia. La fase de latencia es un periodo de adaptacion de la levadura al nuevo
entorno (nutrientes, temperatura, pH, etc.), durante el cual el nimero de células
inoculadas permanece constante, o incluso disminuye. La duracion de esta fase depende del
numero de células inoculadas y del estado fisiologico de las mismas.

2. Fase exponencial. Se intensifica la actividad metabolica respecto a la fase anterior.
Durante esta etapa del crecimiento, el nimero de divisiones celulares crece con progresion
geométrica. La duracion de esta fase depende de la especie de levadura, asi como de las condiciones
ambientales. En esta etapa se calcula el tiempo de duplicacién celular o tiempo de generacion, t, a
partir de la cual es posible determinar la tasa maxima de crecimiento o velocidad méaxima de
crecimiento (Umax).

3. Fase estacionaria. Esta fase comienza cuando los nutrientes comienzan a ser escasos.
Se alcanza un equilibrio entre células no viables (muertas) y células viables, que aln se siguen
dividiendo, de manera que el nimero de individuos vivos permanece constante. Cuando se
agotan los nutrientes, las levaduras comienzan a sintetizar metabolitos secundarios (no
esenciales para mantener su viabilidad), algunos de los cuales pueden ser perjudiciales para la
propia levadura.

4. Fase de muerte. El nimero de células no viables supera al niUmero de células viables. El
efecto conjunto se traduce en una disminucion constante del nimero de células vivas hasta la
desaparicion total de las mismas.

1.5.3. Ciclo de vida y reproduccion

Las células de S. cerevisiae tienen un ciclo de vida complejo, teniendo la capacidad de
reproducirse como haploides, diploides y de formar zigotos entre células haploides.

La reproduccién es normalmente por gemacion, un tipo de reproduccion asexual, donde
el nucleo se divide por mitosis con idéntica dotacion genética (dos dotaciones cromosomicas)
entre la célula madre e hija. Tras la formacion y crecimiento de la yema se produce la
separacion de las células, quedando en la célula madre la denominada cicatriz de gemacion.
Es posible encontrar cadenas de células debido a la asusencia de separacion, aunque no es
comun encontrar nunca cadenas superiores a tres individuos (Hough, 1990).
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Figura 1.5: Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae: a y a hacen referencia a los genes (tipos sexuales) que
controlan la respuesta a la conjugacion o reproduccién sexual.

En circunstancias adversas, asi como en la fase estacionaria donde existe privacion de
nutrientes, se induce el proceso de esporulacion o reproduccion sexual. A partir de una célula
diploide, por meiosis, se formaran cuatro ascosporas haploides encerradas en un asca. Dos
seran del tipo sexual a y dos del tipo sexual a. Los tipos sexuales estaran controlados por un
locus en el cromosoma lll, denominado MAT (Kockova-Kratochvilova, 1990). En las levaduras,
a diferencia de en otros microorganismos los gametos no se diferencian de la célula
vegetativa (Suarez e fiigo 1992).

Las células de tipo a y a se conjugan entre si para dar lugar a zigotos del tipo a/a, cuya
eficiencia de apareamiento es mucho mas alta que entre las del mismo tipo (muy baja o no se
da). En relacion a esto, pueden existir dos tipos de levaduras, las homotalicas y las
heterotélicas. En las primeras se produce la formacion del zigoto a partir de dos ascosporas
que se encuentran en la misma asca. En las segundas, es posible que las células se mantengan
estables varias generaciones como haploides, pudiendo formar, por conjugacion entre dos
células haploides de distinto tipo, una célula vegetativa diploide (Ver figura 1.5). Ademas las
levaduras homotalicas pueden cambiar el tipo sexual (mating type) para asi facilitar la
conjugacion con otra de tipo sexual contrario, regenerando la forma diploide. En las
heterotalicas el tipo sexual es estable, siendo necesaria una conjugacion con otra célula
haploide para generar la forma diploide (Sipiczki, 2010).

El proceso de esporulacion (reproduccion sexual) se suele dar al final de proceso de
fermentacion. Se podria decir que la falta de nutrientes es capaz de provocar este tipo de
reproduccion. En el proceso fermentativo, durante el crecimiento vegetativo (asexual), se
producen mutaciones, reordenamientos, etc., de modo que obtendremos clones con genomas
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diferentes. Estos cambios se producen de modo espontaneo, aunque favorecidos en gran
medida por los factores estresantes del medio. Por ello en los heterocigotos se acumulan
mutaciones en los alelos pudiendo llegar a ser letales. Tras el proceso meidtico, la mayoria de
las esporas que hereden los alelos perjudiciales moriran. Por el contrario las eporas que no
reciban estos alelos, seran capaces de sobrevivir hasta la siguiente cosecha, donde
germinaran para dar una célula vegetativa con capacidad de conjugacion (formacion de la
forma diploide). Se podria decir que este proceso es capaz de producir una “purificacion del
genoma” (Sipiczki, 2010).

1.5.4. Capacidad fermentativa de Saccharomyces cerevisiae respecto a
otras levaduras

La principal caracteristica de las levaduras empleadas en la elaboracion de cerveza y vino
reside en su capacidad de degradar carbohidratos, generalmente compuestos de seis carbonos
(C¢) como la glucosa, hasta compuestos de dos carbonos (C;), en particular etanol, sin
producir una oxidacion completa hasta CO,, incluso en presencia de oxigeno, como hacen las
mayoria de levaduras (Piskur et al. 2006).

Las levaduras capaces de acumular etanol incluso en presencia de oxigeno se denominan
levaduras “Crabtree” positivas, destacando Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe. Levaduras como Kluyveromyces lactis y Candida albicans, que producen la
degradacion directa de azlcares hasta CO, se denominan levaduras “Crabtree” negativas
(Pronk et al., 1996)

Durante la produccion de etanol, la energia necesaria para el crecimiento celular es
aportada por el proceso de glicolisis (conjunto de reacciones que conducen desde glucosa (C¢)
hasta piruvato (C;) produciendo ATP y NADH dando mayor importancia al proceso de
fermentacion respecto a la ruta de respiracion oxidativa (figura 1.6). En S. cerevisiae el
efecto Crabtree se basa en la represion del circuito de la glucosa, concretamente la
respiracion, si en el medio se encuentran carbohidratos C, como la glucosa (De Deken 1966;
Johnston 1999). Esta no es la via mas eficiente para degradar glucosa hasta compuestos C,.
De hecho, una vez que se consume el remanente en glucosa existente en el medio se produce
un cambio en el metabolismo de las levaduras Crabtree positivas. El etanol producto de la
fermentacion se convierte en sustrato y es degradado si existe oxigeno. Este proceso se
denomina “Diauxic shift” (Pronk et al., 1996)

Como se puede observar en la figura 1.6, en el proceso de fermentacion (aerdbica o
anaerobica) se produce, con aporte de NADH, la conversion de acetaldehido en etanol. Este
proceso (bidireccional pero con diferente eficiencia) esta catalizado mediante una enzima
alcohol deshidrogenasa (Adh). En S. cerevisiae la actividad de esta enzima esta codificada por
dos genes, ADH1 y ADH2, que surgieron debido a un evento de duplicacion de genes. El
primero se expresa constitutivamente, mientras que el segundo lo hace cuando la
concentracion interna de azlcares disminuye. El enzima Adh1 tiene un elevado valor de Km
para el etanol, mientras que el valor para Adh2 es diez veces menos. Esto indica que en el
primer caso el etanol sera su producto, y en el segundo sera su sustrato. Es decir, la primera
cataliza la reaccion de acetaldehido hasta etanol mientras que la otra lo hace en el sentido
contrario (Piskur et al. 2006). La duplicacion del gen ADH y especializacion en dos nuevas
enzimas se calcula que tuvo lugar hace menos de 80 millones de anos (Thomson et al., 2005).
Este proceso fue posterior a la duplicacion del genoma completo de S. cerevisiae que se
estima en unos doscientos millones de afos (Wolfe y Shields 1997; Kellis et al. 2004)

La existencia de genes duplicados, junto con la capacidad de fermentar glucosa y
acumular etanol incluso en presencia de etanol (Alexander y Jeffries 1990), asientan las bases
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de la estrategia de “produccion-acumulacion-consumo” de etanol. Esto confirio al ancestro de
Saccharomyces una gran ventaja debido a la toxicidad del etanol para otros microorganismos.
Saccharomyces producia etanol eliminando a sus competidores, consumiendo posteriormente
el etanol producido (Piskur et al. 2006).
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Figura 1.6: Esquema de las rutas involucradas en la asimilacién de glucosa y etanol en condiciones aerébicas. Se
observan las diferencias entre levaduras “Crabtree” positivas, como Saccharomyces cerevisiae (flechas rojas), frente a
las levaduras “Crabtree” negativas (flechas verdes). Las primeras son capaces de acumular etanol, mientras que las
segundas producen la degradacion directa a CO,. La conversién entre acetaldehido y etanol esta catalizada por la
enzima alcohol deshidrogenasa, Adh (en gris). Esquema modificado de Piskur et al. (2006)

Las levaduras del género Saccharomyces deben su competitividad a una combinacion de
propiedades como son: rapido crecimiento, represion eficiente por glucosa, gran habilidad de
producir y de consumir etanol y, en gran medida, la tolerancia al estrés del entorno (alta
concentracion de etanol y un bajo contenido de oxigeno) (Piskur y Langkjaer 2004). Las
propiedades anteriores estan distribuidas de modo desigual entre diferentes levaduras
modernas, pero estan combinadas, especializadas, coordinadas y reguladas a través de una
eficiente red en S. cerevisiae y las especies mas cercanas a éstas (Verstrepen et al. 2004;
Ihmels et al. 2005). Quizas una “regulacion eficiente” de la citada red sea la principal
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caracteristica diferenciadora entre las cepas de Saccharomyces, siendo este el principal
criterio por el cual se seleccionan las cepas para la fermentacion industrial (Hansen y Piskur
2004).

1.5.5. Domesticacion de S. cerevisiae

S. cerevisiae se encuentra principalmente asociado a las actividades humanas,
particularmente en la produccién de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, S. paradoxus, la
especie mas cercana a S. cerevisiae, se encuentra en los exudados y en la corteza de los
arboles caducos, asi como en los suelos sobre los que se asientan estos arboles. Esto parece
indicar que S. cerevisiae es una especie domesticada especializada en la fermentacion de
bebidas alcohdlicas, y que por tanto, los aislados de S. cerevisiae de otras fuentes
simplemente representan migraciones desde estas fermentaciones (Fay y Benavides 2005). De
hecho el proceso de domesticacion, es decir la diferenciacion entre cepas salvajes y
domesticadas, de las levaduras vinicas se estima en unos 2.700 afos por los citados autores.

En el proceso evolutivo de las levaduras, estas han sufrido varias presiones selectivas
(alta concentracion de azlcares, etanol en el medio, entorno reductor, etc.) que las han
llevado a adaptarse a las condiciones de fermentacion (Querol et al. 2003). Estos eventos han
desencadenado en el, aun desconocido por completo, proceso de “domesticacion” de las
levaduras. Las cepas domesticadas presentan unas propiedades fisioldgicas y genéticas muy
diferentes de las que presentan las especies salvajes (Liti et al., 2009).

Acorde con lo anterior, cabe resenar el origen desconocido de las levaduras en los
vifiedos, y por tanto en las uvas. Se desconoce a ciencia cierta su origen, aunque todo parece
indicar que podria ser debido a una contaminacion y diseminacion por los insectos. Lo que
parece claro es que el origen de las levaduras de la bodega, que derivarian de las encontradas
en las uvas, es debido a procesos de domesticacion y evolucion, alcanzando caracteristicas
optimas para el proceso fermentativo (Fleet 2008; Mortimer y Polsinelli 1999).

1.6. Fermentaciones: presente, pasado y futuro

El fenomeno de fermentacion (del latin “fervere”, hervir) para la obtencion de vinos
consiste, en esencia, en la transformacion de los azlcares presentes en el mosto en etanol y
dioxido de carbono con la mediacion de microorganismos. Se trata de uno de los procesos
biotecnoldgicos mas antiguos del mundo, con una historia de unos 8000 anos (Pizarro et al.,
2007).

Debido a su larga historia muchos han sido los cambios, tendencias y evoluciones de este
proceso hasta el dia de hoy, principalmente debido al mayor estudio de todos los aspectos
relacionados con el mismo: el aspecto biologico (relacionado con la microbiota implicada), el
aspecto bioquimico (caracteristicas sensoriales) y las relaciones entre ambos.

1.6.1. Aislamiento y seleccién de levaduras para controlar el proceso de
fermentacion

Dos son las principales técnicas para elaborar vinos: una de ellas pasa por realizar una
fermentacion espontanea, que sera conducida por la poblacion de levaduras presentes en la
superficie de la uva, asi como en las superficies de las instalaciones de bodega. La otra
pasaria por la inoculacion del mosto con LSAs, que desplazan a las autoctonas (Pretorius
2000).
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Segun los estudios de dinamicas de poblaciones (apartado 1.4.2.1) en las fermentaciones
espontaneas el etanol, junto con otros factores, juega un papel muy importante de cara a la
viabilidad de las diferentes especies en la fermentacion, puesto que resulta toxico para la
mayoria de las especies autoctonas de levaduras, dando como resultado un dominio en la fase
final de la fermentacion por S. cerevisiae. Esto ha llevado a realizar un proceso de seleccion
de cepas de esta especie, y también de S. bayanus (especie cercana) con propiedades
enoldgicas adecuadas para ser usadas como iniciadores de fermentacion a escala industrial
(Fleet 2008).

Se conocen levaduras vinicas no-Saccharomyces capaces de incidir positivamente en las
caracteristicas de los vinos (Romano et al., 2003). Por ejemplo, los terpenos se encuentran en
las uvas unidos covalentemente a azlcares, resultado inodoros (precursores). Sin embargo
sabemos que ciertas levaduras tienen la capacidad de producir glicosidasas que seran capaces
de liberar estos terpenos, pasando a tener impacto en el aroma final del vino. S. cerevisiae
presenta esta capacidad, aunque se sabe que otras levaduras como Hanseniapora,
Debaryomyces y Dekkera presentan una mayor capacidad de produccion de estas enzimas
(Swiegers et al., 2005). Por tanto no parece descabellado pensar en la posibilidad de emplear
en los procesos fermentativos mezclas de cepas e incluso diferentes especies de levaduras
con el objetivo de producir un producto con las caracteristicas deseadas o que demande el
mercado (Fleet 2008).

Con la intencion de innovar en cuanto a nuevas cepas iniciadoras de fermentacion, dos
serian las posibilidades: la seleccion natural de nuevas cepas y la mejora genética de las ya
existentes. La seleccion natural implica buscar levaduras directamente en los vifiedos (uvas),
asi como en las fermentaciones espontaneas. Logicamente, es necesario un proceso de
caracterizacion enoldgica que asegure su buen comportamiento de cara a su uso (Fleet 2008).

Mediante ingenieria genética y metabdlica es posible, a dia de hoy, modificar un
microorganismo para mejorar sus propiedades, o bien para eliminar aquellas que pudieran ser
perjudiciales (Pretorius 2000; Giudici et al. 2004). Sin embargo las técnicas recombinantes de
ADN no estan permitidas para la modificacion de microorganismos que posteriormente se van
a emplear en la industria alimentaria, es decir, no obtienen el reconocimiento GRAS (del
inglés “Generally Regarded As Safe”, reconocidos como seguros). No obstante, una cepa
recombinante de S. cerevisiae ha recibido la aprobacion de comercializacion en USA. Se trata
de una levadura que contiene el gen malato-permeasa de Schizosaccharomyces pombe y el
gen malolactico de la bacteria Oenococcus oeni. La ventaja de esta cepa respecto al resto de
levaduras comerciales radica en que permite eliminar la fermentacion malolactica producida
por las bacterias tras la fermentacion alcohodlica (Main et al., 2007). Destacar otra cepa
considerada como GRAS, en la que se han empleado técnicas recombinantes para disminuir la
produccion de carbamato de etilo (producto cancerigeno) (Coulon et al., 2006).

Existen otras técnicas no recombinantes de modificacion de cepas que no tienen
problemas con la legislacion vigente: hibridacion, evolucion adaptativa y la biologia de
sistemas (Fleet 2008). La hibridacion consiste en la conjugacion de levaduras en el laboratorio
(Belloch et al. 2008; Gonzalez et al. 2006, 2007, 2008). Mediante esta técnica conseguimos
aumentar la tolerancia de las cepas a los agentes estresantes, principalmente etanol y
temperatura (Belloch et al. 2008).

La evolucion adaptativa consiste en cultivar de modo repetitivo una levadura bajo ciertas
condiciones de interés, en funcion del fin a conseguir. Asi, un ensayo de cultivo durante 300-
500 generaciones en un medio con limitaciones de glucosa, consiguidé una reduccién en los
azucares residuales, asi como una disminucion en un orden de magnitud del grado alcoholico
de los vinos obtenidos (Ferea et al., 1999). La biologia de sistemas aprovecha el conocimiento
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del genoma y mediante métodos bioinformaticos se seleccionan y desarrollan levaduras en
funcion de ciertos criterios deseados (Fleet 2008; Pizarro et al. 2007). Esta técnica se
encuentra aln en fase de desarrollo.

La mejora de cepas para fermentacion, mediante cualquiera de las técnicas citadas no
debe estar orientada Unicamente a la obtencion de un producto con unas propiedades
enoldgicas adecuadas, por ejemplo potenciar las caracteristicas organolépticas deseables
(glicerol, ésteres totales, etc.) disminuyendo las indeseadas (alcoholes superiores, fenoles,
etc.) (Pizarro et al., 2007). También se debe dirigir la mejora de éstas hacia la obtencion de
vinos “saludables”, es decir, vinos que potencien los beneficios y minimicen los riesgos
asociados a un consumo responsable. Asi por ejemplo se podria pensar en vinos que presenten
una mayor cantidad de antioxidantes (resveratrol), baja concentracion de sustancias toxicas o
bajo contenido en etanol.

1.6.2. Opciones de fermentacion

Los procesos de fermentacion pueden llevarse a cabo principalmente mediante dos
configuraciones: por lotes (batch) y los procesos en continuo. Tradicionalmente y de modo
convencional, la primera es la elegida para la obtencion de los vinos. El mosto de uva se
introduce dentro de un recipiente (madera o acero inoxidable) donde se mantiene hasta el
final del proceso fermentativo (Fleet 2008). En este tipo de configuracién, como ya se ha
indicado, podremos decantarnos por un proceso de fermentacién espontanea o bien por la
adicion de un cultivo incitador comercial (Pretorius 2000). Las ventajas de la fermentacion
en “batch” radican en la facilidad de control de los parametros clave para el proceso de
vinificacion, avalado por la gran cantidad de conocimiento existente sobre este tipo de
proceso. Un largo periodo de fermentacion, la eliminacion de la lias producidas en
fermentacion y la imposibilidad de utilizar el contenedor para una nueva fermentacion hasta
que esta no ha terminado (nuevo “lote”) son algunas de las desventajas de esta configuracion
(Fleet 2008).

Mediante la inmovilizacion de microorganismos en una matriz solida, en una
concentracion similar a la encontrada en una fermentacion convencional, es posible realizar
una fermentacion alcohdlica en un biorreactor con una velocidad 10-100 veces mayor a la
obtenida con los procesos mencionados previamente (Verbelen et al., 2006). Aparte de una
mayor velocidad del proceso fermentativo, la recuperacion y reutilizacion de las levaduras
(en su soporte solido) son los principales puntos a favor.

Debido a la configuracion de los biorreactores (columnas o membranas) es posible que el
material solido que contiene el mosto, asi como las bacterias o levaduras indigenas del
mosto, produzcan obstrucciones y por tanto detengan el proceso. La clarificacion y
pasteurizacion del mosto sera necesaria previamente al proceso, teniendo esto gran impacto
en el coste econdémico y en las caracteristicas organolépticas del producto final. Ademas, el
comportamiento de las levaduras sera diferente si tenemos un proceso por lotes tradicional o
un proceso en continuo, traduciendose en vinos con diferentes perfiles aromaticos y
sensoriales. Parece logico pensar que seria un necesario un proceso de seleccion vy
optimizacion de cepas orientadas a este proceso en particular (Fleet 2008).

Esta estrategia fermentativa también se estda empleando para la realizacion de la
fermentacion malolactica, tanto con bacterias como levaduras. Resulta llamativa la
utilizacion de Schizosaccharomyces pombe en geles de arginato para eliminar los excesos de
acidez de los vinos, principalmente acido malico (Fleet 2008).
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Mediante las variaciones indicadas, tanto en la microbiota empleada, como en el proceso
fermentativo, podremos obtener vinos cuya principal caracteristica sea la ausencia de
uniformidad. Esto no es, ni mucho menos, un inconveniente, sino todo lo contrario. Se abre
ante nuestros 0jos un nuevo abanico de productos que podran ocupar una pequefa parte del
mercado, pero seran capaces de satisfacer las preferencias y necesidades de cada
consumidor. Seria algo asi como elaborar un “vino a la carta”, donde se potenciaran algunos
matices eliminando los indeseados.

1.7. Técnicas para la caracterizacion genética de levaduras vinicas

El trabajo de identificacion de microorganismos suele ser largo y tedioso y requiere cierta
experiencia, ya que se precisan numerosas pruebas para la correcta identificacion de
levaduras aisladas a partir tanto de uva como de vino. A lo anterior se suman los diferentes
cambios producidos en las clasificaciones taxonomicas de las levaduras en los Ultimos afios,
sobre todo en las ligadas a los procesos enologicos. Asi, especies como Saccharomyces
capensis, S. italicus, o S. chevalieri, entre otras, han sido agrupada en una Unica especie, S.
cerevisiae, reduciendo el gran nimero de especies que se incluian en este género (Kurtman vy
Fell 1998). De hecho a dia de hoy el género Saccharomyces esta formado Unicamente por
ocho especies: tres estan asociadas a procesos fermentativos (S. bayanus, S. cerevisiae y S.
pastorianus) y las otras cinco aisladas de entornos naturales (S. arboriculus, S. cariocanus, S.
kudriavzevii, S. mikatae y S. paradoxus) (Kurtzman 2003; Wang y Bai 2008). De entre las
anteriores destaca S. cerevisiae por ser la especie con mayor importancia en la fermentacion
alcohélica.

Existen infinidad de cepas dentro de la especie S. cerevisiae que intervienen en el
proceso de fermentacion, pudiendo presentar unas caracteristicas variables y en muchos
casos con cierto interés tecnologico. De este modo, la velocidad de fermentacion, caracteres
aromaticos de los vinos producidos, productos secundarios, etc., seran dependientes de las
levaduras que han intervenido en el proceso. El estudio ecologico de los microorganismos
responsables del proceso fermentativo, espontaneo, permitira seleccionar aquellas con las
propiedades adecuadas, con el objetivo de ser usadas como iniciadores de fermentacion. Eso
si, se requiere un paso previo: caracterizacion inequivoca de las levaduras implicadas,
principalmente S. cerevisie.

Las técnicas de caracterizacion clasicas se basan en el estudio de la morfologia y
fisiologia de éstas, destacando entre las Ultimas la fermentacion de fuentes de carbono y la
asimilacion tanto de fuentes de carbono como de nitrogeno (Barnett, 1992). De hecho,
existen en el mercado kits comerciales para la identificacion de levaduras en funcion de la
asimilacion de diferentes fuentes de carbono (Api 20C, Biomérieux, Durham, USA). La
identificacion mediante estas técnicas no tiene en cuenta el proceso de mutacion. Ante dos
perfiles diferentes, no se podria distinguir si nos encontramos ante dos cepas diferentes o
ante la misma con un diferente comportamiento nutricional.

Siempre que aparecia un nuevo fenotipo, se proponia un nuevo género. Hoy en dia se
sabe, a través de estudios moleculares, que un fenotipo a menudo no se puede predecir ni
siquiera a partir del genotipo. Debido a este cambio de tendencia, las pruebas de
fermentacion y los test de asimilacion no pueden ser usados para definir especies, como ya se
ha resefiado, pero si tienen cierto interés. El resultado de estas pruebas pondra de manifiesto
las diferentes propiedades fisioldgicas de las especies estudiadas, siendo estas de gran valor
para los ecologos, biotecndlogos u otros con interés en el uso de un determinado sustrato
(Kurtzman 2003)
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Desde la década de los 80 del siglo pasado hasta el dia de hoy, se han desarrollado varias
técnicas rapidas que nos permiten la identificacion inequivoca de levaduras. Esto fue posible
al gran avance sufrido en esta época de la Genética, asi como de la Biologia Molecular.

1.7.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica con infinidad de aplicaciones en Biologia Molecular, entre ellas su
empleo como herramienta para la identificacion de levaduras de interés enologico (Versavaud
et al. 1995; de Barros Lopes et al. 1996).

Consiste en la amplificacion “in vitro” de un fragmento concreto de un ADN utilizando
oligonucleotidos iniciadores especificos (“primers”) de la zona del genoma que se desea
amplificar. Es una técnica altamente especifica, pues Unicamente se amplifican las regiones
flanqueadas entre los sitios donde hibridan los iniciadores.

El proceso de amplificacion comienza por la desnaturalizacion del ADN, es decir, las dos
hebras complementarias de la cadena de ADN se separan por efecto de un calentamiento. Los
iniciadores, se unen en lugares especificos de cada hebra. A partir de estos cebadores, la ADN
polimerasa cataliza la union de los nucledtidos, tomando como molde cada hebra. El
resultado son dos nuevas hebras completas y complementarias.

Los productos de PCR pueden ser analizados mediante electroforesis en geles de agarosa,
o bien ser secuenciados, aumentando el poder de resolucion de esta técnica en estudios de
caracterizacion molecular.

Las principales ventajas de esta técnica se pueden resumir en los siguiente puntos:
- Requiere poca cantidad de ADN
- Permite analizar muchas muestras.

- Es altamente selectiva, ya que los cebadores se unen Unicamente a los extremos de la
secuencia que se desea amplificar.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) tendra mucha importancia en la
identificacion de levaduras, ya que esta puede darse directamente a partir del producto (por
secuenciacion de este) o mediante tratamiento con enzimas de restriccion de este (RFLP).

1.7.2. Identificacion de levaduras a nivel de especie

1.7.2.1. Identificacion de levaduras a nivel de especie mediante la secuenciacion de
los dominios D1-D2 del ADNr 26S

Los genes ribosomales (ADNr) codifican los ARN ribosomales que forman parte de los
ribosomas en los que tiene lugar la sintesis de proteinas.

En levaduras como S. cerevisiae (microorganismos eucariotas o con nlcleo verdadero) los
genes ribosomales 18S, 5.85, 265 y 5S se agrupan en tandem como podemos ver en la figura
1.7 formando bloques o unidades de transcripcion que se repiten entre 100 y 200 veces
(Eickbush y Eickbush 2007) en el genoma.

Cada bloque esta separado del anterior y posterior por espaciadores intergénicos,
llamados regiones NTS, que no son transcritos a ARN. A su vez, cada uno de estos bloques,
esta delimitado por un espaciador externo o region ETS que se transcribe, mientras que los
genes 18S, 5.85 y 26S estan separados por los espaciadores intergénicos o regiones ITS
(también transcritos).
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Los genes ribosomales 185, 5.85 y 26S, asi como los espaciadores ITS y NTS son
herramientas muy importantes para la identificacion de levaduras y cepas debido a la
existencia de secuencias conservadas a lo largo de la evolucion, de tal modo que la similitud
de esta region es mayor dentro de una misma especie y menor entre especies diferentes.

Asi la técnica mas empleada para identificar levaduras es la secuenciacion parcial de los
dominios D1 y D2 del ADNr 26S. Se trata de dos cortas regiones proximas al extremo 5’ del
gen y evolutivamente muy conservadas. Cuando al secuenciar esta region encontramos una
homologia igual o superior al 99% con secuencias depositadas en bases de datos (Kurtzman y
Robnett 1998), una levadura puede ser identificada como perteneciente a una especie
determinada.

NTS ETS s s ETS NTS NTS
l 5.8S D1D2 5S
y v [l il
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1700 pb 158 pb 3300 pb 120 pb
850 pb

Figura 1.7: Esquema de la organizacion tipica de los genes ribosomales en una levadura.

1.7.2.2. Identificacion de levaduras a nivel de especie mediante analisis del
polimorfismo de restriccion de la regiéon 5.8S-ITS (RFLP-5.8S-ITS)

Esta técnica consiste en amplificar por PCR la region del ADNr 5.8S-ITS, esto es el gen
5.8S y las regiones intergénicas ITS1 e ITS2 (ver figura 1.7).

Una vez amplificada esta region, el producto de PCR es digerido con distintas enzimas de
restriccion y los fragmentos obtenidos separados por electroforesis en geles de agarosa para
determinar su tamafo. Por tanto se estudia el patron obtenido para cada caso.

Mediante esta técnica y en funcion de los tamanos obtenidos con cada enzima es posible
identificar a nivel de especie un gran nimero de levaduras diferentes presentes en bebidas y
alimentos de forma inequivoca segin los patrones descritos en varias publicaciones
(Guillamén et al. 1998; Esteve-Zarzoso et al. 1999; Fernadez-Espinar et al. 2000; N’guessan et
al. 2011).

Para las especies pertenecientes al género Saccharomyces el tamafo del amplificado
corresponde a 850 pb. Con el objetivo de simplificar el método de identificacion, se puede
recurrir, Unicamente, a tres digestiones con las enzimas de restriccion Haelll, ScrFl y Accl
(Gonzalez et al. 2006). En entornos fermentativos la cepa mayoritaria seria S. cerevisiae,
pudiendo ser identificada inequivocamente realizando las dos primeras digestiones resefiadas.
La Ultima digestion seria Unicamente necesaria para discernir entre el resto de las posibles
especies pertenecientes al género Saccharomyces (ver tabla 1.1).

1.7.2.3. Identificacion mediante PCR y posterior electroforesis con gradiente
temporal de temperatura (PCR-TTGE)

Esta técnica consiste en la amplificacion de una region determinada del genoma, cuyo
producto es sometido a una electroforesis empleando un gradiente lineal de temperatura y
una concentracion constante de un agente desnaturalizante para separar fragmentos de ADN
que presenten las misma longitud pero diferente secuencia de nucledtidos. Esto es, dos
fragmentos que presenten la misma longitud, misma temperatura de fusion, o condiciones de
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desnaturalizacion, seran dependientes de la proporcion y de la posicion de los pares de bases
GC (Ubeda et al. 2009).

El analisis de RPLP-5.85-ITS (descrito anteriormente) falla en la distincion entre S.
bayanus y S. pastorianus (Ubeda et al. 2009). Mediante analisis usando TTGE se obtiene una
buena discriminacion entre ambas. Ademas esta técnica permite la discriminacion entre
varias especies pertenecientes al género Saccharomyces. Por el contrario esta técnica no
tiene capacidad para discriminar entre diferentes cepas dentro de la especie S. cerevisiae.

Otros autores aseguran la capacidad intrinseca de discriminar entre cepas de S.
cerevisiae si se optimizan las condiciones de amplificacion (Manzano et al., 2005).

Tabla 1.1: Longitud, en pares de bases, de los fragmentos obtenidos al realizar la restricciéon con las enzimas
indicadas de la region 5.8S-ITS. Como se observa, se obtienen dos posibles patrones (A y B) para cada enzima, de
modo que la discriminacién ente diferentes especies se reduce a la realizacion, en el orden resefiado, de las
digestiones indicadas. En los casos de especies muy cercanas de Saccharomyces donde la presente técnica no
permite discriminar, como es el caso de S. bayanus y S. pastorianus, se ha recurrido al estudio del gen de la actina
(ACT1, cromosoma VI, 1436 pb.) (Josepa et al., 2000).

Enzima  Patrén Fragmentos restriccion (pb) Especies Saccharomyces
Haell A 320+230+175+125 S. cerevisiae, S. paradoxus
B 495+230+125 S. bayanus, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. pastorianus
Serf A 400+320+120 S. cerevisiae, S. bayanus, S. kudriavsevii, S. pastorianus
B 530+320 S. paradoxus, S. mikatae
Acd A 850 S. bayanus, S. cerevisiae, S paradoxus, S. mikatae
B 730+110 S. kudriavzevii

1.7.3. Caracterizacién de cepas de S. cerevisiae

Una vez identificada una levadura como perteneciente a la especie S. cerevisiae sera
necesaria una técnica que nos permita distinguir los diferentes individuos pertenecientes a
una poblacion determinada. A continuacion se muestran algunas de las técnicas empleadas
para tal fin.

1.7.3.1. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante analisis del polimorfismo
de restriccion del ADN mitocondrial (RFLP-ADNmt)

El ADN mitocondrial (ADNmt) de S. cerevisiae es una molécula circular de ADN de un
tamano de 65 a 80 kilobases cuyo grado de variabilidad puede ser puesto de manifiesto
mediante analisis con enzimas de restriccion. Asi, el alto grado de polimorfismo que presenta
esta molécula entre diferentes cepas vinicas de S. cerevisiae hace que su analisis sea uno de
los mas aplicados para su caracterizacion.

Una serie de caracteristicas hacen que el ADN mitocondrial sea el sustrato mas adecuado
para estos estudios:

- No presenta metilacion en ninguna de sus bases nitrogenadas por lo que es un
sustrato idoneo sobre el que actuan las enzimas de restriccion.

- Por su pequeiio tamafo es ideal para este tipo de estudios, pero ademas es lo
suficientemente grande como para ofrecer resultados significativos.

- EL ADN mitocondrial posee una alta proporcion de bases A+T. La digestion con
enzimas de restriccion cuyas dianas sean ricas en bases G+C producen fragmentos
de restriccion de gran tamafio en el ADNmt y degradan completamente el
genoma nuclear. Al realizar la electroforesis de los productos de digestion, los
pequenos fragmentos cromosomicos avanzan con el frente del gel, no
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interfiriendo con las bandas correspondientes a los fragmentos mitocondriales por
su mayor tamafo. El bandeo obtenido podria considerarse la “huella dactilar” de
una determinada cepa.

Basicamente como podemos ver en la figura 1.8, este método consiste en extraer el ADN
total de una levadura, purificarlo, digerirlo con determinadas endonucleasas de restriccion, y
separar los fragmentos obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa para su posterior
visualizacion en gel. Se trata de una técnica utilizada de manera rutinaria por muchos autores
(Vezinhet et al. 1990; Versavaud et al. 1995; Lopez et al. 2001; Lopes et al. 2006) debido a su
alta fiabilidad, repetitividad entre laboratorios y metodologia relativamente sencilla (aunque
laboriosa) que permite el analisis simultaneo en un mismo gel de numerosas cepas. Si el
estudio comprende gran cantidad de individuos es necesario recurrir a medios bioinformaticos
que nos permitan hacer un tratamiento estadistico de los patrones obtenidos, ante la
imposibilidad de realizar una comparacion de todos ellos en un mismo gel.
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Figura 1.8: Esquema resumido de analisis RFLP-ADNmt. El proceso consiste de una extraccioén del ADN total (nuclear
y mitocondrial, indicados con diferente color) y el posterior tratamiento de éste con enzimas de restriccion. El nimero
de bandas, junto con su tamaiio, sera un indicador inequivoco de la identidad de las diferentes cepas.

1.7.3.2. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante el empleo de técnicas
basadas en el uso de la PCR

La técnica descrita en el apartado anterior es la que ofrece mas garantias a la hora de
identificar cepas de S. cerevisiae, sin embargo es una técnica laboriosa y tediosa para
analizar un gran numero de clones por lo que se han desarrollado una serie de técnicas
basadas en el empleo de la PCR, mucho mas rapidas, esquematizadas en la figura 1.9 y que
pasaremos a citar a continuacion.

1.7.3.2.a. Amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD)

Esta técnica se basa en el empleo de un Unico oligonucledtido iniciador muy corto (unos
10 nucledtidos) con una secuencia arbitraria (Williams et al. 1990). La reaccion de PCR se
realiza a una baja temperatura de anillamiento (37°C), de manera que la hibridacion con el
ADN de la levadura estara determinada por la corta y arbitraria secuencia del oligo,
iniciandose la amplificacion de diversos fragmentos de ADN distribuidos a lo largo de todo el
genoma. El resultado es un patrdon de productos amplificados caracteristicos de las diferentes
cepas analizadas (ver figura 1.9).

La principal ventaja de esta técnica radica en la no necesidad de informacion previa
sobre la secuencia para el disefio del oligonucledtido. Sin embargo, tiene el inconveniente de
la inestabilidad de los perfiles de amplificacion obtenidos para cada cepa y por tanto, supone
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Figura 1.9: Métodos de tipaje y analisis molecular de cepas de levaduras mediante el empleo de técnicas basadas en
la PCR.

una gran dificultad para comparar experimentos diferentes. Por tanto es necesario repetir el
experimento varias veces para tener solo en cuenta las bandas comunes a varios
experimentos.

Existen varios trabajos donde ademas de emplear RAPDs, se usan otras técnicas que
permitan identificar diferentes cepas. Asi Corte et al. (2005) emplearon en un estudio
conjunto los perfiles de RAPDs junto con la sensibilidad de las cepas a toxinas “killer”.

1.7.3.2.b. Amplificacion de elementos delta.

Las secuencias o elementos delta (5) son elementos de solo 0.3 kb que flanquean los
elementos genéticos moviles llamados retrotransposones Ty1. En el genoma de S. cerevisiae
existen de media unos 100 elementos & cuya localizacion es ligeramente variable.

El disefio de distintos cebadores que anillan especificamente en estos elementos y su
empleo en reacciones de PCR permite obtener para cada cepa un patron de bandas
caracteristico (Legras y Karst 2003).

Como ventaja indicar que esta técnica tiene una variabilidad mayor que otras y permite
distinguir mas cepas. Sin embargo, como inconveniente, una misma cepa puede dar patrones
diferentes en funcién de parametros tales como la cantidad de ADN molde utilizado o las
condiciones de PCR, por lo que la comparacion entre diferentes laboratorios es dificil.

1.7.3.2.c. PCR de zonas repetitivas del genoma (microsatélites y minisatélites)

Los microsatélites y los minisatélites son zonas repetidas en el genoma que se repiten en
tandem de manera abundante y al azar, por lo que son adecuadas para la diferenciacion de
cepas debido a la variabilidad que presentan.
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Los microsatélites tienen una longitud inferior a 10 pares de bases, mientras que los
minisatélites oscilan entre 10 y 100 pares de bases.

La amplificacion y variabilidad de estas secuencias se puede poner de manifiesto
empleando oligonucledtidos especificos como (GTG)s, (GAG)s, (GACA), o M13 (Lieckfeldt et
al., 1993) en reacciones de PCR.

Se trata de una técnica de alto poder de resolucion y gran reproducibilidad. Para una
resolucion optima de los fragmentos amplificados es necesario el analisis en geles de
poliacrilamida, lo que la convierte en una técnica tediosa para el analisis de un gran nimero
de muestras de manera rutinaria.

1.7.4. Caracterizacion de hibridos de S. cerevisiae

Las cepas industriales de Saccharomyces son organismos altamente especializados,
debido principalmente a los diferentes procesos de domesticacion sufridos. Uno de estos
mecanismos ha sido la generacion de hibridos interespecificos entre diferentes especies del
género Saccharomyces (de Barros Lopes et al. 2002). Los hibridos tendran, por tanto, un
genoma que sera la mezcla de los correspondientes a sus parentales. Asi, los hibridos
adquieren propiedades correspondientes a ambos progenitores: por ejemplo la alta tolerancia
al etanol y azlcares de S. cerevisiae y a las bajas temperaturas de S. kudriavzevii (Gonzalez
et al. 2006). Ademas varios autores han realizado de modo artificial, en laboratorio, la
generacion de hibridos interespecificos con el objetivo de mejorar sus propiedades enologicas
(de Barros Lopes et al. 2002; Sato et al. 2002; Bellon et al. 2011).

Los primeros hibridos entre S. cerevisiae y S. bayanus fueron identificados hace unas
décadas (Kodama et al. 2005). Debemos distinguir entre los hibridos S. cerevisiae x S. bayanus
var bayanus, aislado de cerveza, y los hibridos S. cerevisiae x S. bayanus var. uvarum que
fueron aislados a partir de vino (Masneuf et al. 1998; Naumova et al. 2005; Gonzalez et al.
2006; Le Jeune et al. 2007).

En los ultimos anos, se han caracterizado un nuevo tipo de hibridos, entre S. cerevisiae x
S. kudriavzevii aislados de entornos fermentativos relacionados con la cerveza y el vino
(Bradbury et al. 2006; Gonzalez et al. 2006, 2008; Lopandi¢ et al. 2007; Peris et al., enviado).
De hecho, uno de los hibridos caracterizados corresponde con una de las cepas aisladas en el
presente trabajo, cepa PB7, en la Cooperativa de Los Oteros durante la cosecha de 2005
(Peris et al., enviado).

Su caracterizacion consiste en un analisis de restriccion de hasta 36 genes localizados en
diferentes cromosomas (Ver figura 1.10) (Gonzalez et al. 2008), acompanado de la
secuenciacion del gen nuclear MET6 y del gen mitocondrial COX2 (Peris et al., enviado).
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Figura 1.10: Distribucion en los cromosomas de los genes diana empleados en el analisis de restriccion, con el fin de
caracterizar los hibridos de S. cerevisiae (Modificado de Peris et al., enviado).
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1.7.5. Otras técnicas para la caracterizacion de levaduras

Incluir en este apartado las técnicas que se desarrollaran a continuacion responde a su
capacidad de discriminacion tanto a nivel de especie como a nivel de cepa. Por un lado
aportan una mayor cantidad de informacion aunque su capacidad discriminatoria, a veces, no
es concluyente, y en este caso necesitamos recurrir a cualquiera de las técnicas resefiadas en
el apartado anterior para confirmar el pronostico.

1.7.5.1. Analisis del polimorfismo cromosémico

Inicialmente la determinacion del nimero de cromosomas presentes en un
microorganismo se realizaba mediante observacion directa al microscopio o mediante el
establecimiento de relaciones de ligamiento entre genes conocidos. Estos procesos, sin
embargo, resultan ser lentos y ciertamente complejos.

Un paso adelante fue la aparicion del analisis de Polimorfismo de Longitud de
Cromosomas (CLP, “Chromosome Length Polymorphism) (Degre et al., 1989), también
conocida como técnica de Electroforesis en Campo Pulsante (PFE, “Pulsed Field
Electrophoresis”) (Querol et al. 1992).

En estas técnica es necesaria la preparacion de las muestras para adecuarlas a las
condiciones del tratamiento, basicamente consistente en la liberacion de los cromosomas del
interior del nucleo. Tanto en sistemas de preparacion de muestras con produccion de
esferoplastos (levaduras desprovistas de la pared celular por accion enzimatica) o sin ellos, el
resultado final seran bloques de agarosas (plugs) listos para cargar en el gel que contendran
el genoma nuclear a estudiar.

En los sistemas de electroforesis en campo pulsante, los cromosomas son sometidos a un
campo eléctrico pulsante aplicado en dos orientaciones diferentes que van cambiando. Estos
migraran a través de la matriz de agarosa dependiendo del tamafio y de su estructura
tridimensional. Por tanto se resuelve el genoma en bandas cromosomicas obteniendose un
cariotipo electroforético.

Desde el primer cariotipo descrito (Schwartz et al. 1984) se han descrito varios modelos
con la intencion de mejorar la resolucion. Un salto cualitativo fue la descripcion del sistema
instrumental denominado CHEF (Electroforesis en campo eléctrico homogéneo, del inglés
“Contour-clamped Homogeneus Electric Fields”) descrito por Chu et al. (1986). El sistema
constaba de un hexagono formado por 24 electrodos, capaz de producir un campo homogéneo
alterno entre dos direcciones orientadas 120 grados. Estos autores fueron capaces de resolver
el cariotipo de S. cerevisiae en quince bandas. A partir de entonces se ha empleado para la
determinacion del cariotipo de numerosas especies.

Actualmente existen mejoras de este sistema que permiten una mejor resolucion en un
menor tiempo. En estos es posible una orientacion de los campos en direcciones diferentes de
120 grados, aparte de la modificacion de diferentes parametros.

1.7.5.1.a. Polimorfismo cromosémico en levaduras vinicas

Las cepas de levaduras vinicas muestran una amplia variacion en sus patrones en
Electroforesis en Gel de Campo Pulsante (PFGE). Cepas con diferente patron se indicaran
como diferentes, mientras que si presentan el mismo patron, existe una alta posibilidad de
que se trate del mismo clon. Esto se deberia comprobar con otras técnicas como por ejemplo
RFLP ADNmt.

Si bien, como se indica anteriormente, no podremos asegurar si nos encontramos o no
con dos cepas diferentes al ver un resultado de PFGE, si podemos asegurar si nos encontramos
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ante una cepa de S. cerevisiae 0 no. Aquellos cariotipos que presenten cuatro bandas
diferentes (por tanto cuatro cromosomas) con un tamafo inferior a 500 kb nos aseguran su
pertenencia a esta especie (de Jonge et al., 1986).

Yamamoto et al. (1991) consiguieron mediante PFGE diferenciar 51 patrones diferentes
de 77 cepas vinicas industriales analizadas. Estos autores afirman que cepas con idéntico
patron electroforético del cariotipo pueden ser la misma cepa, aunque para asegurarnos seria
necesario recurrir a técnicas como el RFLP-ADNmt. Otros autores también han empleado esta
herramienta para diferenciar e identificar levaduras (Querol et al. 1992).

Los polimorfismos cromosomicos se deben a delecciones, inserciones y translocaciones,
tanto intracromosémicos como intercromosomicos, de fragmentos de ADN con un tamano
suficiente para ser detectado mediante electroforesis (minimo 10 kb). En S. cerevisiae la
reorganizacion cromosémica tiene lugar por recombinacion entre secuencias homdlogas muy
repetidas en el genoma como por ejemplo los transposones de la familia Ty, regiones
teloméricas y subteloméricas (Y’ y X) y, en menor medida, los genes del ARN ribosomico y
ARN transferente (Aguilera et al. 1993).

La citada técnica tiene un elevado poder de discriminacion cuando se compara con otras
técnicas moleculares, hasta el punto que algunos autores la erigen como la mejor técnica
para discriminar entre diferentes cepas de S. cerevisiae (Schuller et al., 2004). Algo que no
deja opcion a duda es que esta técnica tiene el poder de revelar la existencia de grandes
reordenamientos, principalmente mediados por la rapida evolucion que sufren las cepas en
los entornos industriales (Infante et al. 2003; Querol et al. 2003).

Algo que se debe de tener en cuenta en las cepas silvestres es la inestabilidad
cariotipica. Estas reorganizaciones cromosomicas pueden dar lugar a polimorfismo
cromosomico entre clones de una misma cepa o entre sus derivados meioticos. Este fenomeno
tiene gran importancia desde el punto de vista industrial, ya que el uso de una cepa de
levadura seleccionada que presente inestabilidad no garantiza la reproducibilidad en el
producto final. La forma de detectar este fendmeno seria mediante analisis del cariotipo
electroforético de un amplio nimero de clones aislados tras muchas generaciones en
crecimiento vegetativo (Adams et al. 1992; Longo y Vezinhet 1993; Nadal et al. 1999).

Un reciente estudio ha empleado esta técnica para monitorizar la dinamica de
poblaciones en fermentaciones espontaneas, asi como en posteriores fermentaciones dirigidas
por algunas de las levaduras seleccionadas en las primeras fermentaciones indicadas
(Rodriguez et al. 2010). Tras un largo y exhaustivo estudio, durante nueve cosechas en
laboratorio y a escala industrial, obtuvieron una cepa que era capaz de dominar en los
procesos de fermentacion y que conferia al producto final unas caracteristicas organolépticas
destacadas. A la vista de estos resultados, la bodega en cuestion, optd por usar esta cepa
como iniciadora de fermentacion (previamente optaban por un proceso espontaneo de
fermentacion).

1.7.5.2. Analisis de patrones electroforéticos de proteinas

Esta metodologia de identificacion de levaduras consiste en el analisis de patrones
electroforéticos de proteinas solubles celulares totales.

El primer paso para aplicar esta técnica pasa por la extraccion de las proteinas totales de
las células, la desnaturalizacion de aquellas y por Gltimo, su analisis, en un gel de
poliacrilamida. En éste, las proteinas migraran en funcion de su peso molecular, obteniéndose
un patron de bandas que podra ser caracteristico de un género, especie o cepa en particular.
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Aunque esta técnica nos permite un analisis bastante rapido de muestras, los complejos
patrones de bandas obtenidos resultan dificiles de analizar. Esta técnica parece util para
caracterizar individualmente las cepas de levaduras empleadas en procesos industriales (Van
Vuuren et al. 1987). Otros autores no encontraron diferencias, mediante esta técnica, entre
las cepas de levaduras aisladas en una misma bodega (Guillamon et al. 1993).

Otros han descrito la escasa capacidad para discriminar cepas pertenecientes a una
misma bodega, ya que solo resultd Gtil para un pequeiio niUmero de cepas (Izquierdo et al.,
1996). Estos mismos autores encontraron la relacion entre el origen geografico y ecoldgico de
las levaduras analizadas y su perfil de proteinas. Ademas ponen de manifiesto la relacion
entre el cariotipo electroforético y el patron proteico de estas levaduras vinicas.

1.7.5.3. Analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP)

Este método se ha empleado principalmente para el analisis de marcadores moleculares,
asi como en estudios de taxonomia y relaciones genéticas. Se realiza en cuatro etapas. En la
primera el ADN genémico se corta o digiere con dos enzimas de restriccion. Generalmente
una de ellas es de corte no comln, que reconoce de 6 a 8 pares de bases y otra de corte
frecuente, que reconoce 4 pares de bases. En una segunda etapa, unos fragmentos de ADN
llamados “adaptadores” se ligan de forma especifica a los extremos de los fragmentos
obtenidos en el paso anterior. En una tercera etapa se amplifican selectivamente fragmentos
por PCR, ya que los oligonucledtidos empleados tendran una secuencia complementaria a los
adaptadores, ademas de uno a tres nucleotidos selectivos adicionales en su extremo 3°. La
cuarta y ultima etapa del ensayo AFLP involucra el analisis de los fragmentos amplificados.
Dos son las posibilidades descritas: el empleo de geles de poliacrilamida desnaturalizante
(junto con un método revelado adecuado), o mediante un secuenciador automatico (si uno de
los iniciadores lleva un marcado fluorescente) (Vos et al., 1995).

La principal ventaja de este método radica que aprovechan el poder de la técnica de
PCR, junto con la innecesaridad de tener informacion previa de la secuencia. Ademas, los
oligonucleotidos empleados son practicamente universales y su uso puede ser extendido a
cualquier especie. La laboriosidad de esta técnica podria ser uno de sus inconvenientes.

Esta técnica ha sido empleada en el estudio de levaduras (de Barros Lopes et al. 1999).
Los resultados de este estudio ponen de manifiesto las relaciones genéticas entre las
diferentes especies y cepas de levadura estudiadas. Junto a esto, queda demostrada su
capacidad de discriminacion tanto a nivel de especie como de subespecie. Recientemente se
ha descrito una nueva metodologia que no precisa oligonucledtidos marcados y el producto
puede ser analizado mediante electroforesis en gel (Esteve-Zarzoso et al. 2010).

1.8. Perfil aromatico y sensorial de los vinos

1.8.1. Contribucién de las levaduras en el perfil aromatico y sensorial de
los vinos

La composicion quimica de un vino es la base de su caracter sensorial y esta determinada
por varios factores como son: variedad de uva, condiciones geograficas de los cultivares,
ecologia microbiana en la uva y en fermentacion y la practicas de vinificacion (Fleet 2003).

Los microorganismos tienen un papel muy importante en la composicion quimica de los
vinos. Asi en el caso de S. cerevisiae, empleando diferentes cepas, es posible obtener vinos
con diferentes propiedades organolépticas (variaciones en la produccion de glicerol, acido
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acético, etc.) (Henschke 1997), asi como perfiles sensoriales y aromaticos distintos(Alvarez-
Pérez et al., enviado).

En una fermentacion alcohdlica, la contribucion de una levadura a las caracteristicas
organolépticas finales de un vino puede ser debida a cinco aspectos diferentes (Henschke
1997; Swiegers et al. 2005):

- La utilizacion de los constituyentes solidos del mosto

- Produccion de etanol y otros solventes que ayudaran a la extraccion de los
componentes aromaticos contenidos en la uva.

- Produccién de enzimas capaces de transformar compuestos aromaticamente neutros
(los denominados precursores) de la uva, en compuestos de gran aromaticidad.

- Produccion de cientos de metabolitos secundarios aromaticos (alcoholes, ésteres,
aldehidos, compuestos volatiles sulfurados, etc.).

- Degradacion autolitica de las levaduras muertas.

En los vinos se han identificado mas de un millar de compuestos volatiles, y de ellos, mas
de 400 son producidos por las levaduras en los procesos de fermentacion (Nykanen, 1986),
cuya naturaleza y concentracion dependerda de las levaduras que realicen el proceso
fermentativo. La singularidad e individualidad de la contribucion de las diferentes levaduras
dependera de la ecologia de fermentacion y de los factores que determinen dicha ecologia
(Radler 1993; Fleet 2001).

El aroma final de un vino esta compuesto por una amplia variedad de compuestos con
diferentes propiedades aromaticas. Asi podemos distinguir entre los compuestos originados a
partir de las uvas (aromas varietales), compuestos formados en los procesos de obtencion del
mosto (aromas pre-fermentativos), compuestos producidos por levaduras o bacterias durante
la fermentacion alcohodlica o malolactica (aromas fermentativos), y por Gltimo los compuestos
que pueden aparecer en los procesos de envejecimiento de los vinos (aromas post-
fermentativos) (Schreier 1979; Boulton et al. 1995; Rapp 1998; Romano et al. 2003). El perfil
aromatico estara dominado por los compuestos fermentativos, indicando por tanto la
capacidad de las levaduras para producir vinos con distintas caracteristicas organolépticas
(Romano et al., 2003).

Destacar que los productos mayoritarios del metabolismo de las levaduras, etanol y
dioxido de carbono, realizan una contribucion escasa al aroma final de los vinos. Por contra,
los acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres y, en menor medida, el acetaldehido,
forman el denominado “fermentation bouquet” (Swiegers et al., 2005). Si bien, una
concentracion excesiva de estos compuestos puede resultar indeseable.

Algunos autores afirman que cuando se comparan vinos realizados con diferentes
levaduras, aparecen diferencias cuantitativas en vez de cualitativas (Romano, 1997). Es decir,
los productos obtenidos en las fermentaciones serian idénticos, variando Unicamente las
cantidades relativas de los diferentes compuestos. Los compuestos producidos por las
levaduras se pueden dividir en dos clases. En la primera, se incluirian los compuestos que no
varian significativamente dentro de una misma especie, aunque si lo hacen entre diferentes
especies. Como ejemplo se podrian indicar el acetato de etilo y los alcoholes superiores. En la
segunda clase estarian aquellos compuestos que se generan con amplia variabilidad dentro de
una misma especie. Como ejemplo de estos compuestos podiamos indicas el isobutanol y el
alcohol isoamilico (Romano et al., 2003).
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Como se ha mencionado, la levadura ejerce un papel importante en la formacion de
compuestos aromaticos, bien a partir de precursores inodoros o a partir del proceso
fermentativo. Para conocer un poco mejor la relacion existente entre levadura y variedad de
uva (mosto precursor) se han disenado experimentos con este fin. Tras realizar
microvinificaciones con las mismas levaduras sobre mostos de diferente origen, se comprobd
una variacion importante en los perfiles aromaticos obtenidos (Romano et al., 2003).
Adicionalmente, se realizaron microvinificaciones empleando diferentes cepas de S.
cerevisiae sobre la misma variedad de mosto y de nuevo se obtuvo una gran variabalidad en
los compuestos analizados. Por tanto se podria indicar que la calidad final de un vino es el
resultado de la interaccién entre la levadura y la composicion del mosto de uva. Este mismo
resultado fue obtenido por Alvarez-Pérez et al. (enviado) en su estudio realizado sobre la
variedad de uva Prieto Picudo (autéctona de la provincia de Leodn, Espana), empleando
diferentes levaduras autoctonas aisladas de microvinificaciones espontaneas de esta variedad.

A continuacion se veran por separado las familias aromaticas mas importantes y la
contribucion directa que ejercen las levaduras sobre éstas, tanto en su produccion como en su
modificacion.

1.8.1.1. Acidos

1.8.1.1.a. Acidos no volatiles

La acidez de un mosto o un vino tiene un impacto directo sobre su calidad sensorial y su
estabilidad fisica, bioquimica y microbiolégica (Fowles, 1992). Los acidos pueden tener un
impacto tanto positivo como negativo en el aroma y sabor, dependiendo de la concentracion,
tipo y estilo de vino. Los acidos organicos no-volatiles predominantes seran el acido tartarico
y el acido malico (90 % de la acidez valorable en un mosto). El acido citrico y el acido lactico
también contribuyen a la acidez del mosto. El acido succinico y los cetoacidos se encuentran
presentes en trazas en el mosto, aunque su concentracion aumenta en los vinos debido a la
fermentacion (Fowles 1992; Radler 1993).

Un desequilibrio en la acidez puede dar lugar al desarrollo de compuestos acidos y a su
modificacion fisica y microbiolégica durante el proceso de vinificacion. Un vino con una
acidez no equilibrada puede ser considerado defectuoso. En los climas frios se suele hacer un
ajuste del producto final para acondicionarlo a las premisas del mercado mediante
neutralizacion con carbonato calcico y precipitacion. En los climas calientes, el ajuste a
realizar va en la direccion de aumentar la acidez valorable, adicionando principalmente acido
tartarico (también es posible la adicion acido citrico y/o acido malico en funcion de la
legislacion). Esta practica influye en el producto final con una bajada del pH.

El acido tartarico es estable a la accion de los microorganismos, de hecho, se producen
ligeros cambios en su concentracion durante el proceso de fermentacion. La mayoria de las
levaduras pueden utilizar el acido malico: Saccharomyces cerevisiae es capaz de degradar
entre el 3-45 % de acido malico, mientras que otras especies de levadura
(Schizosaccharomyces) son capaces de degradarla por completo a didxido de carbono y etanol
(Radler 1993; Giudici et al. 1995). El acido succinico es el principal acido dicarboxilico
producido en fermentacion (hasta 2 g/L) (Radler 1993; Coulter et al. 2004). A éste se le
atribuye un sabor “salado y amargo”. Los cetoacidos, principalmente el acido piravico y el
acido a-cetoglutarico juegan un papel importante en la estabilidad y calidad final del vino
debido a su capacidad de unir dioxido de azufre y de reaccionar con los fenoles (Rankine
1967, 1968; Rankine y Pocock 1969). La cepa de levadura tiene influencia en la formacion de
éstos, aunque el contenido y el tipo de nitrogeno del medio también juegan un papel
importante.
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El acido lactico, principal producto de la fermentacion malolactica, puede estar presente
en vino en cantidades de hasta 6 g/L. Este no es eficientemente producido por S. cerevisise
(produccion de pequenas cantidades) debido a la ineficiencia que presentan sus lactato
deshidrogenasas mitocondriales (Dequin y Barre 1994).

1.8.1.1.b. Acidos volatiles

Son acidos organicos volatiles con una corta cadena carbonada. Suelen encontrarse en
concentraciones entre 500-1000 mg/L (10-15 % del contenido total de acidos). De ellos el
acido acético supone el 90% (Fowles 1992; Radler 1993). El resto de acidos (principalmente
propidnico o hexanoico) son producidos a través del metabolismo de acidos grasos de
levaduras y bacterias.

Es importante indicar que aunque S. cerevisiae tiene la capacidad de producir acido
acético, una concentracion excesiva de éste suele ser debida al metabolismo aerdbico del
etanol por bacterias acéticas. El acido acético tendra importancia en el producto final,
influyendo en gran medida su concentracion. Los rangos de concentracion dptimos de este
parametro pueden variar dependiendo del tipo de vino (Campo et al. 2005; Corison et al.
1979; Romano 1990; Scanes et al. 1998).

1.8.1.2. Alcoholes

1.8.1.2.a. Etanol

Debido a la gran cantidad de azlcares presentes en las uvas (elevada madurez), los vinos
producidos alcanzan tasas muy elevadas de etanol, superando incluso el 15 % (v/v). La
presencia de etanol es esencial para potenciar los atributos sensoriales presentes en los vinos.
Sin embargo un exceso puede producir un efecto “picante” e incluso enmascarar el paladar y
aroma de los vinos (de Barros Lopes et al. 2003).

Son varias las estrategias encaminadas a la reduccion del etanol final en los vinos, debido
a la demanda de mercado. La mayoria de los procesos fisicos empleados son de alto coste y
conllevan una disminucion en el aroma y sabor debido a la perdida y/o modificacion de estos
compuestos en los citados procesos (Swiegers et al., 2005). Otra estrategia seria emplear
levaduras con una menor tolerancia al etanol, de manera que cuando se alcanza cierta tasa
de etanol el desarrollo de éstas es inviable produciéndose una parada del proceso
fermentativo, resultando un vino con menor grado alcoholico. Debido a la imposibilidad de
modificar genéticamente los microorganismos para usarlos en vinificacion, la obtencion de
cepas con estas capacidades pasa por una seleccion de cepas con estas caracteristicas (Jia et
al., 2010). El problema asociado a esta estrategia seria la eliminacion de los azlcares
residuales en el producto final, ya que estos pueden provocar efectos indeseados (segunda
fermentacion, proliferacion de microorganismos indeseados, etc.), por tanto se hace
necesario la eliminacion de éstos por métodos quimicos. Otra estrategia a emplear seria la
desalcoholizacion durante el proceso de fermentacion, obteniendo un vino de menor grado
alcohdlico (Aguera et al., 2010).

1.8.1.2.b. Glicerol

El glicerol es un polialcohol incoloro, inodoro y con un elevado caracter viscoso. Tiene un
sabor ligeramente dulce con una sensacion en boca aceitosa y pesada. En los vinos secos o
semi-dulces se encuentra en concentraciones entre 5y 14 g/L (mayor cantidad en vinos tintos
que en blancos). En los vinos elaborados a partir de uva con botritis puede llegar a alcanzar
valores de hasta 25 g/L (Ough et al. 1972; Scanes et al. 1998). El glicerol no tiene impacto
sobre las caracteristicas aromaticas de los vinos, solo en algunos casos podria tener efecto
sobre la dulzura aparente de éstos (Noble y Bursick 1984). Para que se produzca un aumento
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en la viscosidad de un vino son necesario valores de glicerol superiores a 25 g/L (Noble y
Bursick 1984). Por tanto las lagrimas que se aprecian en las copas de vino no tienen relacion
directa con la concentracion de glicerol (Swiegers et al., 2005).

1.8.1.2.c. Alcoholes superiores

También conocidos como alcoholes de fusel. Son metabolitos secundarios de las levaduras
en la fermentacion alcohdlica. Pueden tener un impacto positivo (notas frutales) pero
también negativo (picante) en funcion de las concentracion en la que se encuentren en los
vinos. Se dividen en alcoholes alifaticos y aromaticos (Swiegers et al., 2005). Su
concentracion en vinos vendra influenciada principalmente por dos factores; por un lado la
levadura empleada en fermentacion (Giudici et al. 1990) y por otro la concentraciéon de
aminoacidos (precursores de los alcoholes superiores) en el mosto (Schulthess y Ettlinger
1978). Ademas otros factores que influyen en menor medida seran la concentracion de
etanol, la temperatura de fermentacién, composicion del mosto, aireacion, madurez de la
uva, etc. (Fleet y Heard 1993).

1.8.1.3. Compuestos carbonilicos

El acetaldehido es el compuesto con mayor importancia dentro de esta familia,
encontrandose en los vinos en concentraciones que oscilan entre 10-75 mg/L (Schreier, 1979).
La nota aromatica aportada por este compuesto a los vinos suele ser definida como “manzana
magullada”, “nuez”, aunque suele ser una sefal que indica que el vino esta oxidado (Swiegers
et al., 2005). Factores como la oxidacion de etanol o la aireacion, influirdan en su
concentracion en los vinos (Fleet y Heard 1993), al igual que la cepa empleada y la

temperatura a la que se realiza la fermentacion.

Otro compuesto carbonilico de gran importancia es el diacetilo (butano-2,3-diona) que
evoca claramente a “mantequilla”. Las levaduras son capaces de sintetizar pequenas
cantidades de este compuesto (0,2-0,3 mg/L), aunque cuando aparece a concentracion
excesiva sera debida a la accion de las bacterias lacticas (Bartowsky y Henschke 2004).

1.8.1.4. Fenoles volatiles

Sus precursores son los acidos hidrocinamicos presentes en las uvas y transformados por
las levaduras en los correspondientes fenoles volatiles a lo largo de la fermentacion (Fleet
2008). Presentan un bajo umbral de deteccion, y aunque su contribucion al aroma final puede
ser positiva, su contribucion negativa es la mas conocida. Los etilfenoles (4-etilguaiacol y 4-

etilfenol) producen aromas a “cuadra”, “establo”, mientras que los vinilfenoles (4-vinilfenol y
4-vinilguaiacol) producen olor a “medicamento” (Dubois, 1983).

Los acidos fendlicos pueden ser descarboxilados para dar lugar a fenoles volatiles,
aunque esta actividad enzimatica tiene una baja eficiencia en la mayoria de las cepas de S.
cerevisiae (Barthelmebs et al., 2000). La levadura Brettanomyces es capaz de producir
etilfenoles con alta eficiencia, siendo necesario el control de este microorganismo al final de
la fermentacion para evitar el deterioro del producto final (Coulon et al. 2010). Otra fuente
importante de etilfenoles, principalmente 4-etilguaiacol y 4-etilfenol, es el proceso de
envejecimiento en roble (Rayne y Eggers 2007; 2008).

1.8.1.5. Esteres

La produccion de ésteres durante la fermentacion juega un papel muy importante en las
notas frutales de los vinos. Los mas importantes son el acetato de etilo (frutal, disolvente),
acetato de isoamilo (acetato de isopentilo, pera, platano), acetato de isobutilo (platano),
caproato de etilo (hexanoato de etilo, manzana) y acetato de feniletilo (miel, frutal, floral)
(Swiegers et al., 2005).
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Las cepas de levadura juegan un papel importante en la produccion de los ésteres en el
proceso de fermentacion, aunque también tiene gran importancia la variedad de uva. Esto es
debido a que los ésteres son sintetizados por las levaduras a partir de los precursores
presentes en aquellas. Esta es la razon por la que el espectro de ésteres que nos encontramos
en los diferentes vinos varia significativamente. Se podria hablar de un efecto sinérgico entre
el metabolismo de la levadura y la uva dando como resultado un perfil determinado de
ésteres en un vino en particular (Ferreira 2010; Swiegers et al. 2005).

1.8.1.6. Compuestos de azufre

Aparecen en los vinos en muy bajas concentraciones, aunque debido a su bajo umbral de
deteccion, confieren, por lo general, caracteristicas negativas a los vinos. Se dividen
principalmente en cinco familias: sulfuros, polisulfuros, compuestos heterociclicos, tioésteres
y tioles. La mayoria de estos compuestos son asociados con descriptores negativos (basura,
huevos podridos, ajo, cebolla, etc.), mientras que otros contribuyen a la complejidad de los
vinos aportando notas apreciadas por los consumidores (fruta de la pasion, mango verde, boj,
pomelo, etc.) (Darriet et al. 1995; Tominaga et al. 1996, 2000). En la tabla 1.3 aparecen los
diferentes compuestos azufrados junto con su descriptor aromatico.

1.8.2. El aroma en los vinos

El aroma de los vinos es uno de los mas complejos que nos podemos encontrar en la
naturaleza. Las razones son varias, destacando (Ferreira y Cacho 2009):

- Existen una gran cantidad de vinos diferentes, cada uno con un aroma distinto.

- Los vinos exhiben aromas cambiantes con el tiempo, bien durante el periodo que
permanecen embotellados o simplemente desde que es servido en copa hasta que es
consumido.

- La diferente percepcion que cada consumidor puede hacer de un mismo vino.
Normalmente un vino no presenta un aroma caracteristico, sino una ammplia paleta
de suaves matices dificiles de definir, que con toda seguridad tendra diferente
percepcion entre individuos diferentes.

En realidad el aroma de un producto es el resultado de un complejo equilibrio entre
diferentes compuesto quimicos. Asi, por ejemplo, productos como el vino, el café o el cacao
pueden presentar mas de 1.000 moléculas volatiles (Maarse y Vischer 1989), sin embargo, sélo
unas pocas aportaran los matices importantes y distinguibles.

1.8.2.1. Estimacion de la aportacion de un compuesto al aroma final

Una sustancia quimica se considerara aromatica si es capaz de interactuar con nuestra
pituitaria provocando una respuesta sensorial. Por la disposicion de la pituitaria, esto solo es
posible si estamos hablando de moléculas volatiles. Sabemos que todas las moléculas
aromaticas son volatiles (Leffingwell, 2002), pero también es verdad que casi todas las
moléculas volatiles son aromaticas (salvo los gases nobles, el agua, y un limitado nimero de
moléculas sencillas). Otro parametro a tener en cuenta es la diferente respuesta de nuestro
epitelio olfativo a los diferentes compuestos, con variaciones en varios drdenes de magnitud
en las concentraciones que seran detectadas.

Por tanto es necesario definir unos parametros que nos indiquen la capacidad de los
diferentes compuestos de interferir en el aroma final:

e Umbral: Indica la concentracion a partir de la cual un compuesto tiene la
capacidad de interaccionar con la pituitaria. Este parametro tiene cierta utilidad



Introduccién 45

si esta calculado en solucion acuosa, ya que la mayoria de los odorantes estan
disueltos en una matriz de la cual son liberados. La facilidad de obtencion de
este parametro hace que sea de uso general e incluso se encuentre tabulado.

e QAV (Valor de aroma, del inglés “Odour Activity Value”): Sera el cociente entre
la concentracion de un compuesto en un producto y el umbral de ese compuesto
en una matriz lo mas similar posible (Grosch, 1993). Se puede afirmar que una
concentracion de un producto, diez 6rdenes de magnitud por debajo de su
umbral (OAV> 0,1) no es relevante para el aroma. Sin embargo, una
concentracion de un compuesto por encima de su umbral (OAV>1) es necesaria
para que un compuesto sea significativo, aunque no siempre es suficiente. No
debemos olvidarnos que este indice es una mera aproximacion de la aportacion
de un compuesto al aroma final. En estudios realizados por Ferreira et al. (2003)
se ha demostrado como dos compuestos (B-damascenona y 4-metil-4-
mercaptopentanona) con la misma intensidad olfativa presentaban dos valores
muy diferentes de OAV. En el primero de los casos se sobreestimaba su valor de
actividad del olor, mientras que en el segundo se infraestimaba.

Los parametros indicados varian entre diferentes individuos, llegando a existir una
diferencia de un orden de magnitud (Punter, 1983). No nos podemos olvidar de los individuos
insensitivos a determinados compuestos (anosmia) donde las diferencias pueden llegar hasta
cinco érdenes de magnitud (Amoore, 1977).

1.8.2.1. Base aromatica de los vinos

Como ya se ha indicado, de los varios cientos de compuestos volatiles que podemos
encontrar en un vino, las moléculas verdaderamente significativas en el aroma final del vino
oscilan en torno a 20-70. Entre estas moléculas existen varias que se encuentra en todos los
vinos. Se trata de 27 compuestos fermentativos (Tabla 1.2), los cuales se encuentran en
concentraciones superiores a sus umbrales y que en conjunto aportan el denominado aroma
“vinoso” (Ferreira 2010). Junto con estos compuestos, aunque su origen no es fermentativo,
se debe de incluir la B-damascenona ya que se encuentra en todos los vinos por encima de su
concentracion umbral.

La composicion relativa de los compuestos que forman parte de esta base varia en
funcion de varios parametros como son: concentracion de azlcares, cepa de levadura
empleada, grado de anaerobiosis en el proceso, etc.

Tabla 1.2: Compuestos de la base del aroma del vino (Ferreira 2010).

Alcoholes Acidos Isodcidos Esteres etilo Acetatos de Esteres efilo
Varios de fusel Organicos 4cidos orgdnicos  alcoholes isoacidos
Etanol Isobutanol Acido Acido Acetato etilo Acetato Isobutirato
acético isobutirico de isobutilo de etilo
Diacetilo Alcohol Acido Acido Butirato etilo Acetato Butirato de
isoamilico butirico 2-metilbutirico isoamilo 2-metiletilo
Acetaldehido Hexanol Acido Acido Hexanoato etilo  Acetado Isovalerato
hexanoico isovaleriénico de Beniletilo  de etilo
Reniletanol  Acido Octanoato etilo
octanoico
Metionol Acido Decanoato etilo

decanoico
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1.8.2.2. Efecto tampdn del aroma

Se denomina de este modo tan peculiar atendiendo a la similitud encontrada con los
tampones acido-base por todos conocidos. De igual manera que estos GUltimos son capaces de
contrarrestar la adicion de pequenas cantidades de un acido o base, el tampén aromatico
tendra la capacidad de contrarrestar la omision de uno de sus componentes (Ferreira et al.
2002) o la adicion a la mezcla de algin componente (Escudero et al. 2004). En el primero de
los casos no se observaban apenas diferencias, salvo para la B-damascenona (se observaba
una disminucion en la nota frutal, debido a su efecto potenciador de esa nota en particular).
En el segundo de los casos, el efecto de la adicion de compuestos supuso desde ningln
efecto, hasta la disminucion de algunos atributos basicos (salvo para el acetato de isoamilo,
con un olor caracteristico a platano).

La mayoria de los vinos que nos encontramos en los mercados presentan notas aromaticas
que se alejan de las que aporta la base “vinosa” anteriormente mencionada. Es decir, de
algiin modo se ha conseguido romper el efecto tampon resefiado. Este se puede romper
mediante cuatro mecanismos principalmente (Ferreira 2010):

- Mediante una Unica molécula con una concentracion lo suficientemente grande. Por
ejemplo mediante el acetato de isoamilo.

- Mediante una familia de compuestos aromaticos. Por ejemplo las y-lactonas en
algunos vinos tintos

- Grupos de compuestos no pertenecientes a la misma familia aromatica pero que
presentan un descriptor aromatico similar, por ejemplo la nota dulce. Asi se podrian
indicar el linalol, las y-lactonas y los cinamatos de etilo en los vinos blancos.

- Mediante un potenciador de aroma, de modo que la nota aromatica puede ser debida
al propio potenciador o a alguno de los compuestos sobre los que actla.

1.8.2.3. Papeles desempefiados por los diferentes compuestos aromaticos

El modo de conocer el efecto de un compuesto en un aroma complejo, sélo es posible
mediante los experimentos sensoriales de reconstitucion, adicion u omision (Grosch, 1993).
En los experimentos de reconstitucion se realiza una mezcla sintética de aromas a
concentraciones similares a las encontradas en los vinos. A continuacion, en mezclas similares
a las anteriores, se afadirdA o se omitirA un compuesto (o familia de compuestos).
Posteriormente, las diferentes mezclas obtenidas seran analizadas por un panel sensorial para
conocer el efecto producido.

Tras la realizacion de estos experimentos, podemos asegurar que el papel que puede
jugar un compuesto, o familia de compuestos, seria uno de los siguientes (Ferreira 2010):

- Compuesto de impacto auténtico: Aquellos compuestos individuales que en
concentraciones lo suficientemente altas son capaces de transmitir al vino sus
especificas notas aromaticas.

- Contribuidor principal: Compuestos individuales o familias de compuestos, presentes
en el vino en concentraciones suficientemente altas para transmitir a los vinos un
descriptor genérico primario (fruta roja, citrico, etc.). Es importante resefar que si
el compuesto, o la familia de ellos, es eliminada, el efecto sensorial sera muy intenso
tanto cuantitativamente como cualitativamente.

- Contribuidor neto: Compuestos individuales o familias, capaces de transmitir un
descriptor genérico (dulce, frutal, etc.). Si se elimina el compuesto o el conjunto de
compuestos que forman parte de la familia, se producira una disminucion en la nota
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aromatica, aunque no se producira un gran cambio cualitativo en el perfil aromatico.

- Contribuidor secundario: Compuestos individuales o familias de aromas que se
encuentran en los vinos a una concentracion inferior a la necesaria para transmitir de
modo individual su caracter genérico. El efecto aromatico de estos compuestos tiene
cierta importancia debido a su actuacion conjunta con otras familias de compuestos.
Si se elimina alguno de estos compuestos de un vino, su efecto puede ser muy sutil e
incluso nulo.

- Potenciador del aroma: Son compuestos que no tienen la capacidad de aportar una
nota aromatica a los vinos, pero que tienen la capacidad de potenciar el aroma de
otra molécula o grupo de moléculas. A veces el efecto potenciador produce un nuevo
aroma en los vinos, producto de la mezcla de los aromas base con el potenciador. Por
supuesto, si se elimina el potenciador aromatico, la intensidad de la nota aromatica
que resultaba potenciada se vera afectada. Un ejemplo de este tipo de compuesto
seria la B-damascenona, capaz de potenciar las notas frutales debidas a los ésteres
(Escudero et al. 2007).

- Depresor del aroma: Seria el efecto contrario al anterior, un compuesto o una familia
de compuestos serian capaces de disminuir la intensidad de una nota aromatica. Por
supuesto, si el depresor es eliminado del vino, se producira un aumento en la nota
gue habia resultado reducida. El 4-etilfenol en altas concentraciones provoca en los
vinos un aroma indeseado (cuero, animal), mientras que si se encuentra a baja
concentracion (por debajo de su umbral de reconocimiento) es capaz de disminuir la
nota frutal de un vino (Aznar et al., 2003).

1.8.2.4. Clasificacion de las moléculas aromaticas en funcién del papel desempefiado

En la tabla 1.4 se presenta, de modo resumido, la clasificacion de los diferentes
compuestos que juegan un papel importante en el aroma final de un vino. Se dividen en dos
subgrupos, “Compuesto de Impacto” y “Familias Homogéneas de Aromas”. Los primeros se
dividiran en tres subgrupos en funcion del origen de estos. Las familias aromaticas, con origen
principalmente fermentativo, actuaran de modo aditivo en el aroma final de los vinos de los
que formen parte (Ferreira 2010).

Asi, a partir de la paleta de 26 diferentes olores descrita (16 compuestos de impacto y 10
familias) se podria explicar la mayoria de los perfiles aromaticos de cualquier vino que nos
pudiéramos encontrar en el mercado.



Tabla 1.3: Compuestos de azufre encontrados de modo general en los vinos. Se indica, junto al compuesto, su concentracién tipica en los vinos, el umbral de deteccién y por ultimo la descripcion

aromatica (Modificado de Swiegers et al. (2005))

Compuesto

Concentracién vino (ug/L)

Umbral aromético (ug/L)

Descriptor

Sulfuro de hidrégeno
Metanotiol (metil mercaptano)
Etanotiol (etil mercaptano)
Sulfuro de dimetilo

Sulfuro de dietilo

Disulfuro de dimetilo

Disulfuro de dietilo
3-(metiltio)propanol (metionol)
Benzotiazol

Tiazol

4-metiltiazol
2-furanometanotiol
Tiofeno-2-tiol
4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MMP)
3-mercaptohexanol (3MH)

Acetato de 3-mercaptohexilo (3MHA)

Trazas > 80
2,151
1,9-18,7
1,4-61,9
4,1-31,8

2
Trazas > 85
140-5000
11
0-34
0-11
0-350 ng/L
0-11
0-30 ng /L
50-5000 ng/L

1-100 ng/L

10-80
0,3
1,1
25
0,93
15, 29
4,3
500
50
38
55
1 ng/L
0,8
3ng/L
60 ng/L

4 ng/L

Huevo podrido

Repollo cocido, cebolla, putrefaccién, goma
Cebolla, goma, gas natural

Esparragos, maiz, melaza

Vegetales cocidos, cebolla, ajo

Col cocida, cebolla (intenso)

Ajo, goma quemada

Coliflor, col, patata

Goma

Palomita, cacahuete

Avellana verde

Café tostado, goma quemada
Quemado, goma quemada, café tostado
Orina de gato, boj, grosella negra,
Fruta de la pasién, pomelo

Fruta de la pasién, boj, nota caracteristica vinos Riesling




Tabla 1.4: Tabla resumen de los compuestos de impacto, asi como de las principales familias aromaticas. A partir de este conjunto de notas aromaticas se podria explicar el aroma de la mayoria de los vinos

existentes (Ferreira 2010)

COMPUESTOS DE IMPACTO

Compuestos de impacto varietal

Compuesto Nota aromdtica

Linalol Nota floral e incluso citrica en variedades
blancas (Campo et al. 2005; Palomo et al. 2006)

Oxido de rosa cis Cardcter floral (Guth, 1997)

Potenciador aromas frutales (Escudero et al. 2007)

Compuesto clave vinos de Pedro Jiménez (Campo et
al. 2008)

B-damascenona

Aroma a boj. Caracteristico de vinos Sauvignon
Blanc y Prieto Picudo (Darriet et al. 1995; Alvarez-Pérez et
al., enviado)

Mango verde, boj y goma (Bouchilloux et al. 1998 ;
Campo et al. 2008; Alvarez-Pérez et al., enviado;-Pérez et al.,
enviado)

4-mercapto-4-
metilpentan-2-ona

3-mercaptohexan-1-ol

Acetato de 3-
mercaptohexilo

Fruta tropical (Campo et al. 2005)

Rotundona Notas especiadas (Wood et al., 2008)

Compuestos de impacto fermentativo

Compuestos de impacto relacionado con el afejamiento

Compuesto Nota aromdética Compuesto
Diacetilo Mantequilla (Bartowsky y Henschke 2004) (E)-Whiskylactona

Sotolén (3-hidroxi-4,5-dimetil-
2(5H)-furanona)

Furfuriltiol (FFT)

Acetato de isoamilo Platano (Ferreira et al. 2000)

Bencilmercaptano
(bencenometanotiol)

Dimetilsulfuro (DMS)

Metional (3-(metiltio)propanal)

Fenilacetaldehido

Nota aromdtica

Madera

Curry, alhova, caramelo (Masuda et
al. 1984; Moreno et al. 2005; Campo et
al. 2008)

Café. Formado por la reaccién
del furfuril del roble y el 4cido

sulfidrico de fermentacién
(Blanchard et al., 2001)
Aroma tostado (Tominaga et al. 2003)

Defecto (olor azufre) (Silva Ferreira et
al., 2003)- Potenciador notas
frutales (Escudero et al. 2007)

Olor desagradable (Escudero et al.
2000)- Notas apreciadas en vinos
comp|eios (Ferreira et al. 2005)

Miel (Campo et al. 2008)

FAMILIAS AROMATICAS

Familia
Esteres de efilo de dcidos grasos

y-lactonas aliféticas

Nota aromética
Notas frutales vinos blancos (manzana, etc.) (Ferreira et al. 1995)

Aroma a melocotén (Ferreira et al., 2004) y notas frutales (Loscos et al., 2007)

Fenoles voldtiles (guaicol, eugenol, 2,6-dimetoxifenol

Vainillas (vainilling, vainillato de metilo, vainillato de etilo, etc.)
Compuestos Azicar-quemado (furaneol, homofuraneol, maltol)
Acetatos de alcoholes de fusel

Aldehidos aliféticos (8,9 y 10 atomos de C)

Aldehidos ramificados (2-metilpropanal, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal)
Esteres de etilo de acidos grasos ramificados o ciclicos

Etil cinanmato y dietilcinamato

Notas fendlicas y tostadas (Escudero et al. 2007)

Notas dulces florales (Loscos et al., 2007)

Notas dulces de los vinos (Ferreira et al. 2005)

Notas florales y/o notas frutales de vinos blancos (Campo et al. 2005)
Notas citricas (Cullers, 2005)

Contribucién al aroma de vinos envejecidos (Culleré, 2005)

Notas frutales vinos tintos (Ferreira et al. 2009)

Notas dulces y florales (Loscos et al. 2007 y 2009)
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La tendencia actual en la industria vitivinicola pasa por el uso de levaduras comerciales
como iniciadoras de fermentacion (LSAs). Si bien, por un lado, estan demostradas las ventajas
de esta practica con respecto a las fermentaciones espontaneas (proceso controlado,
reproducible y con unas caracteristicas del producto final acorde a lo esperado), existen
inconvenientes asociados a esta estrategia productiva. Desde el afio 1965, cuando se
comercializaron las primeras levaduras comerciales con fines industriales, hasta el dia de hoy
existen un nimero elevado de LSAs en el mercado con diferententes propiedades enoldgicas.
Sin embargo, debido al gran nimero de variedades, denominaciones, tipos de vinos, etc., se
podria afirmar que el nimero de LSAs es ciertamente limitado y su uso ha pasado a ser
“universal”, de manera que un reducido grupo de cepas se usan a nivel mundial.

En la revision hecha hasta el momento, se ha puesto de manifiesto la gran influencia
ejercida por las levaduras en los vinos producidos, sobre todo en lo que se refiere a sus
caracteristicas sensoriales. Si sobre dos variedades diferentes se emplea una misma levadura
parece légico pensar que ciertas caracteristicas del producto final puedan presentar cierta
similitud. Es decir, las caracteristicas de los vinos podrian “estandarizarse” perdiendo la
tipicidad asociada a la variedad en cuestion.

En el presente trabajo se plantea la posibilidad de seleccionar levaduras autdctonas de
bodegas que elaboran vinos con la variedad Prieto Picudo para poder ser usadas en un futuro
como cultivos iniciadores de los vinos bajo la DO «Tierra de Leén». La regionalidad de las
cepas nos garantizara la total adaptacion de éstas a las caracteristicas del mosto y a las
condiciones climéticas de la regién, dotando a los vinos de unas caracteristicas Unicas. Estas
caracteristicas haran que el producto sea “claramente diferenciable” del resto.

Por tanto, los objetivos planteados para el presente trabajo serian:

1. Aislar levaduras autéctonas de la variedad de uva Prieto Picudo (DO «Tierra de
Le6n»)

2. Realizar una caracterizacion genética de las diferentes levaduras aisladas durante
el estudio.

3. Realizar una caracterizacion fenotipica de las levaduras, analizdndose mediante
pruebas bioguimicas su comportamiento respecto a diversos parametros
relacionados con el proceso de fermentacion.

4. Proceder a la caracterizacion enoldgica de las diferentes levaduras aisladas.

5. Realizar la caracterizacion aromatica de vinos experimentales, producidos
empleando levaduras aisladas y caracterizadas, mediante un estudio aromatico
sensorial y un analisis quimico cuantitativo.

6. Proceder a la caracterizacién aromatica de los vinos comerciales de la variedad
Prieto Picudo (DO «Tierra de Le6n»).
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3.1. Microorganismos utilizados

Durante el presente trabajo se han empleados varios microorganismos aparte de los
aislados a partir de las microvinificaciones espontaneas realizadas en el laboratorio. Dichos
microorganismos se dividen principalmente en los dos grupos que se indican a continuacion.

3.1.1. Cepas de levaduras comerciales

Entre las modalidades de fermentacion existentes (ver el apartado 1.4.2), las bodegas
objeto de estudio (apartado 3.7.1), se decantan por un proceso fermentativo dirigido
mediante el empleo de levaduras iniciadoras (LSAs). Debido a que uno de los objetivos del
trabajo es caracterizar las cepas de levadura autdctonas de la variedad de uva y/o de las
bodegas estudiadas, se debe asegurar que las levaduras aisladas no son realmente levaduras
comerciales. Asi, las bodegas estudiadas nos han proporcionado las levaduras comerciales
empleadas en la produccién de todos sus vinos. A partir de estas muestras se ha podido
comprobar de modo inequivoco si alguna de las cepas aisladas era en realidad un iniciador
comercial, siendo descartada automaticamente para posteriores estudios.

Las levaduras comerciales empleadas por las diferentes bodegas se muestran en la tabla
3.1.

3.1.2. Cepas empleadas en el ensayo ““killer”

Con el objetivo de realizar un estudio sobre la capacidad de produccién de las diferentes
toxinas “killer” descritas (apartado 1.5.1.3.d) son necesarias diferentes cepas certificadas:
por un lado las que presenten la capacidad de producir las diferentes toxinas, y por otro las
gue presenten sensibilidad demostrada a las toxinas de interés segun los estudios a realizar.

Las cepas empleadas han sido las siguientes:
- Cepa 1101: S. cerevisiae con fenotipo “killer” por produccion de la toxina K1
- Cepa 5X47: S. cerevisiae con fenotipo “killer sensible”
- Cepa EX73: S. cerevisiae con fenotipo “killer” por produccién de la toxina K2
- Cepa F182: S. cerevisiae con fenotipo “killer” por produccién de la toxina K28
- Cepa EX198: S. cerevisiae con fenotipo “killer” por produccion de la toxina Klus

- Cepa EX33: S. cerevisiae con fenotipo “killer sensible” libre de cualquier tipo de
virus ARN de doble cadena.

Las dos primeras cepas fueron cedidas por el Dr. Cantoral del Laboratorio de
Microbiologia y Genética, CASEM, del Departamento de Biomedicina, Biotecnologia y Salud
Pablica de la Universidad de Cadiz (Cadiz, Espafia). Las cuatro ultimas cepas fueron cedidas
por el Dr. Ramirez del Departamento de Ciencias Biomédicas (Area de Microbiologia) de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Extremadura (Badajoz, Espafia).



Tabla 3.1: Levaduras comerciales (LSAs) empleadas por las diferentes bodegas objeto de estudio. Los datos indicados en la seccién “informacién adicional” son suministrados directamente por la empresa

comercializadora a través de las correspondientes fichas técnicas.

Bodega

Nombre/Denominacién

Casa Comercial

Uso en bodega

Informacién adicional

Gordonzello S.A.

IOC 18-2007

Uvaferm VN

Levuline Primeur

(GLO 7477)

Central Enolégica M. S.L.
(Manzanares, Ciudad Real, Espafia)

Lallemand (Tolouse, Francia)

Oenofrance (Bordeaux, Francia)

Tintos, rosados y blancos

Tintos

Varios vinos

Saccharomyces cerevisiae
Fenotipo “killer”

Seleccionada por el “Institut Oenologique de Champagne”

(Epernay, Francia)

S. cerevisiae
Fenotipo “killer”

Seleccionada por el IVICAM (La Mancha, Espafia)

S. cerevisiae

Fenotipo “killer neutro " frente a toxina K2

Seleccionada por Oenofrance

Cooperativa de los Oteros

Uvaferm CS2

DANSTAR Ferment AG (Zug, Suiza)

Unica empleada

S. cerevisiae

Seleccionada en Alsacia por el INRA (Narbonne, Francia)

Bodegas Pedro Casis

Enoferm QA23

Uvaferm BM45

Maurivin Primeur

Maurivin AWRI 350

Lallemand

Lallemand

AB Mauri (Londres, Inglaterra)

AB Mauri

Tintos, rosados y blancos

Tintos

Tintos y rosado

Rosados

S. bayanus var. bayanus
Fenotipo “killer”

Seleccionada en Portugal por la UTAD (Vila Real, Portugal)

S. cerevisiae
Fenotipo “killer”

Seleccionada por el “Consorzio del Vino Brunello di Montalcino”
(Montalcino, ltalia) y la Universidad de Siena (Siena, ltalia).

S. cerevisiae
Seleccionada por el INRA

S. cerevisiae

Perteneciente a la coleccién de cultivos de “The Australian Wine Research

Institute” (AWRI, Urrbrae, Australia)

4

Fermicru 4F9

DSM (Moorebank, NSW, Australia)

Vinos Prieto Picudo

S. cerevisiae
Fenotipo “killer”

Aislada 'y seleccionada en Nantes (Francia) por el “Centre Technique
Interprofessionnel de la Vigne et du Vin” (Gard, Francia)

Enoferm BDX Lallemand Vinos plurivarietales S. cerevisiae
Fenotipo “killer sensible” a la toxina K2
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea Aislada en Francia
Uvaferm WAN Lallemand Blancos S. cerevisiae

Fenotipo “killer”

Seleccionada por la Universidad de Palencia

S. cerevisiae

Fenotipo “killer”

Seleccionada por el “Institut Oenologique de Champagne

IOC 18-2007 Central Enolégica M. S.L. Tintos, rosados y blancos

"

S. cerevisiae
Fenotipo “killer neutro” a la toxina K2
Combinacién de dos levaduras: Levuline C19 y L. ALS

Levuline Synergie Oenofrance Rosados y blancos

Vinicola Valmadrigal
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3.2. Medios y condiciones de cultivo

En este apartado se describen los medios de cultivo empleados en el presente trabajo.
Ademas de su composicion detallada se indicara el modo de preparacién. Si no se indica lo
contrario, la preparacion requiere un esterilizado en autoclave (121 °C, 20 minutos)

3.2.1. Medio YPD (YEPD)

Medio complejo que se utiliza para el crecimiento/aislamiento de cepas de levaduras
(Lodder, 1970). En nuestro caso, en su variante liquida ha sido usado de modo rutinario para
el crecimiento de las levaduras vinicas. La variante sélida (YPD-Agar) se emplea para el
aislamiento de colonias y su posterior conservacion en fresco.

Para obtener el medio soélido (YPD-Agar) es necesaria la adicion de 20 g/L de agar a la
composicién que se detalla a continuacion.

YPD (liquido), en g/L

Extracto de levadura 10,0
Peptona Bacteriolégica 20,0
Glucosa 20,0

3.2.2. Medio GPY

Este medio es en realidad una modificacién del citado anteriormente. Es un medio rico
adecuado para el crecimiento de levaduras (Belloch et al., 2008). Su uso, mayoritariamente
en estado liquido, se restringié a la realizacién de pre-in6culos en diversos experimentos.

GPY (liquido), en g/L

Extracto de levadura 5,0
Peptona Bacteriolégica 5,0
Glucosa 20,0

Para obtener el medio en estado sélido (GPY-Agar), se adicionara agar a razén de 20 g/L.

3.2.3. Medio WL Nutrient Agar (Scharlau)

El medio WL (Wallersteins Nutrient Agar) se ha empleado de modo tradicional para el
aislamiento e identificacion de diferentes levaduras por la morfologia y coloracion que
presentan. En nuestro caso fue utilizado para el aislamiento de levaduras desde muestras de
vino. También se ha empleado para la conservacion en fresco de las colonias aisladas.

El crecimiento de bacterias es inhibido por la adicién del antibidtico cloranfenicol (a
partir de una solucidn stock de 100 mg/mL en DMSO), una vez esterilizado el medio, y cuando
se encuentre a una temperatura de unos 50°C.

WL Nutrient Agar (s¢lido), en g/L

Extracto de levadura 4,0 FeCl, 0,0025
Triptona 5,0 MnSO, 0,0025
Glucosa 50,0 Verde de bromocresol 0,022
KH,PO, 0,55 Agar 20,0
CaCl, 0,125 Cloranfenicol (mL/L) 1,5

KCl 0,425
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3.2.4. Medio “killer” (YPD-MB-Agar)

Medio empleado para determinar el caracter “killer” de las diferentes cepas objeto de
estudio en relacion a las cepas control. Es un medio complejo, tamponado y de un color azul
intenso debido a la adicidn de azul de metileno (del inglés “Methylene Blue”). El tamponado
se realiza mediante la adicion de tampon citrato-fosfato.

3.2.4.1. Soluciones madre necesarias
«  Tampén citrato-fostafo. Se preparara a partir de:
- Solucioén A: Acido citrico 0,1 M
- Solucién B: Na,HPO, 0,2 M

Para conseguir una solucion tamponada con un pH de 4,4 se realizara una mezcla de las
soluciones anteriores con agua segun las proporciones indicadas:
Sol. A/ Sol. B/ Agua > 27,8 /22,2 /50

«  Solucidn azul de metileno: Solucién de azul de metileno al 3 % (p/v).

3.2.4.2. Preparacion del medio

Por tratarse de un medio tamponado es necesario disolver todos los componentes en
tampon citrato-fosfato. Se disuelven los componentes necesarios en agua, se afaden las
proporciones correspondientes de las soluciones que componen el tampoén y por Gltimo se
completa hasta el volumen deseado con agua.

Los componentes, disueltos en tampén citrato-fosfato son los siguientes:

YPD-MB-Agar (s¢lido), en g/L

Extracto de levadura 3,0
Peptona Bacteriolégica 5,0
Extracto de malta 3,0
Glucosa 10,0
NaCl 10,0
Azul de metileno 3 % (ml) 6,7
Agar 20,0

3.2.5. Medio YNB (Difco)

El medio YNB (“Yeast Nitrogen Base) es un medio minimo que contiene los componentes
nitrogenados esenciales para el desarrollo y crecimiento de las levaduras. Por tanto, en
funcion del ensayo a realizar, sera necesario suplementar el medio con la fuente de carbono
adecuada. La esterilizacion de este medio se realiza mediante filtracién (tamafio de poro 0,22
pm).

A continuacion se indica la preparacién de este medio, empleando glucosa como fuente
de carbono:

YNB (glucosa), en g/L
YNB (producto comercial) 6,67
Glucosa 20,00

3.2.6. Medio YE

Medio minimo que se suplementara con diferentes azlcares al 2 % (p/v). Su composicion
es la siguiente:
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YE , eng/L

Extracto de levadura 5,0
Azicar 20,0
Porpura de Bromocresol 0,0250

3.3. Instrumental utilizado

A lo largo de este trabajo se han utilizado los siguientes equipos:

Agitador horizontal Heidolph Promax 1020 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Alemania).

Autoclave (JP Selecta, Barcelona, Espafia).
Balanzas:
- Balanza granataria Sartorius AW-4202 (Sartorius AG, Goettingen, Alemania).

- Balanza analitica Ohaus Adventurer (Ohaus Corporation, Parsippany, Nueva
Jersey, USA).

Bloque térmico: Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).
Centrifugas:

- Centrifuge 5415D (Eppendorf).

- Allegra™ X-22R centrifuge (Beckman Coulter, California, USA).

- Centra-MP4R (IEC, Needham, Massachusetts, USA).

- Centrifuge 5415R (Eppendorf).

- Estufa de cultivos 30°C y 37 °C (JP Selecta).

Campanas de flujo laminar:

- MDH Contamination Control (MDH Limited, Andover, Hampshire, Inglaterra)
- Telstar AV-100 (Telstar, Terrassa, Espafia).

Cromatografos:

- Cromatografo de gases Trace GC (Termoquest, Milan, Italia) equipado con un

detector de ionizacién en llama (FID) y un puerto olfatométrico ODO-I (SGE,
Ringwood, Australia).

- Cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890 Series Il equipado con un
detector FID (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, California, USA).

- Cromatografo de gases CP-3800 equipado con un espectrémetro de masas de
trampa idnica Saturn 2200 (Varian, Sunnyvale, California, USA).

- Cromatografo de gases Shimadzu QP-2010Plus acoplado a un espectrometro
de masas cuadrupolo (Shimadzu, Kyoto, Japén).

- HPLC Agilent 1200 series, con detectores RID y VWD (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA).

Equipo de electroforesis:
- Cubeta Horizon 11.14 (Gibco BRL Life Technologies/Biometra, Goettingen,
Alemania).

- Cubeta Horizon 20.25 (Gibco BRL Life Technologies/Biometra).
- CubetaSub-cell®GT (BIO-RAD, California, USA).
- Cubeta Mini sub-cell®GT (BIO-RAD).
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- Fuente de alimentacion Power pac 300 (BIO-RAD).
Espectrofotémetro U-2900 (Hitachi, Tokio, Japon).

Incubadoras orbitales:
- Orbital Incubator Cooled (Gallenkamp/SANYO E&E Europe BV, Londres,
Inglaterra).

- Incubador orbital Ecotron Infors AG CH-4103 (Infor SHT, Bottminjen, Basel,
Suiza).

Lectores de placas:

- SPECTROstar Omega instrument (BMG Labtech, Offenburg, Alemania).

- Genios Plus (Tecan, Grodig, Austria).

- Bio-Tek Synergy HT (BioTek, Winooski, Vermont, USA).

Microondas T.D.S. (Samsung, Daegu, Corea del Sur).

Micropipetas:

- Micropipetas monocanal (2, 20, 200 y 1000 uL) (Gilson, Middleton, Wisconsin,
USA).

- Micropipeta multicanal (20-200 pL) Ergonomic High-Performance (VWR,
Barcelona, Espafia).

Microscopio 6ptico: Olympus CX40 (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japén).
pH-metro Sentix 41 (WTW, Alemania).

Sistema revelado geles de agarosa:
- Geneflash (Syngene, Cambridge, Reino Unido).

- Impresora Sony UP-860CE (Sony Corporation, Tokyo, Japon).
Sistema SPE VAC ELUT 20 (Varian).

Termocicladores:
- Mastercycler gradient (Eppendorf).

- Biometra TGradient (Biometra, Goettingen, Alemania).

3.4. Software utilizado

El software empleado en la elaboracién del presente trabajo ha sido:

Agilent Chemstation for LC systems Rev.B.04.02[118] (Agilent Technologies).
Chromas Lite version 2.33 (Technelysium Pty Ltd).

CorelDRAW X3 (Corel Corporation, Ottawa, Canada).

InforQuest™ FP Software Version 4.5 (BIO-RAD).

Mega4 (Tamura K, Dudley J, Nei M & Kumar S (2007) MEGA4: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology
and Evolution 24: 1596-1599).

Microsoft Office 2007 (paquete ofiméatico: Word, Excel, PowerPoint, etc.).
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA).

OriginPro 8 (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA).
SigmaPlot 12 (Systat Software, Inc., San José, California, USA).
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- Software Varian Saturn GC-MS version 6.3 (Varian).

- SPAD Software version 5.5 (CISIA-CERESTA, Montreal, Francia).
- SPSS Statistics 17.0 (Chicago, lllinois, USA).

- Statistica 7 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

3.5. Proveedores de reactivos guimicos y material fungible

Los principales proveedores de reactivos quimicos y material fungible empleado durante
el presente trabajo han sido suministrados por los siguientes proveedores:

AGILENT TECHNOLOGIES (Santa Clara, California, USA).
ALDRICH (Steinheim, Alemania)

AMERSHAM BIOSCIENCES (Buckinghamshire, Reino Unido).
BIOMERIEUX (Durham, USA)

BIO-RAD (California, USA).

COSTAR (Washington DC, USA).

DIFCO LABORATORIES INC. (Detroit, Michigan, USA).
EPPENDORF (Hamburgo, Alemania).

FERMENTAS (Glen Burnie, Maryland, USA)

FLUKA, (Buchs, Suiza).

GIBCO BRL (Eggenstein, Alemania).

INVITROGEN CORPORATION (Carlsbad, California, USA).

J & W SCIENTIFIC (Folson, California, USA).

MERCK (Darmstadt, Germany).

MILLIPORE (Billerica, Massachusetts, USA).

NEW ENGLAND BIOLABS INC. (Beverly, Massachusetts, USA).
NUNC (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
OXOID LTD. (Hanpshire, Reino Unido).

PANREAC QUIMICA S.A. (Barcelona, Espafia).

PROMEGA CORPORATION (Madison, Wisconsin, USA)
PRONADISA (Madrid, Espafia).

SHARLAU (Sentmenat, Barcelona, Espafia).
SIGMA-ALDRICH (St. Louis, Misuri, USA).

SUPELCO (Bellefonte, Pensilvania, USA).

TAKARA BIO INC. (Shiga, Japdn).

THERMO SCIENTIFIC (Waltham, Massachusetts, USA).
VWR INTERNATIONAL EUROLAB S.L (Barcelona, Espafia).
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3.6. Soluciones de uso general

Las soluciones empleadas de modo rutinario a lo largo del presente trabajo son las
siguientes:

Acetato potasico 3 M. Para un volumen final de 200 mL pesar 58,89 g de acetato
potasico y disolver en agua completando el volumen. Esterilizar en autoclave.

Acetato potasico 5 M. Para un volumen final de 200 mL pesar 98,15 g de acetato
potasico, disolver en agua y completar el volumen deseado. Esterilizar en autoclave.

ARNasa (Ribonucleasa A): Disolver ribonucleasa A (Sigma-Aldrich), a una concentracioén
de 10 mg/mL, en agua milli-Q. Hervir durante 15 minutos y dejar enfriar lentamente hasta
temperatura ambiente. Se reparte en alicuotas y se conserva a -20°C hasta su uso.

Bromuro de etidio. Se prepara a una concentracion de 10 mg/mL en agua y se conserva a
4 °C, evitando la exposicion a la luz. La solucion de tincion empleada contendra 150 pL de la
disolucién anterior por cada litro de agua. Por tanto su concentracion final sera de 1,5 mg/L.

Cicloheximida 100 mg/mL. Pesar un gramo y disolver en etanol hasta completar un
volumen de 10 mL. Esterilizar por filtracion amicrébica (tamafio de poro 0,22 um). Conservar
a4-°C.

Cloranfenicol 100 mg/mL. Pesar un gramo y disolver en DMSO hasta completar un
volumen de 10 mL. Esterilizar por filtracion amicrébica (tamafio de poro 0,22 um).
Conservar a -20 °C.

Cloroformo-isoamilico (CIA). Mezcla de 24 partes de cloroformo y una parte de alcohol
isoamilico.

Etanol 70 % (v/v). 70 mL de etanol, completando con agua hasta un volumen final de 100
mL.

Fenol neutro. Pesar 200 g de fenol cristalizado y disolver con agitacion en 200 mL de
Tris-HCL 0,5 M, pH = 8,0. Disuelto por completo el fenol, dejar reposar la solucion para
facilitar la separacion de las fases. Eliminar la fase acuosa (superior) y alamacenar a 4°C en
un recipiente opaco.

Glicerol 80 % (v/v). Tomar 80 mL de glicerol y completar el volumen con agua hasta los
100 mL. Esterilizado en autoclave.

NaOH 0,25 M y 0,025 M. Pesar 1,0 g y 0,1 g, respectivamente, y disolver en agua en un
volumen final de 100 mL.

SDS 10 % (p/v). Para preparar 200 mL pesar 20 gramos de SDS, disolver en agua y enrasar
al volumen indicado. Esterilizar en autoclave.

Solucién 1: EDTA 50 mM, pH=7,5. Pesar 3,72 g de EDTA, disolver en agua y ajustar el pH.
Por ultimo se enrasa a un volumen final de 200 mL. Esterilizar en autoclave.

Solucién 2: Tris-H,SO, 50 mM, 1 % (v/v) 2-mercaptoetanol, pH=9,3. Pesan 1,21 g de
Tris(hidroximetil)aminometano (Merck) y disolver en agua. A la mezcla se afiaden 2,0 mL de
2-mercaptoetanol (Sigma), y ajustar el pH por adicon de H,SO, diluido. Por dltimo se
completa el volumen hasta los 200 mL. Esterilizar en autoclave.

Solucién 3: NaCl 0,1M, Tris-HCI 10 mM, EDTA 10mM, 0,2 % (p/v) SDS, pH=7,5. Para un
volumen final de 200 mL pesar 1,17 g de NaCl, 0,24 g de Tris(hidroximetil)aminometano y 0,4
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g de SDS. Disolver en agua y ajustar el pH por adicién de HCI diluido. Enrasar al volumen final
deseado. Esterilizar en autoclave.

Solucion 4: Acetato potasico 3M. Para un volumen final de 100 mL, pesar 29,45 g de
acetato potasico, disolver por completo y enrasar al volumen final indicado. Esterilizar en
autoclave.

Solucién A: Sorbitol 1 M, EDTA 0,1 M, pH = 7,5. Para preparar un volumen de 200 mL
pesar 36,43 g de sorbitol y 7,44 g de EDTA. Ajustar el pH por adicién de NaOH 3M. Esterilizar
en autoclave.

Solulcion B: Tris 50mM, EDTA 20 mM, pH = 7,4. El volumen final sera de 200 mL. Se parte
de soluciones stock: Tris 1 My EDTA 0,5 M. Se toman 10 mL de Tris 1 My 8 mL de EDTA 0,5 M.
El ajuste del pH se realiza por adicién con HCI 1N. Esterilizar en autoclave

Solucién salina (NaCl 0,9 % (p/v)). Pesar 0,9 g de cloruro sédico, disolver en agua y
ajustar a un volumen final de 100 mL. Esterilizar en autoclave.

Tampoén TAE (50x). Mezclar 57,1 ml de acido acético glacial, 100 mL de EDTA 0,5 M (pH
8,0), 242 g de Tris-HCl y agua destilada hasta completar el volumen final de un litro.

Tampoén TE: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0). Esterilizar en autoclave

3.7. Muestras: microvinificaciones espontaneas

Con el objetivo de aislar levaduras autdctonas de la variedad de uva Prieto Picudo, se
realizaron microvinificaciones espontaneas a temperatura ambiente utilizando mosto
suministrado por las bodegas que se indican a continuacion.

3.7.1. Bodegas objeto de estudio

Para llevar a cabo el presente estudio se seleccionaron cinco bodegas de la Denominacién
de Origen “Tierra de Ledn” con diferente distribucion geogréafica. Las bodegas seleccionadas
fueron las siguientes:

Gordonzello S.A. (Elaborador/Embotellador). Travesia del Rosario, S/N. 24294
Gordoncillo (Le6n). Castilla y Ledn. Espafa

Cooperativa de los Oteros (Elaborador/Embotellador). La bodega, S/N. 24209 Pajares de
los Oteros (Ledn). Castilla y Ledn. Espafa

Bodegas Pedro Casis (Elaborador/Embotellador). Bodegas, S/N. 24325 Gordaliza del Pino
(Ledn). Castilla 'y Ledn. Espafia

Cooperativa Vinicola Ribera del Cea (Elaborador/Embotellador). Avda. Panduro y
Villafafie, S/N. 24220 Valderas (Le6n). Castilla y Leon. Espafia

Vinicola Valmadrigal (Elaborador/Embotellador). Constitucién, 16. 24323 Castrotierra de
Valmadrigal (Ledn). Castilla y Ledn. Espafia

3.7.2. Muestras de mosto natural de uva Prieto Picudo

Las microvinificaciones espontaneas se realizaron a partir de mosto natural de la
variedad de uva Prieto Picudo. La toma de muestra se realizé tras el estrujado y despalillado
de la uva, previo al indculo con levaduras comerciales. Para la toma de muestra se emplearon
botellas estériles de 2 litros de capacidad.
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El estudio se realizé durante, al menos, tres afios para cada una de las bodegas. Por
tanto, se hicieron tres tomas de muestra por bodega, en cosechas diferentes. En la tabla 3.2
se recogen, para cada bodega y cosecha, las caracteristicas del mosto natural empleado en
las microvinificaciones espontaneas.

Tabla 3.2: Caracteristicas generales [densidad y el grado alcohdlico probable esperado (valor teérico)] de los mostos
naturales empleados en las microvinificaciones espontaneas. Datos aportados por las propias bodegas.

Bodega Cosecha Densidad (g/ml) Grado alcohélico probable (% vol.)
2005 1,108 15,2
2006 1,096 13,3
Gordonzello S.A. 2007 1,089 12,9
2005 1,105 14,7
2006 n.d. n.d.
Cooperativa Oteros 2007 1,097 13,4
2006 1,112 15,9
2007 1,102 14,3
Vinicola Valmadrigal 2008 1,097 13,4
2006 1,092 12,6
2007 1,095 13,1
Bodega Pedro Casis 2009 n.d. n.d.
2006 1,108 15,2
2007 1,095 13,1
Coop. Ribera del Cea 2008 1,100 13,9

n.d.: indica la no disponibilidad de datos relativos al mosto.

3.7.3. Procedimiento de microvinificacion

Una vez recogidas las muestras de mosto natural de las diferentes bodegas, se realizaron
las fermentaciones espontaneas. Como su propio nombre indica, el proceso fermentativo se
produce sin necesidad de in6culo o cualquier otra intervencion en el proceso. El proceso se
realizd a temperatura ambiente (entre 21y 24,5 °C).

El sequimiento y control del proceso se realizé visualmente, controlando la produccion de
espuma y desprendimiento de CO,. Cuando se aprecié una reduccion significativa en la
produccion de dioxido de carbono, se realizo diariamente una medida de la densidad de la
microvinificacién. El estancamiento en valores inferiores a 1,0 g/mL indica que el proceso
fermentativo ha finalizado. La disminucién es debida a la progresiva desaparicion de azUcares
en el medio durante la fermentacion.

3.8. Aislamiento y conservacion de levaduras

3.8.1. Conservacion de muestras (Microvinificaciones)

Finalizadas las diferentes microvificaciones espontaneas, se toma parte del vino obtenido
y se precipitan las células por centrifugacion, conservandolas por si fuera necesario su uso en
un futuro.

El protocolo es el siguiente (proceso por triplicado):

- Recoger 50 mL del vino procedente de la microvinificacion en un tubo tipo
Falcon®.

- Centrifugar: 5.800 rpm / 6 min / 4 °C. Eliminar el sobrenadante.
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- Resuspender el precipitado en 600 pL de glicerol 80 % mas 400 uL de YPD.

- Conservar a -20 °C en criotubos.

3.8.2. Aislamiento de levaduras

3.8.2.1. Aislamiento de levaduras a partir de las microvinifiaciones espontaneas

Confirmada la finalizacion de las fermentaciones espontaneas se procede al aislamiento
de las levaduras existentes en el vino obtenido. Debido a la elevada poblacién de levaduras
en los vinos obtenidos, se realizan diluciones seriadas (figura 3.1) en solucion salina.

Un volumen de 100 pL de las diluciones seleccionadas (generalmente las tres mas
diluidas) se siembra sobre placas de WL en césped. Se incuban las placas a 30°C durante 72
horas. Posteriormente, se hace un recuento del nimero de colonias obtenidas en cada una de
las diluciones. El recuento, o titulacion correspondiente a cada microvinificacién, se hara a
partir de las placas que contengan un nimero de colonias comprendido entre 20-200.

De entre todas las colonias aisladas en cada microvinificacion, se seleccionaran 60, tanto
las que presenten morfologia tipica de Saccharomyces cerevisiae (colonia color crema,
aspecto mantecoso, lisa, circular y muy prominente) como otra diferente. Las colonias
seleccionadas se replicaran en otra placa de medio WL, identificando cada una de ellas con
un codigo inequivoco, que ademas, aporte cierta informacién (Tabla 3.3).

3.8.2.2. Aislamiento de levaduras a partir de uvas de la variedad Prieto Picudo
Partiendo de uvas recogidas asépticamente en los vifiedos adscritos a las bodegas que son
objeto de estudio (apartado 3.7.1) se procedera tal como se indica:

- Por cada muestra de uva, preparar dos tubos tipo Falcon ®. Tomar el peso inicial
de uno de ellos.

- Introducir uvas hasta la mitad de su capacidad. Estrujar con la ayuda de una
micropipeta (condiciones de esterilidad). Tomar la masa del tubo una vez
contiene la uva.

- Conocida la masa de uva estrujada contenida en uno de los tubos, afiadir un 5 %
de etanol (p/p).

- Incubar ambos tubos a 10 °C en estatico.

- A tiempo cero y en periodos quincenales, realizar diluciones seriadas (figura 3.1)
de cada uno de los tubos. Se siembran las diluciones adecuadas en medio sélido
WL. Incubar las placas a 10 °C hasta la aparicién de colonias aisladas.

- Replicar a placas de YPD-Agar aquellas que presenten morfologia caracteristicas
del género Saccharomyces. Incubar a 28 °C.

3.8.3. Conservacion de las cepas de levadura

Se utilizaron basicamente dos métodos de conservacion, detallados a continuacion.

3.8.3.1. Conservacion en viales de glicerol

Este método de conservacion asegura el mantenimiento de los microorganismos, en un
estado 6ptimo, durante un largo periodo de tiempo. Para preparar los viales se parte de un
cultivo liquido de la cepa de interés. Previa preparaciéon del vial se comprobara, mediante
observacion en microscopio éptico, la no contaminacién y pureza del cultivo.
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El protocolo es el siguente:

- Realizar un cultivo liquido en 10 mL de YPD con la cepa de interés. Incubar a 200
rpm / 24 h / 28 °C.

- Enun criotubo, afiadir 300 pL glicerol 80 % méas 900 pL cultivo liquido.
- Conservar a -20 °C y/0 -80 °C.

3.8.3.2. Conservacion en fresco

Esta técnica es adecuada para un manejo rutinario y rapido de los clones y esta
especialmente pensado para el mantenimiento durante un corto periodo de tiempo. Las
colonias se conservan en placas de medio WL y/o0 YPD. Cada dos meses es necesario refrescar
las colonias en placas nuevas. El inconveniente de este método de conservacién radica en la
facilidad de contaminacion que presenta, asi como la rapida deshidratacion de las placas y la
consecuente pérdida de viabilidad de las cepas.

100 pL 100 L 100 L 100 L 100 L

P " R " s " R T

+900 uL MaGl0,9 %

Muestra Vigtar = 1000 pL
Microvinificacion

espontanea 101 102 103 104 10°

Figura 3.1: Esquema explicativo de la realizacion de diluciones seriadas. Se seleccionan las
tres mas diluidas para realizar una siembra en medio WL y asi aislar las levaduras responsables
de la microfermentacion espontanea.

Tabla 3.3: Codificacion empleada en las colonias aisladas en las diferentes microvinificaciones. Ademas de servir para
identificar las colonias, la simpe observacion del cédigo nos aportara informacién acerca de su origen, morfologia y fecha de
aislamiento.

XW # / ##
BODEGA MORFOLOGIA COSECHA NUMERACION
G: Gordonzello S.A. B: Colonia blanca 6: 2.006 Numeracién consecutiva
P: Coop. Pajares V: Colonia verde 7: 2.007
C: B. Pedro Casis 8:2.008
V: Vin. Valmadrigal 9: 2.009

R: Coop. Vin. Ribera Cea
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3.9. Caracterizacion genética de levaduras

Como se ha indicado en el apartado 1.7 existen un conjunto bastante amplio de técnicas
moleculares destinadas a la identificacién de levaduras, tanto a nivel de especie como a nivel
de cepa. Alli se resefiaron las posibles técnicas a emplear para realizar un estudio sobre la
microbiota implicada en los procesos de fermentacion. A continuacién se desarrollaran las
técnicas empleadas en el presente trabajo para analizar las levaduras aisladas a partir de las
microvinificaciones espontaneas realizadas.

3.9.1. Extraccion enzimatica del ADN total de levaduras

A continuacion se detalla el proceso empleado para obtener el conjunto de ADN presente
en las levaduras (ADNtotal). Esta formado por el ADN genémico (contenido en el nucleo) y por
el ADN mitoncodrial (ADNmt, material genético contenido en las mitocondrias).

El protocolo es el siguiente:

- Realizar un cultivo liquido en 10 mL de YPD con la cepa de interés. Incubar a 200
rpm / 24 h / 28 °C.

- Recoger 5 mL de cultivo en un tubo de 10 mL. Precipitar las células mediante
centrifugacion a 4.400 rpm / 5 min / 4 °C. Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 400 pL de Sol. A (Sorbitol 1M, EDTA 0,1 M, pH = 7,5). Resuspender las
células con la ayuda del Vortex. Trasvasar el contenido a microtubos eppendorf®.

- Afadir 50 pL de Zimoliasa 20T (5 mg/mL en soluciéon A). Incubar en bloque
térmico o bafio de agua durante una hora a 37 °C. Voltear los tubos manualmente
cada 10 minutos.

- Recoger los protoplastos por centrifugacion a 10.000 rpm / 1 min / T® Amb.
Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 400 pL de Sol. B (Tris 50 mM, EDTA 20 mM, pH = 7,4). Resuspender
suavemente con la micropipeta.

- Afiadir 10 pL de SDS 20 %. Homogeneizar e incubar, en bloque térmico o bafio de
agua, durante 10 minutos a 65 °C.

- Afadir 160 uL de acetato potasico 5 M frio (4°C). Agitar vigorosamente e incubar
en hielo durante 10 minutos.

- Centrifugar a 13.300 rpm /7 15 min / 4 °C. Los &cidos nucleicos se encuentran en
solucién, por tanto, se transfiere el sobrenadante a otro microtubo eppendorf®.

- Afadir 1,0 pL de ARNasa (10 mg/mL) e incubar durante 20 minutos a 37 °C.

- Extraccién liquido-liquido mediante adicion de un volumen de fenol-CIA. Agitar
vigorosamente. Separacion de fases favorecida por centrifugaciéon a 12.000 rpm /
12 min / T Amb. Tomar la fase acuosa (fase superior) y transferirla a un nuevo
microtubo eppendorf®.

- Adicion de un volumen de isopropanol, para producir la precipitacion de los
acidos nucleicos. Incubacién durante, al menos, 10 minutos a temperatura
ambiente.

- Centrifugar a 13.200 rpm / 10 min / T2 Amb. Eliminar el sobrenadante.
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- Limpiar el precipitado por adicion de 1 mL de etanol 70 %. Centrifugar a 13.200
rom / 1 min / T2 Amb. Eliminar el sobrenadante.

- Secar los acidos nucleicos mediante vacio.
- Resuspender en 20 uL de TE. Incubar a 4 °C para facilitar la resuspension.

- Conservar a -20 °C.

3.9.2. ldentificacién de levaduras a nivel de especie mediante analisis del
polimorfismo de restriccion de la region 5.8S-ITS (RFLP-5.8S-ITS)

Esta técnica consiste en amplificar por PCR la regién del ADNr 5.8S-ITS que incluye el gen
5.8Sy las regiones intergénicas ITS1 e ITS2 (ver figura 1.7) (White et al., 1990).

Los oligonucledtidos iniciadores empleados son los siguientes:

ITS1: 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3°
ITS4 : 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°

La reaccidn de PCR se realiza como se indica en la tabla 3.4, mientras el programa de
amplificacion empleado se detalla en la tabla 3.5. ElI tamafio de los productos de PCR para
especies del género Saccharomyces sera de 850 pb. Seguidamente mediante la digestion de
este producto con diferentes enzimas de restriccion (Haelll, ScrFly Accl) podremos dilucidar
la especie atendiendo a los patrones obtenidos (Ver tabla 1.1). La reaccién de digestion de los
productos de PCR se describe en la tabla 3.6.

Tabla 3.4: Reaccién de amplificacion de la region 5.8S-ITS

Reactivo Volumen (ul)
Tampén 5x 10,0
MgCl, (25 mM) 3,0
Ceabador ITST (10 pM) 2,5
Cebador ITS4 (10 pM) 2,5
dNTP’s 2mM 2,5
Taq polimerasa (5 U/pl) 0,4
Agua (MQ) 28,1
ADNtotal (dilucién 1:40) 1,0
VTOTA[ 50’0

Tras incubacion de las digestiones durante 12-24 horas, el producto se carga en un gel
(agarosa 3 % (p/v) - TAE 1x) y se procede a la separacion electroforética de los fragmentos
obtenidos.

Tabla 3.5: Programa amplificacion de la region 5.8S-ITS.

Etapa T° (°C) Tiempo (s)

Desnaturalizacién inicial 95 180

Amplificacién (30x)

Desnaturalizacién: 94 60
Anillamiento: 52 40
Extension: 72 60
Extensién final 72 600

Conservacién 4 £
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Tabla 3.6: Reaccion de digestion del producto de
PCR de la region 5.8S-ITS. (*) Se empleara, para
cada enzima, el tampdén recomendado por el

fabricante.

Reactivo Volumen (pL)
Tampén® 10x 2,5
Enzima (10 U/pL) 1,0
Agua (milli-Q) 11,5
Producto PCR 10,0
Vroral 25,0

3.9.3. Identificacion de levaduras a nivel de especie mediante la
secuenciacion de los dominios D1-D2 del ADNr 26S

La secuencia de los dominios D1-D2 es altamente especifica para cada una de las especies
de levaduras. Cuando esta secuencia se compara con las depositadas en las bases de datos y
se obtiene una homologia igual o superior al 99 %, la levadura sera identificada como
perteneciente a una especie en particular.

Los oligonucleodtidos iniciadores empleados para el proceso de amplificacion seran los
siguientes (Kurtzman y Robnett 1998):

NL1: 5-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’
NL4: 5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3°

La reaccion de amplificacion sera idéntica a la presentada en la tabla 3.4, salvo por los
oligonucleodtidos que seran sustituidos por los citados. El programa de amplificacién empleado
para este propésito se describe en la tabla 3.7. El producto obtenido se comprueba mediante
electroforesis en gel de agarosa. Para ello una pequefia alicuota (1,0 pL) se carga en un gel
(agarosa 1,0 % (p/v) - TAE 1x). De este modo obtenemos el tamafio del amplificado (por
comparacién con los marcadores de peso molecular) y la calidad de éste (cantidad, presencia
de una o0 mas bandas, etc.).

El producto de PCR es luego purificado mediante microcolumnas GFX (kit comercial,
Amersham-Biosciences) y se secuencia en el Servicio de Secuenciacion de Inbiotec /
Universidad de Leon.

Tabla 3.7: Programa amplificacion de los dominios D1-D1 ADNr 26S.

Etapa T° (°C) Tiempo (s)

Desnaturalizacién inicial 95 300

Amplificacién (40x)

Desnaturalizacién: 94 40
Anillamiento: 52 40
Extension: 72 30
Extensién final 72 600

Conservacién 4 ©
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3.9.4. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante analisis del
polimorfismo de restriccion del ADN mitocondrial (RFLP-ADNmt)

Debido a la particularidad que presenta el ADNmt respecto al ADN genémico, como es us
alto contenido en bases A+T (ver apartado 1.7.3.1), el uso de las endonucleasas de restriccion
adecuadas permitira discriminar entre cepas previamente identificadas dentro de la especie
S. cerevisiae.

Las enzimas de restriccion empleadas tendran la particularidad de producir cortes en
zonas ricas en G+C. Usando como sustrato ADNtotal, estas enzimas seran capaces de degradar
el ADN gendmico (gran cantidad de cortes), obteniendo un nimero muy limitado de cortes en
el ADNmt. El bandeo obtenido a partir del ADNmt nos permite identificar inequivocamente
entre las diferentes cepas. En caso de duda, o para asegurar el resultado, se recurre al
empleo de méas de una enzima de restriccion (tabla 3.8).

Tabla 3.8: Secuencias reconocidas por las diferentes
endonucleasas de restriccion empleadas en la
caracterizacion mediante RFLP-ADNmt.

Enzima Secuencia / Sitio de corte
A T
Alul G/C
TC/G A
G A
Hinf /NTC
CTNA/G
Rsal GT/A C
*a CA/TG

La reaccién enzimatica se describe a continuacion:

Tabla 3.9: Reaccion enzimatica empleada en el
andlisis de RFLP-ADNmt. (*) Se empleara, para
cada enzima, el tampén recomendado por el

fabricante.

Reactivo Volumen (pL)
Tampén™ 10x 2,5
Enzima (8 U/pL) 1,0
Agua (milli-Q) 18,5
ADNitotal 3,0
Viotat 25,0

Tras 12-24 horas de incubacion a 37 °C, el total de la reaccién se carga en un gel (agarosa
0,8 % (p/v) - TAE 1x), con el objetivo de producir la separacién electroforética de los
fragmentos de ADN. Se procede a realizar una tincién con bromuro de etidio y se observa el
bandeo obtenido (fluorescencia emitida por estas tras excitacion con luz ultravioleta). La
imagen digitalizada nos servira para discernir visualmente entre cepas o bien para realizar un
andlisis informatico con la ayuda del software correspondiente (InfoQuest FP, Bio-Rad).

3.9.5. Andlisis de diferentes regiones gendmicas: caracterizaciéon de
levaduras hibridas

Tal como se ha indicado en el apartado 1.7.4 es posible realizar un estudio sobre algunas
cepas susceptibles de tratarse de hibridos interespecificos. Para ello, se amplifican ciertas
regiones de algunos genes nucleares, sometiendo el producto a secuenciacion o a un analisis
de restricciéon con las endonucleasas adecuadas. En el presente estudio se han amplificado
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diversas regiones génicas, empleando para ello los oligonucle6tidos iniciadores adecuados
(tabla 3.10).

Tabla 3.10: Oligonucleétidos iniciadores de PCR para amplificar varias regiones de los genes nucleares indicados

Gen Oligonucledtido Secuencia

BRES BRES-5 5" TGATTATAGCCACGGGTGARATGTTYTGG-3’
BRE5-3 5" TTCATTCATCAACTTTGAGGCCCATGTCAT-3’

CAT8 CAT8-5 5'-TCCAATATTAGTATCAACAACTTTCTATAYCARAAYGA-3’
CAT8-3 5-CTACTTGGCRTTTITGCCAYTGRAA-3’

CYRI CYR1-5 5" CTACGAAGGAAAGTGTCCTCTTIRGTTCGTGG-3’
CYR1-3 5"-CCGTGTGTAGAATTITAGTGTAGAATTGACRGC-3'

EGT2 EGT2n-5 5"-CAGATCATTGGTTCATAATAGAAGGKCAAYTGT-3'
EGT2n-3 5" CCAGGCGGTRTTATTAGTTITGTATATRCCACC-3’

GSY1 GSY1-5 5"-ATTGGAAAAAGAATTTTCGAGCAYACRATGAG-3'
GSY1-3 5"-AATTTCTTGCCACCGGCAAGGGTATTCATATT-3’

MET6 METé6-5 5"-CTAGACCTGTCCTATTGGGTCCAGTTTCTTACTT-3’
METé6-3 5" TTAGCTTCTAGGGCAGCAGCAACRTCTTGACC-3’
MET6-3 K 5"-GCGTTAGCTTCTAGAGCAGCAGTGACATTGC-3’

OPY1 OPY1-5 5"-CCGCGGACAACAGACCAYCATTAYTGGTGYGT-3’
OPY1-3 5"-CTCTTGAAATTTATTATCCARTCCACCATRTCYTG-3’

Claves: K= G/T; Y= C/T; R= A/G. ": MET6-3 K es el oligo “directo” especifico para el gen MET6 en S. kudriavzevii.

La reaccion de PCR se realiza tal como se indica en la tabla 3.4, sustituyendo la pareja
de oligonucledtidos iniciadores por la correspondiente a la regién nuclear a amplificar. A
continuacién se indica el programa de amplificacién de PCR empleado (tabla 3.11).

Tabla 3.11: Programa amplificacion de los diferentes genes

nucleares.
Etapa T° (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacién inicial 95 300

Amplificacién (40x)

Desnaturalizacién: 94 60

Anillamiento: 55,5" 120

Extension: 72 120
Extensién final 72 600
Conservacion 4 o

*: Para el gen CAT8 se emplea una temperatura de anillamiento de 50,0 °C.

3.9.6. Analisis de fragmentos de ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa

La electroforesis se define como la migracién de solutos i6nicos bajo la influencia de un
campo eléctrico. Estas particulas migran hacia el catodo o anodo, en funcién de su carga,
peso molecular y estructura tridimensional. La velocidad de migracion electroforética
depende de la densidad de carga de la molécula (relacién carga/peso), del voltaje aplicado y
de la porosidad del gel de electroforesis.

Para la separacién y andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por cualquiera de las
técnicas resefiadas, se empleara la electroforesis en geles de agarosa. Los geles se preparan
disolviendo agarosa (Pronadisa) en TAE 1x (facilitado por calentamiento), con
concentraciones comprendidas entre el 0,8 - 3 % (p/v). La concentracion de agarosa es
inversamente proporcional al tamafio de los fragmentos a separar. A mayor concentracion, el
tamiz generado por la agarosa dificulta la movilidad de las moléculas de ADN y viceversa.
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Los geles se sumergen, dentro de la cubeta electroforética, en tampén TAE 1x. La carga
de muestras en los geles es facilitada por la adicién de tampones de carga. Estos producen un
aumento de la densidad de la muestra a cargar, ademas de facilitar el seguimiento de la
electroforesis. Esto es debido a que incluyen uno o varios colorantes (cargados) que avanzan
con un ritmo equivalente a un fragmento de DNA de un tamafio determinado (facilitado por el
fabricante). Se emple6 un tampdn de carga comercial (Takara) que se encuentra concentrado
(10x) y por tanto el volumen a emplear ser4 una décima parte del volumen total de la
muestra a cargar en el gel. Una vez cargada la muestra en los geles, se aplican voltajes
comprendidos entre 1-5 V/cm.

Finalizada la electroforesis, el gel se sumerge en una solucién del agente intercalante de
ADN, bromuro de etidio (1,5 mg/L). Esta particula es fluorescente por excitaciéon con luz UV,
por tanto se observaran las bandas de ADN. Mediante un sistema fotografico acoplado a un
transiluminador (luz UV), se tomara la imagen en formato papel y/o digital.

La estimacion del tamafio de las bandas se realiza mediante comparacién con marcadores
de peso molecular, cuyos tamafios estan certificados. Los marcadores de peso molecular
empleados en el presente trabajo han sido:

« AHindlll: ADN del fago A digerido con Hindlll (Fermentas)
« Escalera 25 pb (Invitrogen™)

. Escalera 100 pb (Invitrogen™)

. Escalera 1 kb (Invitrogen™)

. Escalera certificada 1 kb: Generuler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas)

3.9.6.1. Recuperacion de fragmentos de ADN separados por electroforesis

Los fragmentos de ADN separados en una electroforesis pueden ser recuperados a partir
del bloque de agarosa que lo contiene. De este modo se conseguiria purificar una porcién de
ADN determinada del conjunto total. Se han empleado dos métodos, un método tradicional y
otro comercial. En ambos casos los resultados obtenidos son similares.

= Método de congelacién rapida (Freeze-squeeze)

Técnica tradicional basada en la congelacion rapida de la banda de agarosa y posterior
centrifugacion a través de una matriz de retencion de los &cidos nucleicos. El protocolo
original (Tautz y Renz 1983) ha sido modificado, eliminando la lana de vidrio (hociva por
inhalacion) por algodén hidréfilo. El porcentaje de recuperacién es del 70 %
aproximadamente.

El protocolo es el siguiente:

- Una vez separado el ADN mediante electroforesis, cortar el taco del gel que
contiene la banda de interés (con la menor cantidad de agarosa posible).
Introducir el fragmento de agarosa en un microtubo de 1,5 mL y congelar a -80 °C
durante 10-15 minutos.

- Colocar un microtubo, al que se le ha realizado un orificio en el fondo y se ha
obturado con algodén hidrofilo, sobre otro microtubo. Situar la banda congelada
en el conjunto y centrifugar a 11.000 rpm / 7 min. / T2 Amb.

- Recoger la fase acuosa recolectada en el tubo inferior. Limpiar y precipitar el
ADN tal como se describe en el protocolo de extraccion de ADNtotal (apartado
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2.8.1,a partir de la extraccién liquido-liquido por adicion de un volumen de
fenol-CiA).

Resuspender el precipitado en 10-20 pL de agua milli-Q.

» Meétodo de purificacién por columnas GFX

Se realiza mediante el “GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (Amersham
Biosciences). Este kit emplea un agente caotropico que desnaturaliza las proteinas, disuelve
la agarosa y promueve la unién del ADN de doble cadena (0,1-48 kbp) a la matriz de la
columna suministrada. Una vez el ADN se encuentra retenido, las proteinas y sales son
eliminadas mediante un lavado. EI ADN se eluye por adicién de una solucién de baja fuerza
i6nica (es posible usar agua MQ). El porcentaje de recuperacion ronda el 60 %.

El protocolo es el siguiente:

Una vez separado el ADN mediante electroforesis, cortar el taco del gel que
contiene la banda de interés (con la menor cantidad de agarosa posible).
Introducir en un microtubo previamente pesado. Pesar el conjunto, deduciendo la
masa de agarosa.

Adicionar solucion de captura en funcion de la cantidad de agarosa (segun
recomendaciones de fabricante). Incubar a 60 °C durante 15 min para favorecer
la disolucién de la agarosa.

Transferir a una columna GFX. Incubar 1 min a T2 Amb.
Centrifugar a 10.000 rpm / 1 min / T2 Amb.

Descartar el efluente y adicionar en la columna 500 pL de la solucién de lavado.
Centrifugar a 10.000 rpm /30 s / T2 Amb.

Transferir la columna a un microtubo de 1,5 mL y adicionar sobre esta 15-20 pL
de la solucion de elucion elegida (por ejemplo agua milli-Q). Incubar 1 min a T2
Amb.

Centrifugar a 10.000 rpm /1 min / T2 Amb. El efluyente arrastra el DNA
purificado.

3.10. Caracterizacion fenotipica y enolégica de las levaduras

3.10.1. Fermentacion de fuentes de carbono

La caracterizacion de levaduras vinicas suele requerir una prueba para determinar su
capacidad de fermentar diferentes fuentes de carbono, es decir, diferentes azlcares. El
protocolo es el siguiente:

- En tubos de 10 mL afiadir 5 mL de medio YE (suplementado con los diferentes
azlcares) y una campana Durham (estéril).

- Inocular directamente la cepa de levadura desde placa con la ayuda de un asa de
siembra.

- Incubar a 30 °C / 5 dias.

La aparicion de gas en la campana Durham, junto con el cambio de color del medio
(debido a la acidificacion por la produccion de CO,) nos indicara la capacidad de fermentar
dicha fuente de carbono por una levadura en particular (figura 3.2).
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Figura 3.2: Resultado de la prueba de fermentacién de
fuentes de carbono. A la izquierda se observa un resultado
negativo, mientras que a la derecha se observa uno positivo.
Se ve claramente la produccion de gas dentro de la campana
Durham (circulo rojo) y el cambio de color del medio debido a
la acidificacion.

3.10.2. Asimilacién de fuentes de carbono

Esta prueba nos permite determinar si la levadura en cuestion asimila diferentes fuentes
de carbono, concretamente: D-glucosa, D-maltosa, D-sacarosa, D-galactosa, glicerol, D-
celibiosa, D-lactosa, D-trehalosa, D-melezitosa, D-rafinosa y 2-ceto-gluconato calcico. Se
realiza mediante el kit comercial Api® 20C (Biomérieux). El protocolo es el siguiente:

- Realizar una suspensién de células con una densidad 6ptica a 600 nm (DOgy) de
0,1 en solucién salina. Afadir 100 uL de la suspension anterior en el medio
suministrado (kit). Homogeneizar.

- Repartir en los diferentes pocillos, cada uno de los cuales contiene una posible
fuente de carbono.

- Incubar a 30 °C.

La lectura de los resultados se realiza a las 48 y 72 horas. La aparicion de turbidez,
respecto a un control negativo, indica la capacidad de asimilar una fuente de carbono en
particular.

3.10.3. Capacidad fermentativa (Método Rebelein)

El método Rebelein es el método oficial de la OIV (Oficina Internacional de la Vifia y el
Vino) para la determinacion de los azUcares totales (principalmente glucosa y fructosa) tanto
en un vino como en un mosto. Este método puede ser atil para conocer el azdcar inicial de un
mosto, controlar el avance de una fermentacion o conocer los azlcares residuales del vino
obtenido. Se realizé6 con el kit comercial “Rebelein Vinikit” (Panreac). Se basa en las
propiedades reductoras de los azucares sobre soluciones culpricas. Los azucares son oxidados,
a temperatura de ebullicion, por un exceso de Cu*, reduciéndose éste a su vez a Cu’. El Cu®*
excedente se valora por iodometria tras la adicién, también en exceso, de Kl. Es decir se
trata de una valoracion redox indirecta.

Las reacciones que tienen lugar son:

. Oxidaci6n de los aztcares por un exceso de solucién alcalina de Cu?* (T2 eb.)

Azlcar + Cu¥ <= Aziicary, + Cu’ + Cu¥ o
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« Reduccién del Cu** en exceso con KI = Produccién de I, equivalente:

2CU%, +2e €= 2Cu°

2 2 I, +2e

2CUH, +21 <2 2CuM+1,

« Titulacién del yodo producido con tiosulfato sédico:

L+2e <= 27T

25,07 €= 5,0, +2¢e

I, + 25,04% 20+ S406”
El protocolo es el siguiente:

- Realizar un cultivo liquido en 10 mL de YPD con las cepas de interés. Incubacién a
200 rpm / 24 h / 28 °C. Ajustar todos los cultivos a la DOgqy del cultivo con menor
valor.

- En un matraz erlenmeyer afiadir 100 mL de mosto. Inocular con 1 mL de los
cultivos cuya DOgqo ha sido ajustada.

- Incubar los cultivos en estatico a 28 °C, realizando una toma de muestra cada 24
horas hasta el final de la fermentacion.

- Realizar para cada muestra la medida de los azlcares remanentes mediante el
método Rebelein.

El método Rebelein consiste en:

- En un matraz erlenmeyer introducir de forma sucesiva 2 mL de vino (o mosto), 10
mL de solucién cuprica 'y 5 mL de la solucién alcalina. Ademas se afiaden algunos
fragmentos de piedra pémez.

- Tapar el erlenmeyer y calentar sobre la placa calefactora hasta ebullicién,
manteniéndolo durante 3 min.

- Enfriar bajo el chorro del grifo y afiadir de forma sucesiva 10 mL de la solucién de
yoduro de potasio, 10 mL solucion de acido sulfarico y 10 mL de solucion engrudo
de almidén.

- Realizar un blanco con todos los reactivos excepto el vino (0 mosto) que se
sustituye por agua destilada.

- Valoracion, utilizando una bureta, con la solucién de tiosulfato hasta obtener una
coloracion amarillo crema.

Sean v los mL de tiosulfato gastados en el blanco y v’ los del problema, la cantidad de
azucares totales se calcularan acorde a la siguiente expresion:

Azucares totales, g/L = (v—V’)

Mediante este disefio experimental, no solamente podemos conocer los azlcares
remanentes en el vino final, sino que podemos seguir la evolucion del proceso fermentativo.
Como conocemos los azucares en el mosto y los azlcares en cada punto muestreado, podemos
representar, para cada levadura analizada, el porcentaje de azlcares consumidos frente al
tiempo. Las curvas obtenidas se pueden ajustar a un modelo matematico mediante la
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“Ecuacion de Gompertz Reparametrizada™ (figura 3.3). Esta ecuacion vendra definida por
tres parametros:

[ m2.2,718282 J‘(I, O 1]
A
-e

% Azucar total consumido=A"-e

A’: Asintota horizontal. Indica el porcentaje maximo de azlcares consumido
m’: Pendiente méaxima. Indica la méxima velocidad de fermentacién (g/L-h)

I’: Latencia. Indica el tiempo que ha durado en arrancar el proceso fermentativo.

Mocel: % Azicares=A"(exp(-exp(((m™2.718282)/A")" (I-t)+ 1))
= Y=(99,4326 ) (exp(-exp((((2,40275) 2.7 18282 )(99,4326)) (121,17 79 -0+1 )}
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Figura 3.3: Ejemplo de los resultados experimentales obtenidos en el seguimiento de una fermentacién mediante el
métdo Rebelein (A). En B se observa el ajuste matematico (mediante la ecuacion de Gompertz Reparametrizada), asi
como los parametros obtenidos con el ajuste, que seran caracteristicos de cada cepa ensayada.

3.10.4. Tolerancia al etanol

Debido a las tendencias de mercado acerca de las caracteristicas de los vinos, uno de los
parametros con cierta importancia es el etanol que presentan. La tendencia actual va
orientada a la obtencién de vinos con una menor graduacidn alcohdlica. Por tanto, no parece
descabellado ensayar la capacidad de las cepas aisladas para soportar diferentes grados
alcohdlicos, es decir, ver el rango de concentraciones de etanol donde su desarrollo es 6ptimo
y el valor a partir del cual su desarrollo se ve afectado.

3.10.4.1. Fundamento del proceso

Se tratara de obtener dos parametros experimentales que nos daran informacion acerca
de tolerancia de las levaduras al etanol: MIC y NIC (Lambert y Pearson 2000). La “minima
concentracion inhibitoria” (MIC) es aquella concentracion a partir de la cual no se observa
crecimiento, es decir, la concentracién de etanol en el medio que hace inviable el desarrollo
de la levadura. Por el contrario la “concentracién no inhibitoria” (NIC) es la concentracion de
etanol en el medio a partir de la cual se ve alterado, de modo negativo, el crecimiento y
desarrollo del citado microorganismo.

Con el objetivo de determinar ambos parametros se realizan curvas de crecimiento con
diferentes concentraciones de etanol para cada una de las cepas a ensayar. Para tal fin se
mide la DOgq periddicamente (cada hora) durante 72 horas. Seguidamente se calcula el area
de cada una de las curvas de crecimiento, dividiendo cada valor obtenido entre el area
obtenida en el ensayo realizado sin etanol (area fraccional, AF). El ajuste matematico
(mediante la ecuacion de Gompertz modificada) de la curva obtenida al refresentar el AF
respecto al logaritmo de la concentracion de etanol correspondiente nos permitird obtener
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dichos parametros (figura 3.4). Concentraciones de etanol inferior al NIC no afectaran al
crecimiento de la levadura. Por el contrario, concentraciones superiores al MIC no permitiran
el desarrollo, provocando su muerte. El rango de concentraciones comprendidos entre el valor
NIC y el valor MIC influirdn de modo progresivo en el desarrollo de las cepas.

Area Fraccional vs log;, [Etanol]
Ecuacion Gompertz modificada

1,0 o
' NIC B (log[Etanol] - M)
o AF=A+C-e
08 AF: Area Fraccional
My A: Asintota inferior
< B: pendiente
E 0,6 C: Distancia entre asintotas
o M: log [Etanol] en el punto de inflexion
Q
o
£ 04
3 MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
< 02 NIC (Non-Inhibitory Concentration)
MiIC
° M+ v-1718)
0.0 o MIC=10 B // NIC=10 B
No inhibicion No crecimiento

-, _— T —
-02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24

log 1o [Etanol] (g/L)

Figura 3.4: Analisis para determinar la tolerancia al etanol de levaduras. Ajuste matematico experimental del Area
Fraccional (AF) respecto al logaritmo de la concentracién de etanol. Se indican las expresion matématicas para el
célculo del NIC y el MIC, asi como su representacion grafica. En fucion del valor de estos parametros, nos
encontramos con tres intervalos de concentracion de etanol. Los valores inferiores al NIC (intervalo marcado en
verde) no provocan inhibicién en el crecimiento. Los valores comprendidos entre el NIC y el MIC (en naranja) confieren
inhibicién en el desarrollo de las levaduras. Por ultimo, valores iguales o superiores al MIC (indicado en rojo) impediran
el crecimiento y por tanto su muerte.

3.10.4.2. Desarrollo experimental

El desarrollo experimental del proceso se ha realizado de acuerdo al método propuesto
por Arroyo-Lopez et al. (2010). El experimento se realiza en microplacas (Nunc) de 96 pocillos
con tapa, estériles. La ventaja de las microplacas respecto a las configuraciones tradicionales
radica en la facilidad de manejo, aumento de ndmero de réplicas y el menor gasto fungible.

El protocolo serd el siguiente:

- Preparar 12 medios con diferente concentracion de etanol [entre 0 - 25 % (v/v)] a
partir de YNB (Glucosa). Afadir 200 puL por pocillo, de acuerdo con la plantilla
mostrada en la figura 3.5.

- Cultivos de las levaduras a ensayar en 1 mL de GPY (microtubos). Incubar: 200
rpm / 24 h / 28 °C.

- Centrifugar: 10.000 rpm / 5 min / T2 Amb. Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 500 pL de solucion salina. Resuspender y centrifugar de nuevo.Eliminar el
sobrenadante.

- Afadir 500 uL de solucién salina. Resuspender.

- Inécular con 1-10° células/mL por pocillo, a partir de la suspensién de células
anterior.

- Incubar durante 72 h / 30 °C. Medir la DOgyo cada hora.

- Realizar un tratamiento de datos y ajuste matematico correspondiente para la
obtencion de los correspondientes valores NIC y MIC.
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Figura 3.5: Disefio experimental para el analisis de la tolerancia al etanol de las levaduras. En A se observa la
distribucién de los diferentes medios empleados, asi como de las cepas ensayadas (A y B por triplicado y C por
duplicado) en la microplaca de 96 pocillos. En B se representan las curvas de crecimiento obtenidas
experimentalmente para una réplica de las cepas estudiadas.

3.10.5. Crecimiento a bajas temperaturas

Mediante este estudio, se analiza el comportamiento de las levaduras aisladas en
condiciones de baja temperatura. El interés radica en su uso en fermentaciones a baja
temperatura, donde los perfiles aromaticos de los vinos producidos son mas complejos y
presentan una mayor intensidad.

El disefio experimetal, al igual que para la técnica anterior, esta basado en el uso de
microplacas de 96 pocillos. El protocolo detallado es el siguiente:

- Realizar un cultivo liquido en 3 mL de GPY (tubos de 10 mL) con la cepa de
interés. Incubar a 150 rpm / 24 h / 28 °C

- Ajustar a DOgyp =6,0; V=1mL
- Centrifugar las células: 10.000 rpm / 5 min / T2 Amb. Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 1 mL de solucion salina y resuspender (vortex). Centrifugar de nuevo y
eliminar el sobrenadante.

- Resuspender las células en 1 mL de solucion salina.

- Afadir 200 pL de medio YNB (Glucosa) por pocillo.

- Inocular con 10 pL de la suspension de células previamente preparada.
- Incubar a 15 °C.

- Medida de la DOgy a diferentes tiempos.

De esta manera se obtendran curvas de crecimiento a baja temperatura correspondientes
a las cepas ensayadas. Previa normalizacion de las curvas, podemos ajustar las curvas a un
modelo no lineal (figura 3.6). El parametro que nos aportara informacién relativo a su
comportamiento a bajas temperaturas sera la pendiente (m) que nos indica la velocidad
maxima de crecimiento bajo las citadas condiciones. El experimento se realizard por
triplicado para cada una de las levaduras estudiadas.
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3.10.6. Estudio del caracter “killer”

Las practicas enoldgicas actuales optan por fermentaciones dirigidas mediante el uso de
iniciadores comerciales (LSAs). Como se ha indicado en el apartado 1.5.1.3.d ciertas
levaduras tienen la capacidad de producir toxinas, de naturaleza proteica, capaces de
“matar” las levaduras competidoras que presenten sensibilidad a la citada toxina. Con el
objetivo de seleccionar levaduras autdctonas para ser usadas como iniciadoras de
fermentacion, se debe optar por cepas que presenten caracter “killer” para controlar las
levaduras competidoras en el inicio de fermentacion (Marquina et al., 2002).
Alternativamente se podrian emplear cepas iniciadoras no sensibles a estas toxinas, ya que en
caso contrario, se producirian fermentaciones lentas, e incluso una parada en el proceso (Van
Vuuren y Wingfield 1986).

El caracter “killer” se estudiard desde dos puntos de vista. Por un lado se determinara la
capacidad matadora, mediante ensayos en placa, respecto a cepas sensibles certificadas. Por
otro lado se realiza una busqueda y estudio del material genético asociado al citado caracter.

3.10.6.1. Ensayo del caracter “killer” en placa

De todas las toxinas “killer” descritas, en el presente estudio se han seleccionada las mas
conocidas, las toxinas K1 y K2. De estas dos, la segunda tiene una mayor importancia en
vinificacién mientras que la primera es predominante en la industria cervecera.

Las cepas empleadas para el presente estudio han sido:

- Cepa 1101: Productora de la toxina K1 (matadora).

- Cepa 5X47: Cepa sensible (Kp).

- Cepa EX33: Cepa sensible (Ko) libre de particulas de ARN de origen virico.
- Cepa EX73: Productora de la toxina K2.

- Cepa EX198: Productora de la toxina Klus.

- Cepa F182: Productora de la toxina K28.
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El protocolo de analisis es el siguiente:

- Realizar cultivos en 2 mL de YPD de las cepas a ensayar, junto con las cepas
control (matadoras y sensibles). Incubacién a 150 rpm / 48 h / 30 °C.

- Realizar diluciones 1:100 en agua destilada estéril de los cultivos anteriores.

- En una placa de Petri afiadir 1 mL de la suspensién de células, junto con 12 mL
del medio de cultivo YPD-MB-Agar. El medio debe mantenerse a una temperatura
de 50-55 °C, asegurando su estado liquido para favorecer la mezcla, sin producir
dafio en las células. Dejar solidificar las placas.

- Sobre las placas anteriores, realizar estrias con las cepas cuya capacidad
matadora se quiere chequear. Existe la posibilidad de realizar varias estrias sobre
la misma placa.

- Incubar las placas a 18-20 °C durante 3-5 dias.

La cepa incorporada en el medio de cultivo sera sensible cuando alrededor de alguna de
las estrias realizadas, con una cepa “killer” certificada, se observe un halo de inhibicion de
crecimiento. Del mismo modo, si en el medio se incorpora una cepa sensible certificada, se
puede ensayar la capacidad matadora de las cepas si alrededor de sus estrias aparecen los
citados halos.

3.10.6.2. Analisis del material genético asociado al caracter “killer”

Como se ha indicado, las toxinas “killer” son codificadas por satélites (M) de doble
cadena de ARN, cuyo mantenimiento, duplicacién y encapsidacion pasa por la coinfeccién de
las levaduras por un virus L-A (también de doble cadena de ARN) (Marquina et al., 2002).

Mediante el método descrito por Maqueda et al. (2010), es posible realizar un aislamiento
conjunto de ADNnuclear, ADNmt y las moléculas de doble cadena de ARN. Por tanto, es
posible predecir, o bien asegurar (por un resultado positivo en el test en placa), el caracter
“Killer” de una levadura si presentan cualquiera de los satélites identificados en bibliografia,
junto con el material genético del virus auxiliar.

El protocolo es el siguiente:
- Realizar un cultivo en 10 mL de YPD por incubacién a 200 rpm / 24 h / 28 °C.

- Tomar 5 mL del cultivo anterior y pasar a un tubo de 10 mL de capacidad.
Centrifugar para recoger las células: 4400 rpm / 5 min / T2 Amb. Eliminar el
sobrenadante.

- Resuspender las células en 1 mL de Sol. 1 (EDTA 50 mM, pH=7,5). Centrifugan de
nuevo (4400 rpm / 5 min / T2 Ambiente). Eliminar el sobrenadante.

- Resuspender las células en 1mL de Sol. 2 (Tris-H,SO, 50 mM, 1 % 2-
mercaptoetanol, pH=9,3). El contenido del tubo se pasa a un microtubo
eppendorf® de 2 mL. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar las células (10.000 rpm / 5 min / T2 Amb.), eliminando el
sobrenadante. Resuspender las células en 700 uL de Sol. 3 (NaCl 0,1M, Tris-HCI 10
mM, EDTA 10mM, 0,2 % SDS, pH=7,5). Afiadir 700 pL de fenol. Incubar 30 minutos
a temperatura ambiente con agitacién.

- Centrifugar (10.000 rpm / 10 min. / T2 Amb.) para facilitar la separacién de las
fases.Los acidos nucleicos se encuentran en la fase acuosa (aprox. 700 pL), por
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tanto recuperar la fase superior y pasar ésta a otro microtubo eppendorf® de 2
mL.

Afadir 1 volumen de fenol-CIA. Agitar vigorosamente para favorecer la
extraccion. Centrifugar (12.000 rpm / 10 min./ T2 Amb.) para favorecer la
separacion de las fases.

De nuevo, tomar la fase acuosa (superior) y transferirla a un microtubo de 1,5 mL
de capacidad.

Afadir 1710 del volumen de la Sol. 4 (Acetato potasico 3M), y un volumen de
isopropanol frio (-20 °C). Homogenizacién por inversion suave y continuada de los
tubos (observacion del ovillo de &cidos nucleicos). Incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar los tubos (13.300 rpm / 10 min / T2 Amb.). Eliminar el sobrenadante.

Lavar mediante adicion de 1 mL de EtOH 70 % (v/v). Centrifugar (13.300 rpm / 3
min / T2 Amb.). Eliminar el sobrenadante.

Secar y evaporar los solventes mediante una bomba de vacio (aprox. 5 min).

Resuspender los acidos nucleicos en 50 pL de TE.

Cargar una alicuota (4 pL) de la solucion anterior en un gel (agarosa 1,0 % (p/v) - TAE 1x).
Estimar el tamafio de las moléculas de doble cadena de ARN mediante comparacién con los
marcadores de peso molecular, y con el bandeo obtenido a partir de las cepas “killer”
certificadas (K1, K2, K28 y Klus).

Adicionalmente, es posible tratar una Tabla 3.12: Reaccién enzimatica empleada en el

anadlisis del material genético asociado al factor

alicuota del eluido con una ADNasa (DNAsa
RQ1, Promega), consiguiendo que tras la
electroforesis se observe Unicamente las
moléculas de ARN. La reaccion enzimatica
correspondiente (tabla 3.12) se incuba durante
30 minutos a 37 °C. Pasado este periodo se
inactiva la nucleasa mediante incubacién a 65
°C durante 10 minutos.

3.10.7. Microfermentaciones con
levaduras seleccionadas

Hasta el momento todas Ilas pruebas
descritas en este apartado tenian por objetivo
determinar las propiedades de las cepas
autoctonas aisladas en relacion a parametros
individuales. Mediante la realizaciéon de
microfermentaciones empleando estas cepas
comprobaremos sus capacidades para la
produccion de vinos.

Las microfermentaciones se realizan a partir
de mosto natural de uva Prieto Picudo. Para

“killer”. (*) Se empleara, para cada enzima, el
tampén recomendado por el fabricante.

Reactivo Volumen (pL)
Tampén 2,0
Enzima (DNAsa RQT) 2,0
Agua (milli-Q) 11,0
ADNtotal + ARN (eluido) 5,0
Viotal 20,0

Figura 3.7: Sistema empleado para las
microfermentaciones. Observar la valvula
antirretorno (Air-lock) acoplada a la botella.
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asegurar que la fermentacion es llevada a cabo por una cepa en particular, es necesario
someter al mosto a un proceso de esterilizado. El sistema empleado para realizar la
fermentacion seran botellas de 250 mL de capacidad a las que se acopla una valvula
antirretorno (Air-lock), que permite la salida del diéxido de carbono producido,
imposibilitando a su vez la entrada de aire (figura 3.7).

En las fermentaciones no solamente son determinantes los azlcares presentes en el
mosto (fuentes de carbono). También es importante la cantidad de nitrégeno asimilable
presente en el mosto, llegando a ser un factor determinante (Bell y Henschke 2005). Si el
mosto no presenta un minimo de 200 mg/L de nitrégeno asimilable, este debera ser
suplementado hasta alcanzar esta tasa.

3.10.7.1. Determinacion del nitrégeno asimilable en mosto
Se realiza mediante la determinacidn del indice de formol. El protocolo es el siguiente:

- Ajustar el pH de una solucion de formaldehido (comercial, minimo 35 %) a un pH
de 8,1 mediante la adicion de hidroxido sodico 0,25 M.

- Afadir 25 mL de mosto en un vaso de precipitados, afiadir 10 mL de la solucion
de formaldehido anterior y mantener la mezcla en agitacion. Introducir un pH-
metro en la solucion, en modo de medida continuo.

- Valorar (bureta) con hidréxido sédico 0,025 M hasta que el pH de la mezcla sea
de nuevo de 8,1. El volumen de NaOH 0,025 M gastado (en mL) sera equivalente
al indice de formol.

El nitrégeno asimilable del mosto se calcula de acuerdo con la siguiente expresion:

Nitrogeno asimilable (mg/L) = 14 - indice de formol

Cuando los mostos contengan menos de 200 mg/L de nitrégeno asimilable se
suplementaran con (NH,4),SO4. La relacién entre la cantidad de suplemento y el nitrégeno
asimilable es de 5:1. Por tanto, la cantidad a suplementar (con sulfato amoénico), para suplir
cierta deficiencia en nitrégeno asimilable, se multiplicara por cinco.

3.10.7.2. Esterilizacion del mosto natural

La esterilizacion se realiza por adicién de dimetil dicarbonato, DMDC, (éster dimetilico
del acido pirocarbdnico) (Sigma-Aldrich). Este se emplea en la industria alimentaria para
realizar “esterilizacion en frio” en las bebidas no alcohélicas (aditivo E242), no resultando
téxico para el consumidor ya que se descompone en solucion.

El proceso de esterilizado en frio consistira en:

- Adicion de 1 mL de DMDC por cada litro de mosto natural.

- Incubacién a 4 °C durante al menos 48 horas. El mosto se almacenara a esta
temperatura hasta el momento de su uso.

3.10.7.3. Preparacion de microfermentaciones
Se realizan por duplicado. El protocolo es el siguiente:
- Realizar un cultivo liquido en 5 mL de GPY. Incubar a 200 rpm / 24 h / 28 °C.

- Medir la DOgyy de los cultivos anteriores. Ajustar todos los cultivos a la DOgyy de
menor valor.

- Realizar un segundo cultivo liquido: 1 mL del cultivo anterior en 17 mL de GPY.
Incubar a 200 rpm / 24 h / 28 °C
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- Centrifugar a 3.000 rpm / 5 min / T2 Amb. Eliminar el sobrenadante.

- Lavar las células con 5 mL de agua, resuspender y centrifugar (3.000 rpm / 5 min
/ T8 Amb.). Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 6 mL de mosto natural estéril. Resupender las células.

- Afadir 175 mL de mosto natural estéril por botella. Inocular, por réplica, con 3
mL de la suspension de células anterior. Acoplar la valvula antirretorno (Air-
lock).

- Medir la masa inicial de cada una de las microfermentaciones.
- Incubar a 22 °C hasta el final de fermentacion. Medir la masa cada 24 h.
- Finalizada la fermentaciéon, mantener cada una de ellas durante 24 h a 4 °C.

- Centrifugar los vinos obtenidos para eliminar las lias a 4.000 rom / 5 min / T2
Amb.

- Conservar a -20 °C hasta el momento de analisis.

3.10.7.4. Seguimiento de las microfermentaciones

A medida que avanza el proceso de fermentacion, los azlcares son transformados
principalmente en etanol y dioxido de carbono. La eliminacién progresiva de azlcares hace
que disminuya la densidad del mosto-vino, y por tanto exista una mengua en la masa total. Se
podria decir que la pérdida de masa es directamente proporcional al avance de la
fermentacion. De hecho, se estima que se ha alcanzado el final de fermentacién alcoholica
cuando la pérdida de masa sea infima o inapreciable.

Para ello se mide la masa inicial de cada fermentacion, y periddicamente (cada 24 h) se
repite la medida. Se considera finalizada la fermentacién cuando la pérdida de masa en 5 dias
sea igual o inferior a 0,3 g.

La representacion gréafica de la pérdida de masa acumulada respecto al tiempo en que se
han tomado las medidas, nos permitird observar visualmente (e incluso con fines
comparativos) el avance del proceso.

3.10.7.5. Andlisis de los vinos producidos

El analisis de los vinos producidos se realiza mediante HPLC. Para ello se usa un
cromatografo con dos detectores, uno de indice de refraccion (RID) y otro de longitud de
onda variable (VWD). El equipo esta equipado con una columna HyperREZ XP Carbohydrate H*
(8 um, 300 x 7.7 mm) y una pre-columna HyperREZ XP carbohydrate H" (Thermo Scientific),
ambas mantenidas a 50 °C.

Diluciones 1:5 de los vinos experimentales y 1:25 del mosto natural, se filtran a través de
filtros de acetato de celulosa con 0,45 um de tamafio de poro (Costar, Washington DC, USA).
La cuantificacion de los azlcares (glucosa y fructosa), glicerol y etanol es llevada a cabo de
por el detector RID, mientras que el acido acético se determina mediante el detector VWD
(210 nm). Se utiliza un flujo de 0,8 mL/min y H,SO, 1,5 mM como fase mévil (volumen de
inyeccion 25,0 pL). La cuantificacion se realiza de acuerdo a las areas de los diferentes picos,
en relacion a las rectas de calibracién obtenidas empleando los correspondientes estandares.

3.10.7.6. Normalizacion y ajuste de las curvas de fermentacion

Las microfermentaciones realizadas empleando diferentes levaduras tienen un fin dltimo
comparativo. El seguimiento realizado se basa en el registro de la pérdida de masa durante el
proceso, pero la masa inicial de cada microfermentacion es diferente. Por tanto, es necesario
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un sistema que permita estandarizar los resultados obtenidos, y asi poder confrontar los
diferentes comportamientos observados.

Una vez conocemos los azUcares contenidos en el mosto y residuales en los vinos, se
puede hacer un cambio de variable: de masa acumulada perdida a porcentaje de masa
acumulada perdida (Z). De este modo conseguimos normalizar las diferentes curvas
obtenidas:

P, :Pérdidade masaen cadapunto(acumuladg (g)

P,(S-R -Pérdi i
7= p( )_100 P; :Pérdidade masaen el puntofinal (g)

Pr-S S:Concentradén de azticaresen el mosto(g/L)

R :Concentradonde aztcaresresidualenel vino(g/L)

Las nuevas curvas normalizadas pueden ser ajustadas a un modelo no lineal (Gompertz
Rep.), cuyos parametros de ajuste nos daran informaciéon acerca del tiempo de latencia (l),
velocidad maxima de fermentacién (m) y el porcentaje fermentado (A). Estos parametros
pueden ser sometidos a comparacion, aportando informacién del comportamiento de las
diferentes levaduras (fig. 3.8).

Z =A*(exp(-exp((M*2.718282)/A)( - t}+1)))

y=(89,4518)"(exp (-exp((((16,3483)*2.718282)/(89,4518))*((0,568143)-x)+1)))
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3.11. Caracterizacion aromatica de los vinos

3.11.1. Microvinificaciones experimentales

El método empleado para obtener los vinos a partir de mosto natural empleando
levaduras locales seleccionadas, es similar al indicado en el apartado 3.10.7, pero con algunas
variaciones. A continuacion se indicara de modo resumido el proceso para obtener los vinos
que posteriormente se someteran a una caracterizacion aromatica completa.

Las microvinificaciones, por triplicado, se realizaron en botellas de 500 mL de capacidad,
conteniendo 350 mL de mosto. El mosto se esteriliza por filtracion empleando filtros con 0,22
pum de tamafio de poro (Millipore). El preinéculo se prepara a partir de un cultivo liquido en
YPD (10 mL, incubacién a 200 rpm / 24 h / 28 ° C). Se ajustan los cultivos a una DOgg = 1,0 (V
= 6 mL). Se realiza un lavado con solucién salina y las células se resuspenden en 5 mL de
mosto natural estéril. Cada una de las botellas se inoculan con 1,5 mL de las supensién
anterior. La fermentacién se lleva a cabo a una temperatura de 20 °C. El proceso es
monitorizado mediante el registro diario de la pérdida de masa en cada una de las botellas.
Finalizada la fermentacion (pérdida menor o igual a 0,3 g. en 5 dias). Se mantienen a 4 °C
durante 24 h. Posteriomente se procede al centrifugado de los vinos (5.000 rpm / 5 min / T2
Amb.) transfiriéndolos a nuevos recipientes. Las alicuotas que se sometan a andlisis
cuantitativo se almacenan a -20 °C hasta su analisis. Sin embargo las muestras cuyo fin sea el
analisis sensorial (analisis descriptivo sensorial y andlisis mediante GC-0) se almacenan a 4 °C
en atmosfera inerte de nitrogeno.

3.11.2. Analisis descriptivo sensorial

El analisis descriptivo D -

sensorial es conocido
habitualmente como -
inos finales (3 réplicas)

“cata”. En nuestro caso el

panel  sensorial  estaba
formado por 6 mujeres y 3
hombres con edades

Homogeneizar: Mezcla madre

comprendidas entre 24 y 70 l—lﬂ w
afos (media de 36 afios) '
. . . [
con amplia experiencia en = -
el analisis sensorial. 2 tandas de cata: 7 y 6 vinos
. .. 3 puestos de cata
En una primera sesion 9 catadores
===_ ===_ ===_ 3copas —~> 3 puestos de cata

de  entrenamiento, se
realizé una “cata libre” Figura3.9: Esquema de preparacion de las muestras y organizacion de la cata.
sobre diferentes vinos comerciales, tintos y rosados, pertenecientes a la Denominacion de
Origen “Tierra de Ledn”. En otras dos sesiones de entrenamiento, se presentaron al panel de
cata los diferentes estandares que definen los principales aromas en los vinos. Tras las tres
primeras sesiones se obtienen los ocho atributos aromaticos a valorar en los vinos
experimentales (ver tabla 3.13). En la cuarta y Ultima sesion de entrenamiento, los
estandares anteriores son valorados por los miembros del panel de acuerdo a una escala de
siete niveles, donde se permiten los valores intermedios (0 = no detectado, 1 = débil, nota
dificilmente reconocible, 2 = nota clara pero no intensa, 3 = nota intensa).

Tras el entrenamiento, los vinos se someten a una cata ortonasal. En todos los casos, 15
mL de vino a 20 °C se presentan en copas cubiertas con una placa de Petri. Las muestras se



88  Materiales y Métodos

presentan, en cada puesto de cata, codificadas con un cédigo numérico y dispuestas de modo
aleatorio. Cada uno de los atributos es valorado segin la escala citada anteriormente. El
tratamiento de datos se realiza con la formula propuesta por Dravnieks (1985) para calcular la

“frecuencia modificada” [MF (%)] de cada atributo, MF(%)=,F(%)xI(%). En la anterior

expresién, F(%) es la frecuencia de deteccién de un atributo aromatico, expresado en
porcentaje, en relacion al nimero total de jueces. El parametro | (%) es la intensidad media,
expresada en porcentaje, en relacion a la maxima intensidad.

Tabla 3.13: Atributos aromaticos seleccionados para el analisis descriptivo sensorial, asi como la
composicién de los correspondientes estandares de referencia. ? Las cantidades especificadas se afiaden
en 40 mL de un vino tinto joven neutral (no presenta ningun atributo aromatico marcado).

Atributo Estandar de referencia ©

Fruta Fresca 2 ml de cada uno: jugo de pera, pléatano, fresa y pifia

Fruta Madura 1mL de jugo de ciruela + 5mL de salmuera de higos en lata

Fruta Exética 2 ml de cada uno: jugo de pifia, mango y fruta de la pasién

Vegetal/terroso 5 g de pimiento en rodaja en remojo durante 15 min + 5ml de salmuera de
judias verdes en lata

Hierbas Aromdticas 3g de cada una: menta y hierbabuena mantenidos en remojo durante 15
minutos

Tostado 1 gota de la muestra 48 (tostado) y una gota de la muestra 49 (almendras
tostados) de “Le Nez du Vin” (Jean Lenoir)

Dulce 1 mlL de aroma de vainilla + 1 mL de aroma a caramelo

Especiado Una pizca de pimienta negra + 2 clavos

Reduccién 1 gota de la muestra 6 (azufre) y una gota de la muestra 9 (col, repollo) de

“Le Nez du Vin” (Jean Lenoir)

3.11.3. Analisis mediante GC-O

La Cromatrografia
Gaseosa-Olfatometria (GC-0)
es la mejor técnica para
conocer y diferenciar las
moléculas aromaticamente
activas del resto de moléculas
volatiles. En esta técnica, la
nariz humana actla como
detector sobre los eluidos que
salen de la columna montada

en el cromatégrafo de gases

(Ferreira y Cacho 2009)_ Figura 3.10: Represen?a’lmon esquematica y en imagen r_eal del_ dispositivo
empleado en la obtencion de los extractos para el analisis mediante GC-O
(izquierda). A la derecha, se observa el GC-FID con puerto olfatométrico
donde se realizan las olfatometrias.

3.11.3.1. Preparacion de los extractos del vino

Se llevaron a cabo mediante el acoplamiento de muestreo dinamico en espacio de cabeza
y extraccion en fase sélida (SPE), segun el método validado descrito por San-Juan et al.
(2010). Para tal fin se empled un disefio de purga y trampa que permite obtener un extracto
representativo de los vapores que alcanzan la pituitaria al oler un vino en copa (figura 3.10).
Es decir, las intensidades obtenidas en olfatometria de dicho extracto simulan con fidelidad la
intensidad aromatica que cada compuesto quimico presenta en la copa de vino.
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El protocolo para la preparacién de los extractos es el siguiente:

- Un cartucho estandar de SPE (0,8 cm de diametro interno, 3 mL de volumen
interno) relleno con 400 mg de resina LiChrolut EN (Merck) se lava con 20 mL de
diclorometano (DCM) y posteriormente se seca mediante el paso de aire a través
de él (presion negativa de 0,6 bares, 10 minutos).

- El cartucho se conecta a la parte superior del recipiente, que contiene 80 mL del
vino a temperatura ambiente (21 °C aproximadamente).

- Una corriente de nitrégeno (500 mL/min) se aplica sobre la superficie del liquido,
arrastrando los componentes volatiles del espacio de cabeza. Estos volatiles
quedaran retenidos en la resina de los cartuchos. Se mantiene el flujo durante
100 minutos.

- Seguidamente se desmonta el sistema y se procede al secado del cartucho
mediante el paso, a través de la resina, de una corriente suave de nitrogeno.

- Posteriormente se eluyen los analitos mediante adicion (gota a gota) de 3,2 mL
de DCM con un 5 % (v/v) de metanol.

- Finalmente se realiza una concentracion del extracto, bajo una corriente suave
de nitrégeno puro, hasta un volumen final de 200 pL.

3.11.3.2. Método de analisis en GC-O

El analisis mediante GC-O se llevo a cabo mediante un cromatografo Trace GC
(Termoquest) equipado con un detector de ionizacion en llama (FID) y un puerto
olfatométrico ODO-I (SGE) (fig. 2.10). Este instrumento estd equipado con una columna
capilar DB-WAX (polietienglicol) (J&W Scientific), 30 m x 0,32 mm d.i., 0,5 pum de espesor de
fase estacionaria; y una pre-columna (3 m x 0,32 mm d.i.) (Supelco). Las condiciones
cromatograficas empleadas son las siguientes: hidrégeno como gas portador (3,5 mL/min);
inyeccion splitless (tiempo de splitless 60 s); volumen de inyeccién, 1 uL; temperatura del
inyector, 250 °C; temperatura del detector, 250 °C. El programa de temperatura del horno es
el siguiente: 40 °C durante 5 min, aumento a razén de 4 °C/min hasta los 100 °C y a 6 °C/min
hasta los 220 °C, seguido de 20 minutos a 220 °C.

El puerto olfatométrico esta equipado con un humidificador (para evitar el resecado de
las fosas nasales) y con un reostato artesanal que permite un aumento gradual de
temperatura, impidiendo la condensacién de los compuestos con un elevado punto de
ebullicién.

3.11.3.3. Panel sensorial en GC-O

Un total de seis jueces (dos hombres y cuatro mujeres, con edades comprendidas entre
26 y 33 afios) seran los encargados de realizar la olfatometria a partir de los correspondientes
extractos. Previo al inicio del andlisis de GC-O, los miembros del panel sensorial siguen un
periodo de entrenamiento descrito por Ferreira et al. (2003). El tiempo de “esnifado” por
analisis es de unos cuarenta minutos, sometiéndose cada analista a una Unica sesion por dia
para evitar fatiga.

Para cada uno de los eluidos percibidos a través de puerto olfatométrico, los analistas
deben indicar un descriptor que caracterice el olor percibido y valorar su intensidad mediante
una escala de siete niveles (0 = no detectado, 1 = débil, nota dificilmente reconocible, 2 =
nota clara pero no intensa, 3 = nota intensa; permitidos los valores intermedios). Para cada
odorante, tendremos diferentes intensidades y frecuencias de deteccion, que seran
procesadas, al igual que en el andlisis descriptivo sensorial (apartado 3.11.2), mediante el
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célculo de su “frecuencia modificada”: MF(%)=./F(%)x1(%); donde F(%) es la frecuencia de

deteccién de un atributo aromatico, expresado en porcentaje, respecto al nimero total de
jueces, y 1(%) es la intensidad media, expresada como porcentaje, de la intensidad maxima.

Los odorantes son identificados, inequivocamente, mediante comparacién de su olor e
indice de retenciébn en una columna DB-WAX con los obtenidos a partir de los
correspondientes compuestos puros de referencia.

3.11.4. Anédlisis quimico cuantitativo

3.11.4.1. Compuestos mayoritarios (Microextraccion liquido-liquido y Analisis GC-FID)

La cuantificacion de los compuestos mayoritarios (concentraciones del orden de mg/L)
presentes en los vinos se realiza a través del método propuesto y validado por Ortega et al.
(2001). EIl protocolo de preparacion de los extractos es el siguiente:

- En un tubo para centrifuga de 10 mL de capacidad afadir: 4,1 g de sulfato
amoénico, 2,7 mL de vino, 6,3 mL de agua, 20 yL de la solucion de estandares
internos (butan-2-ol, 4-metilpentan-2-ol, 4-hidroxi-4-metilpenta-2-ona, &acido
heptanoico y octan-2-ol a 200 ug/mL en etanol) y 0,250 mL de DCM.

- Agitar los tubos a 90 rpm / 90 min / T2 Amb.

- Centrifugar los tubos a 2.500 rpm / 10 min / T2 Amb. para favorecer la
separacion de las fases.

- Recuperar la fase organica (DCM) con la ayuda de una jeringa de 0,5 mL, y
transferir a un vial de 0,3 mL de capacidad.

Los extractos son analizados mediante GC en un cromatégrafo de gases (Hewlett-
Packard) equipado con un detector FID. Este instrumento esta equipado con una columna
capilar DB-WAX (30 m x 0,32 mm d.i., 0,5 um espesor fase estacionaria) (J&W Scientific),
precedido por una pre-columna sin recubrimiento (2 m x 0,53 mm). Las condiciones
cromatogréaficas son las siguientes: hidrégeno como gas portador (2,2 mL/min); inyeccion de 3
pL en modo split (relacion 1:10); temperatura del inyector y detector de 250 °C. El programa
del horno (columna): 40 °C durante 2 min, calentamiento hasta los 200 °C a 2 °C/min,
manteniendo esta durante 30 min. Los datos cuantitativos se obtienen por interpolacién de
las areas relativas (picos) en las graficas de calibracion logradas tras el analisis de vinos
sintéticos con concentraciones conocidas de los analitos.

3.11.4.2. Compuestos minoritarios (SPE y analisis mediante GC-Trampa de lones-MS)

El andlisis de los compuestos minoritarios (concentraciones del orden de pg/L) es llevado
a cabo mediante el método propuesto y validado por Ldépez et al. (2002), con algunas
modificaciones. El protocolo de analisis es el siguiente:

- Por cada muestra a analizar, colocar un cartucho SPE relleno con 200 mg de
resina LiChrolut EN en un sistema mdltiple de extraccion mediante vacio [VAC
ELUT 20 de (Varian)]. Los cartuchos son acondicionados haciendo pasar a través
de ellos consecutivamente 4 mL de DCM, 4 mL de metanol y 4 mL de una solucion
agua-etanol al 12 % (v/v).

- A continuacion, sin que se seque la resina, se percolan 50 mL del vino a analizar,
conteniendo 26 L de la solucion de surrogados. Esta solucidn contendré octan-3-
ona, B-damascenona y acido heptanoico (todos ellos a una concentracion de 200
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pug/mL en etanol). La mezcla (vino + solucion surrogados) pasara por los cartuchos
a una velocidad aproximada de 2 mL/min).

- Lavar la resina mediante la adiciéon de 5 mL de agua-metanol al 30 % (v/v),
NaHCOz 1% (p/Vv).

- Secar la resina mediante el paso de aire (presion negativa de 0,6 bares, 10 min)

- Eluir los analitos en un vial de 2 mL, mediante adicién de 1,6 mL de DCM con 1 %
(v/v) de metanol. Afadir 34 pL de la solucién de estandares internos (300 mg/L
de 4-hidroxi-4-etilpentan-2-ona y octan-2-ol) a cada uno de los eluidos.

Los extractos se analizan mediante un cromatdgrafo de gases CP-3800 equipado con un
espectrémetro de masas de trampa i6nica Saturn 2200 (Varian). El equipo esta equipado con
una columna DB-WAX (60 m x 0,25 mm d.i., 0,5 um espesor fase estacionaria) (J&W
Scientific), precedida de una pre-columna no recubierta (3 m x 0,25 mm, desactivada,
polaridad media) (Supelco). Se emplea helio (He) como gas portador a un flujo de 1 mL/min.
El programa de temperaturas del horno es el siguiente: 3 minutos a 40 °C, elevacion hasta los
90 °C a 10 °C/min, calentamiento hasta los 230 °C a una velocidad de 2 °C/min, manteniendo
esta temperatura durante 37 minutos. El inyector se mantiene a 35 °C durante 0,3 min y se
aplica un pulso de 25 psi durante 2,6 min. Posteriormente, se produce un calentamiento hasta
los 250 °C a una velocidad de 200 °C/min. Se inyectan 4 pyL en modo splitless (tiempo de
splitless de 2,60 min). Se registré el rango de masas (m/z) comprendido entre 40-220. Los
datos cromatograficos se analizaron con la ayuda del software Varian Saturn GC-MS Version
6.3. La cuantificacion se realiza a partir de las graficas de calibracion construidas a partir de
soluciones de DCM con concentraciones conocidas de los patrones y de los estandares
internos.

3.11.4.3. Mercaptanos polifuncionales (Alquilacion en sorbente y GC-NCI-MS)

El andlisis del 2-metilfuran-3-tiol (MF), 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP), acetato
de 3-mercaptohexilo (3MH), 3-mercaptohexanol (MH) y bencilmercaptano (BM) se lleva a cabo
mediante el método propuesto por Mateo-Vivaracho et al. (2010). El protocolo de andlisis es
el siguiente:

- En un vial roscado, de 24 mL de capacidad, se adicionan 23 mL del vino a analizar
enriquecido con 0,2 g de EDTA (5 g/L) y 0,6 g de clorhidrato de L-cisteina (0,1
M). Mantener en agitacion durante 2 minutos.

- Transferir una parte del vino anterior a un matraz aforado de 20 mL de
capacidad. Afadir 15 pL de 2-feniletanotiol (1.400 pg/L, en etanol) como patrén
interno. Agitar hasta completa disolucion. Enrasar con el vino anterior. Este
volumen es transferido a un nuevo vial de 24 mL.

- Afadir 0,2 g de O-metilhidroxilamina. Agitar durante 15 s. El vial se purga con
una corriente de nitrégeno puro, se sella, y se incuba en bafio de agua a 55 °C
durante 45 minutos.

- Transferir 6 mL de la muestra anterior a un cartucho de SPE Bond Elut-ENV
(Agilent Technologies) (previamente acondicionado con 1 mL de DCM, 1 mL de
etanol y 1 mL de agua).

- Algunos de los volatiles mas importantes de los vinos son eliminados mediante
adicion de 4 mL de una solucién al 40 % metanol/agua de tampén fosfato 0,2 M a
pH 7,7. A continuacion se afiade 1 mL de agua.
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- Afadir un segundo patrdén directamente en la columna [20 pL de una solucién de
4-metoxy-a-toluentiol (150 ug/L, en etanol) mezclados con 200 L de agua].

- Los mercaptanos retenidos en la resina son directamente derivatizados por
adicion de 1 mL de una solucién acuosa (6,7 %) de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-
eno (DBU) (Aldrich), y a continuacion por la adicién de 50 pL de una solucion de
bromuro de 2,3,4,5,6-pentafluorobencilo (PFBBr) (Fluka) en hexano (2.000
mg/L). Mantener el cartucho embebido con el reactivo durante 20 minutos a
temperatura ambiente (25 °C).

- Eliminar el exceso de reactivo por adicién de 100 pyL de una solucién de
mercaptoglicerol (2.000 mg/L, disuento en soluciéon acuosa de DBU al 6,7 %),
dejando de nuevo el cartucho embebido a temperatura ambiente durante 20
minutos.

- Lavar los cartuchos por adicion de 4 mL de una solucion al 40 % metanol/agua de
H3PO,4 0,2 M, y posteriormente con 1 mL de agua.

- Eluir los analitos derivatizados por la adicion de 600 puL de una mezcla de
disolventes (25 % de hexano en dietil éter). Al extracto obtenido se afiaden 10 pL
de la solucion de estandares internos (22,5 pg/L de octafluoronaftaleno (OFN) en
hexano)

- Lavar el eluido (cinco veces) con 1 mL de salmuera (200 mg/L de NaCl en
solucion acuosa) y se transfiere a un vial estandar de 2 mL de capacidad,
enriqueciéndose la muestra con una pequefia cantidad de sulfato sédico anhidro.

- Finalmente inyectar 4 pL en modo splitless frio en un sistema GC-ionizacién
guimica negativa (NCI)-MS

El andlisis se realiza en un cromatégrafo de gases Shimadzu QP-2010Plus (Shimadzu)
acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolo. El inyector es un Shimadzu PTV provisto
de un tubo de vidrio (liner) relleno de lana de vidrio silanizada. La temperatura inicial del
inyector es de 65 °C, y después de 25 s, aumenta su temperatura a razén de 16 °C/s hasta los
260 °C, manteniéndose esta temperatura hasta el final del analisis. El gas portador es He, con
un flujo a través de la columna durante el tiempo de splitless (4,15 min) de 2,69 mL/min. Una
vez la valvula split se abre el flujo se establece a 1,44 mL/min. La columna capilar empleada
es una DB-5 (20 m x 0,18 mm d.i., 0,18 um espesor fase estacionaria) (J&W Scientific). La
temperatura inicial de columna es de 40 °C durante 4,15 min, se calienta hasta 140 °C a 25
°C/min, después hasta 180 °C a 15 °C/min, seguido de un calentamiento hasta 210 °C a 30
°C/min, y por ultimo se eleva la temperatura hasta 280 °C a una velocidad de 250 °C/min,
manteniéndose esta temperatura durante 10 minutos. En la generacién de iones, mediante la
ionizaciéon quimica negativa (NCI), se emplea metano a una presion de 3 bares. La
temperatura de la fuente de iones es de 220 °C, mientras la interfase se mantiene a 270 °C. El
registro de iones, tanto de los analitos como los estandares internos, se realiza mediante
monitorizacion de un Unico ién (SIM, “single ion monitoring”) entre los minutos 5,5y 17 a
0,18 s/punto: FFT, con un tiempo de retencion de 11,18 min, cuantificado con el ibn m/z 274
(113 como ién calificador); MP, 11,88 min, m/z de 160 (194); MHA, 12,25 min, m/z del75
(194); MH, 12,03 min, m/z de 133 (194); y BM, 12,13 min, m/z 284 (162). Los patrones
internos: 2-feniletanotiol, 12.48 min, m/z de 135 (194); 4-metoxy-a-toluentiol, 12.835 min,
m/z de 314; OFN, m/z de 272. La cuantificacion se realiza mediante la medida de las &reas
relativas (entre analitos y los correspondientes patrones internos), en relacién a curvas de
calibracion obtenidas a partir de soluciones con concentraciones conocidas.
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4.1. Aislamiento y caracterizacion genética de levaduras vinicas
autoctonas de la DO «Tierra de Lebn»

El estudio de aislamiento y caracterizacion de cepas de levaduras se ha llevado a cabo en
cinco bodegas diferentes durante al menos tres cosechas distintas y ha consistido en un
estudio individualizado de cada una de las bodegas para finalmente realizar una comparacion
entre ellas. El aislamiento se realiz6 en todos los casos a partir de microfermentaciones
alcohdlicas finalizadas ya que nuestro interés era aislar fundamentalmente cepas de S.
cerevisiae que pudieran tener una posible aplicacion industrial.

4.1.1. Bodega Gordonzello S.A.

4.1.1.1. Aislamiento de levaduras vinicas

Como hemos indicado anteriormente el aislamiento se realizé en todos los casos a partir
de microfermentaciones de mosto natural finalizadas. Tras realizar diluciones seriadas, estas
se plaquearon en medio WL que permite cierta diferenciacion fenotipica. En concreto se
detectaron colonias balncas y verdes (tabla 4.1).

Tabla 4.1: Datos basicos de las microvinificaciones espontaneas realizadas con mosto suministrado por la bodega
Gordonzello S.A. Se indica, para cada cosecha, el tiempo necesario para llevar a cabo la fermentacion, la densidad
final del vino obtenido, el nimero final de levaduras por unidad de volumen y el fenotipo (en porcentaje) de las colonias
aisladas.

Coloracién (%)

Cosecha Periodo microvin. (dias) Densidad (g/ml) Recuento (u.f.c. /ml vino) Blancas Verdes
2.005 13 0,9940 1,1-106 86,4 13,6
2.006 11 0,9949 6,1-10° 37,0 67,0
2.007 16 0,9770 6,1-10° 55,0 45,0

4.1.1.2. Caracterizacion genética de las levaduras vinicas

La caracterizacion genética se llevo a cabo para unas 60 colonias por bodega y afio. Se
seleccionan tanto colonias verdes como colonias blancas para la realizacién del estudio. De
hecho en la nomenclatura que se da a cada una de las colonias se tiene en cuenta este
aspecto fenotipico (ver tabla 3.3). En la tabla que se presenta a continuacion se indican las
colonias analizadas en cada cosecha, asi como su coloracion (tabla 4.2).

Tabla 4.2: Colonias seleccionadas para su caracterizacion genética en la bodega

Gordonzello S.A. Se indica, para cada cosecha, el nimero total de colonias
analizadas junto con la coloracion que presentaban.

Cosecha Numero total de colonias Blancas Verdes
2.005 58 39 19
2.006 59 29 30
2.007 60 30 30

4.1.1.2.a. Identificacion a nivel de especie mediante RFLP-5.8S-ITS

El fundamento de esta técnica se describe en el apartado 1.7.2.2, mientras que el
desarrollo experimental se indica en el apartado 3.9.2. Se realiz6 el estudio para todas las
cepas indicadas anteriormente, para las que se amplifico la regién 5.8S-ITS y los productos de
la reaccion de PCR se sometieron a un analisis de restriccion empleando las endonucleasas
Haelll, ScrFl y Accl.
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Todos los clones estudiados, durante las tres cosechas, dieron un resultado idéntico
(figura 4.1) que indicaba que en todos los casos se trataba de clones de S. cerevisiae, salvo
los clones con morfologia verde aislados en la cosecha del afio 2.006. En estos ultimos el
patrén de restriccién con la endonuclesa Haelll no mostraba las cuatro bandas caracteristicas
de 320, 230,175 y 125 pb tipicas de S. cerevisiae sino que presentaba, aparentemente,
Unicamente tres bandas claramente diferenciadas.

En un principio se pens6 que se podia tratar de una levadura hibrida ya que su bandeo no
correspondia con ninguna de las especies pertenecientes al género Saccharomyces. Asi se
amplificaron diversos genes para posteriormente realizar un analisis de restriccion segun lo
propuesto por Gonzalez et al. (2006). Se amplificaron los genes MET6, OPY1, CYR1, GSY1 y
CAT8 y tras el analisis de restriccién se obtuvieron los patrones correspondientes a S.
cerevisiae (figura 4.2). Adicionalmente se amplificaron diferentes regiones genomicas
conservadas para proceder a su secuenciacion, concretamente la regién 5.8S-ITS, los dominios
D1 y D2 del ADNr 26S, la regién BRE5 y la region EGT2 (figura 4.3). La comparacién de estas
secuencias frente a las bases de datos nos indicé inequivocamente que nos encontrabamos
ante la especie S. cerevisiae. Cuando sobre la secuencia del amplificado de la regién 5.8S-ITS
realizamos una busqueda de la secuencia reconocida por el enzima de restriccién Haelll vimos
que los fragmentos obtenidos variaban significativamente con lo esperado para un clon de S.
cerevisiae. Ello se debe a que una mutaciéon puntual genera un corte adicional en la
secuencia, de forma que la banda esperada de 175 pb se desbobla en una banda de 144 y otra
de 29 pb. Por tanto en el gel se observan las dos bandas de mayor tamafio, que se mantienen
invariables, mientras que en un tamafio en torno a 130 pb aparece una banda, aunque
realmente se trata de una banda doble (una de 125 pb y otra de 144 pb). La banda de 29 pb
resultante puede pasar desapercibida en algunas electroforesis debido a su pequefio tamafio
(en la figura 4.1 se observa claramente).

GV6/2 (G6 - V) GB6/25 (G6 - VII)
SRR
w2 & %‘§ ML M2
] gt -
; : Figura 4.1: Resultado del andlisis RFLP-5.8S-ITS sobre
: dos cepas de S. cerevisiae. En la mitad derecha de la
ﬁ - imagen se muestra el patron caracteristico de S.
e cerevisiae con las tres endonucleasas que se indican. En
la mitad izquierda se observa el patron anémalo con la
endonucleasa Haelll de uno de los clones verdes (clon
g, GV6/2), manteniéndose invariable para las otras dos

endonucleasas. Debido a una mutacién puntual, la banda
correspondiente a 175 pb desaparece dando lugar a una
banda de 144 pb y 29 pb. La primera se observa junto
con la de 125 pb y la de menor tamafio aparece al final
del carrii. M1 y M2 son los marcadores de peso
molecular: M1 es una escalera de 100 pb y M2 es una
escalera de 25 pb. A la izquierda de la imagen se indica
el tamafo (pb).

Por tanto se puede concluir que todas las cepas aisladas en esta bodega pertenecian a la
especie S. cerevisiae, aunque destacando que todos los clones verdes detectados en la
cosecha 2.006 pertenecian al mismo tipo o cepa (G6-V) (ver figura 4.5) y mostraban una
mutacion puntual en la region 5.8S-ITS que provocaba que el polimorfismo detectado con el
enzima Haelll fuera anémalo.
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MET6 OPY1 CYRL GSY1 CAT8
A s DD B S &
M S & M S0 W M S &
Tl =K s W N9 Figura 4.2: Analisis de restriccion sobre los

fragmentos amplificados de las regiones
gendémicas MET6, OPY1y CYR1 (A) y GSYly
CAT8 (B) del clon verde GV6/2 (G6 — V). Los
patrones obtenidos son tipicos de S. cerevisiae,
descartando la posibilidad de encontrarnos ante
una levadura hibrida. Los fragmemos tipicos de
S. cerevisiae (en pb) se indican a continuacion:
MET6(ScrFl y Haelll), 680; MET6(Accl), 450,
150, 60; OPY1(Haelll), 750; OPY1(ScrFl), 450,
300; CYR1(Haelll), 560; CYR1(Mspl), 400, 170;
GSY1(Mspl), 610, 160; CAT8(Mspl), 690, 70,
50; CAT8(Cfol), 810. M es un marcador de peso
molecular, mezcla de una escalera de 50 y 100

pb.

800>
700>

600>
500 »

400 »

300»

200 »

(pb)
Figura 4.3: Productos de amplificacién, mediante
PCR, de varias regiones gendémicas conservadas
correspondientes al clon verde GV6/2. En el carril 1
800> se muestra el amplificado de la regién 5.8S-ITS, con
600> un tamafio de 850 pb; en el carril 2 se muestra el
2000 amplificado de los dominios D1-D2 del ADNr, con

un tamafio aproximado de 600 pb; en el carril 3 se
muestra el amplificado del gen BRES5, cuyo tamafio
esta en torno a 780 pb; en el carril 4 se muestra el
amplificado del gen EGT2, con un tamafio

: aproximado de 430 pb. M es el marcador de peso
molecular: escalera de 100 pb. A la izquierda de la
imagen se indica el tamafio (pb).

4.1.1.2.b. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante RFLP-ADNmt

Una vez comprobado que todos los clones aislados pertenecian a la especie S. cerevisiae,
para diferenciar entre las diferentes cepas aisladas en las diferentes cosechas recurrimos a la
técnica de RFLP del ADNmt cuyo fundamento (apartado 1.7.3.1) y metodologia (apartado
3.9.4) ya se han descrito. Ya que el fin Gltimo era aislar levaduras autdctonas, se tuvieron en
cuenta las levaduras comerciales empleadas en bodega (tabla 3.1) con el fin de descartar que
las cepas aisladas pudieran ser en realidad LSAs. Seguidamente detallaremos el estudio
individualizado por cosecha, para posteriormente realizar una comparacion entre las
diferentes cosechas.

La comparacion de un namero elevado de clones requirié el empleo de una herramienta
informatica adecuada para la comparacién de clones analizados en geles diferentes. Los
andalisis se normalizaron mediante el empleo del programa Infoquest FP (Bio-Rad) que permite
comparara los distintos polimorfismos de bandas obtenidos. Se obtienen unos dendogramas
(tipo UPGMA) basados en un coeficiente de similitud mediante la aplicacion del algoritmo
DICE.

Cosecha 2.005

Se analizaron un total de 58 colonias seleccionadas al azar de las aisladas en placa a
partir de las microvinificaciones. Los clones en funcién del polimorfismo detectado se
distribuyeron en seis tipos o cepas diferentes de S. cerevisiae con diferentente
representatividad. Al comparar estos perfiles de RFLP-ADNmt con los correspondientes a las
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levaduras comerciales empleadas por la bodega se comprob6 que uno de los tipos, G5-V, era
en realidad una de las levaduras comerciales empleadas en bodega, concretamente la cepa
I0C 18-2007 (figura 4.4). Su bajo porcentaje respecto al total indica una implantacién pobre
sobre la microbiota de la bodega.

Dice (Opt:0.86%) (Tol 0.7%-0.7%) (H>0.0% S>0.0%) [0.2%-100.0%]
RFLP Alul
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{ Jiis I ' : GB28 G5 - VI 5,17
3 ! : - = |l0C 18-2007 Comercial
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Figura 4.4: Resultado de la caracterizacion de cepas de la bodega Gordonzello S.A. en la cosecha de 2.005 mediante
RFLP-ADNmt obtenido con la endonucleasa Alul (centro). En funcién de la distribucién del bandeo obtenido se obtiene
(izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. A la derecha se indica el clon, el tipo
donde queda englobado y el porcentaje de los diferentes tipos. Una de las cepas aisladas y caracterizadas (recuadro)
resulté ser una LSA empleada por la bodega.

Cosecha 2.006

Durante esta cosecha se analizaron un total de 59 colonias de levadura. El estudio
permitidé distribuir los clones analizados en un total de siete grupos (tipos) diferentes. La
particularidad encontrada en esta cosecha radica en que todas las cepas con morfologia verde
resultaron ser la misma cepa y por tanto dan lugar al “tipo” con mayor representacion en la
poblacién analizada, G6-V. Este tipo, ademas, presentaba una mutacién puntual en la regién
5.8S-ITS indicada en el apartado anterior (figura 4.4) que determinaba que el polimorfismo de
la region 5.8S-ITs para el enzima Haelll no fuera el esperado para una cepa tipica de S.
cerevisisae. En esta cosecha ninguna de las levaduras aisladas fue alguna de las LSAs
empleadas en bodega (figura 4.5).

Dice (Opt:0.86%) (Tol 0.7%-0.7%) (H>0.0% S>0.0%) [0.2%-100.0%]
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Figura 4.5: Resultado de la caracterizacion de cepas de la bodega Gordonzello S.A. en la cosecha de 2.006. Se
observan los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del bandeo obtenido se
obtiene (izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. A la derecha se indica el clon,
el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes tipos.

Cosecha 2.007

En la tercera cosecha analizada de esta bodega las 60 colonias estudiadas se
distribuyeron en 14 tipos diferentes. Al igual que en la cosecha 2.005 uno de los tipos
aislados, G7-VII, resulté ser una LSA empleada en bodega, aunque con poca representacion
debido a su bajo porcentaje en la poblacion analizada (figura 4.6).
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Figura 4.6: Resultado de la caracterizacion de cepas de la bodega Gordonzello S.A. en la cosecha de 2.007. Se
observan los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del patrén de bandas
obtenido se genera (izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. Se indica el clon,
el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes tipos (derecha). Con un recuadro se indica la
cepa que resulté ser una de las levaduras comerciales empleadas en bodega.

Comparacion entre cosechas

Una vez analizada por separado cada una de las cosechas, parece logico realizar una
comparacién conjunta a fin de detectar cepas que pudieran aparecer en diferentes cosechas.
El resultado del estudio global en la bodega Gordonzello S.A. se muestra en la figura 4.7.
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Figura 4.7: Caracterizacion de cepas de la bodega Gordonzello S.A. durante tres cosechas consecutivas (2.005,
2.006 y 2.007). Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el
dendograma obtenido a partir de éste (izquierda). Se indica el clon representado en el gel, el tipo que lo engloba y la
cosecha donde fueron aislados (derecha). En un recuadro azul aparecen resaltadas las levaduras que en realidad
eran LSAs. En color verde se indican aquellas levaduras que han aparecido en, al menos, dos de las cosechas
estudiadas.
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A la vista de este analisis, se pueden extraer varias conclusiones parciales:

De todas las levaduras analizadas en las tres cosechas estudiadas, Unicamente
dos resultaron ser levaduras comerciales, cepas G5-V y G7-VII, y aparecian en
bajo porcentaje en la poblacion analizada (3,45 % y 1,67 %). Este dato indica que
la implantacién de estas levaduras comerciales sobre la microbiota autéctona de
la bodega es muy pobre.

Algunas cepas aparecen en al menos dos cosechas, resultando de gran interés el
tipo G7-lll que se detecté en las tres cosechas estudiadas (ver figura 4.8
derecha), mientras que el tipo G7-l apareci6é en dos de las cosechas (figura 4.8
izquierda). Cuando existen cepas coexistentes en mas de una cosecha, esta cepa
se denominara igual que la cepa que haya sido aislada mas recientemente.

Se han analizado 177 colonias de levadura en los tres afios en los que se ha
llevado a cabo el estudio. Si se tienen en cuenta las coincidencias con LSAs y la
coexistencia de algunas cepas en diferentes cosechas, se puede concluir que para
esta bodega se han aislado un total de 22 cepas de S. cerevisiae.
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Figura 4.8: Andlisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en varias cosechas. Se observan los
patrones coincidentes para una misma cepa (mismo numero) empleando tres endonucleasas
diferentes (indicadas sobre los carriles). Carriles: 1, cepa G6 - VII; 2, G7 - XIV; 3, G7 - llI; 4, G6 - VI,
5, G5 - I. M es el marcador de peso molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquierda de las

imagenes se indica el tamafio de los fragmentos (kb).

4.1.2. Cooperativa de los Oteros

4.1.2.1. Aislamiento de levaduras vinicas

El proceso analitico empleado en esta bodega es idéntico al indicado para la bodega
anterior. El estudio se desarrollo durante tres cosechas diferentes. Los datos basicos relativos
a las microvinificaciones esponténeas se recogen en la tabla 4.3. Resulta llamativo el
resultado obtenido en la cosecha de 2.007, ya que aunque el periodo de fermentacion se
prolongd mas de lo habitual, la densidad no bajé de 1,033 g/mL. Todo parece indicar que se
produjo una parada de fermentacion que pudo ser debida a diversos factores (indicados en
apartados anteriores). También los valores finales de levaduras en el vino final (6,7 10°
u.f.c./mL vino) son sensiblemente inferiores, si los comparamos con las otras cosechas

estudiadas.

Esto puede ser debido a la muerte de las levaduras tras el largo periodo de

fermentacion.
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4.1.2.1. Caracterizacion genética de las levaduras vinicas

De entre las levaduras aisladas en placa, se seleccionan un nimero determinado de
clones (tabla 4.4) para proceder a su caracterizacion genética, tanto a nivel de especie como
a nivel de individuo (cepa).

Tabla 4.3: Datos béasicos de las microvinificaciones espontaneas realizadas a partir de mosto suministrado por la
bodega Cooperativa de los Oteros.

Coloracién (%)

Cosecha Periodo microvin. (dias) Densidad (g/ml) Recuento (u.f.c./ml vino) Blancas Verdes
2.005 12 0,953 1,54 -10° 88,6 11,4
2.006 n.d. 0,9928 9,0-10¢ 95,9 4,1
2.007 30 1,033 6,7 -10° 25,4 74,6

Tabla 4.4: Colonias seleccionadas para la caracterizacion genética en la bodega
Cooperativa de los Oteros. Se indica, para cada cosecha, el nimero total de
colonias analizadas junto con la coloracién que presentaban.

Cosecha Numero total de colonias Blancas Verdes
2.005 50 32 18
2.006 57 43 14
2.007 60 30 30

4.1.2.1.a. Identificacion a nivel de especie mediante RFLP-5.8S-ITS

Tal como se ha indicado en el apartado 3.9.2, se procedi6 a la amplificacion de la region
5.8S-ITS de cada uno de los clones seleccionados y se realiz6 sobre ellos el tratamiento con
las endonucleasas de restriccién correspondientes. El patrén de bandas obtenido corresponde
inequivocamente con la especie S. cerevisiae (figura 4.1, derecha). Sin embargo, uno de los
clones aislados en la cosecha de 2.005, PB5/7 (6 PB7) presentaba un patrén anémalo para la
enzima de restriccion Haelll (figura 4.9). Este patron no habia sido descrito con anterioridad
para ninguna especie del género Saccharomyces. Era necesario, por tanto, un estudio en
profundidad sobre esta cepa. Asi, Peris et al. (enviado), tras el estudio de restriccion de 36
genes nucleares y la secuenciacién del gen nuclear MET6 y del mitocondrial COX2, obtuvieron
gue realmente se trataba de un hibrido interespecifico. Concretamente un hibrido S.
cerevisiae x S. kudriavzevii. La secuenciacion del gen COX2 indica que presenta un nuevo tipo
de secuencia mitocondrial no descrita hasta el momento, aunque cercana al grupo de
levaduras cerveceras y a un triple hibrido (S. cerevisiae x S. kudriavzevii x S. bayanus var.
uvarum) procendente de la elaboracidon de sidra (Peris et al., enviado).
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Figura 4.9: Andlisis RFLP-5.8S-ITS de varias cepas aisladas en la
cosecha de 2.005 para la bodega Cooperativa de los Oteros. Se
observa, en los carriles 1, 2, 3, 5y 6, el perfil caracteristico de la
especie S. cerevisiae al tratar con la endonucleasa Haelll el
amplificado de la regiéon 5.8S-ITS (320, 230, 175 y 125 pb). En el
200> 1 carril 4 se observa el patron obtenido para la levadura hibrida PB7:
Sl ‘ 500, 225 y 125 pb. Carriles: 1, cepa PB5/3; 2, PB5/4; 3, PB5/6; 4,
& Wb s PB5/7 (PB7); 5, PB5/9; 6, PB5/10. M eTsM el marcador de peso
molecular, escalera de 100 pb (Invitrogen ™). A la izquierda de la

100> imagen se indica el tamafio de los fragmentos de ADN (pb).

4.1.2.1.b. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante RFLP-ADNmt
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Para cada clon aislado se realizé un analisis de RFLP de ADNmt a fin de realizar un
caracterizacion a nivel de cepa, incluyéndose en el estudio las cepas comerciales (LSAs)
empleadas por la bodega.

Cosecha 2.005

El estudio de las 50 cepas seleccionadas mediante RFLP-ADNmt dio como resultado la
distribucion en 11 tipos o cepas diferentes, entre las que se encuentra el hibrido PB7 descrito
en el apartado anterior (figura 4.10). Entre las levaduras aisladas no se encontr6 la levadura
comercial empleada en la bodega, indicando una nula implantacién respecto a la poblacion
autoctona. En este caso el fenotipo (coloracién) no nos permite distinguir entre las diferentes
cepas, ya que en la mayoria de los tipos detectados existen colonias con diferente coloracion.
Resulta llamativo el alto porcentaje de la cepa P5-1, ya que representa casi la mitad (48,0 %)
de las cepas aisladas. Este dato podria indicar que se trata de una cepa bien adaptada a esta
bodega e incluso a las caracteristicas del mosto obtenido a partir de uva Prieto Picudo.
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Figura 4.10: Caracterizacion de cepas de la bodega Cooperativa de los Oteros (cosecha 2.005). Se observan los
perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcion del bandeo obtenido se obtiene
(izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. El clon, el tipo o cepa donde queda
englobado y la proporcion de los diferentes tipos en la poblacion total se indican a la derecha.

Cosecha 2.006

En esta cosecha el analisis de las colonias aisladas, junto con la levadura comercial
empleada en bodega, dio como resultado la deteccidn de 15 cepas diferentes de S. cerevisiae
(figura 4.11), no coincidiendo ninguna de ellas con la LSA empleada. El elevado nimero de
tipos detectados ha resultado en que ninguno de ellos sea claramente predominante. El
fenotipo de la colonia en placa no guarda relacién con el tipo de cepa, siendo comun
encontrar dentro de un mismo tipo colonias de diferente color.

Cosecha 2.007

Las colonias aisladas y caracterizadas se distribuyeron en 12 tipos diferentes, no
resultando ser ninguna la levadura comercial empleada en bodega (figura 4.12). Aunque el
namero de tipos es elevado, uno de ellos (P7-XIl) representa mas de la mitad de las colonias
aisladas. Ademas, en este tipo se incluian todas las colonias con fenotipo verde junto con dos
colonias con fenotipo blanco.
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Figura 4.11: Resultado de la caracterizacion de cepas de la bodega Cooperativa de los Oteros en la cosecha de 2.006.
Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro) y un dendograma (izquierda)
que informa de la similitud entre las diferentes cepas. A la derecha se indica el clon, el tipo donde queda englobado y la
proporcion de los diferentes tipos.
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Figura 4.12: Caracterizaciéon de cepas de la bodega Cooperativa de los Oteros (cosecha 2.007). Se observan los
perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del bandeo obtenido se obtiene
(izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. Se indica el clon, el tipo donde queda
englobado y la proporcién de los diferentes tipos (derecha).

Comparacion entre cosechas

Una vez analizada cada cosecha de modo individual se realizé un estudio comparativo. De
este modo podriamos detectar si existen cepas que aparezcan en mas de una cosecha. Esto
podria indicar que esta cepa es autoctona de la bodega e incluso de la variedad de uva. Los
resultados se muestran en la figura 4.13.

En vista de los resultados obtenidos se pueden extraer varias conclusiones parciales:

- Ninguna de las cepas aisladas resulto ser la levadura comercial empleada en esta
bodega. Por tanto, la implantacién de la LSA sobre la poblaciéon autdctona no
llega a producirse.

- Un total de cinco cepas se aislaron en dos cosechas diferentes (figura 4.13, en
verde), tanto en cosechas consecutivas como separadas dos afios (figura 4.14).
Esto puede ser una demostracion de la mayor adaptacion de estas cepas a las
caracteristicas particulares de esta variedad de uva. De entre las cepas
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coexistentes en dos cosechas, Unicamente la cepa P6-VI resultdé ser la cepa
mayoritaria en su afio (19,30 %, cosecha 2.006). El resto aparecieron en
porcentajes discretos en relacion a la poblacion total.

- Para las 167 colonias analizadas, se obtuvieron inicialmente un total de 38 tipos
diferentes. Sin embargo como varias cepas aparecieron en dos cosechas
diferentes el nimero final de cepas o tipos de S. cerevisiae se redujo a 33.
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Figura 4.13: Estudio comparativo de cepas aisladas de la bodega Cooperativa de los Oteros en las cosechas 2.005,
2.006 y 2.007. Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el
dendograma obtenido a partir de éste (izquierda). Se indica, a la derecha, el clon representado en el gel, el tipo que lo
engloba y la cosecha donde fueron aislados. En color verde se indican aquellas levaduras que han aparecido en dos de
las cosechas indicadas. Cinco levaduras se han aislado en al menos dos cosechas diferentes.
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Figura 4.14: Andlisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en dos cosechas diferentes
en la bodega Cooperativa de los Oteros. Se muestran los patrones de restriccion con
diferentes endonucleasas, aparte de la ya mencionada Alul. El empleo de otras enzimas de
restriccién permite asegurar que nos encontramos ante la misma cepa. Carriles: 1, cepa P6 -
IX; 2, P7-1lI; 3, P6 - XI; 4, P7 - lll; 5, P6 - VI; 6, P7 - IX; 7, P5 - IX; 8, P7 - 1I; 9, P6 - XI; 10, P7
- VI. M es el marcador de peso molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquiera de las
imagenes se indica el tamafio (kb).

4.1.3. Bodegas Pedro Casis

4.1.3.1. Aislamiento de levaduras vinicas

A partir del vino obtenido tras la fermentacién espontanea, se llevé a cabo un
aislamiento de levaduras vinicas en medio s6lido. En la tabla 4.5 se indican las caracteristicas
bésicas de cada una de las microvinificaciones en las cosechas indicadas. En la cosecha de
2.007 no fue posible realizar el aislamiento de microbiota autéctona debido a una
contaminacion en la muestra de mosto natural por una de las levaduras comerciales
empleadas por la bodega.

Tabla 4.5: Caracteristicas basicas de las microvinificaciones espontaneas realizadas con mosto suministrado por la
bodega Pedro Casis. Se indica, para cada cosecha, el tiempo necesario para llevar a cabo la fermentacién, la densidad
final del vino obtenido, el numero de levaduras por unidad de volumen y la coloracién (en porcentaje) de las colonias
aisladas.

Coloracién (%)

Cosecha Periodo microvin. (dias) Densidad (g/ml) Recuento (u.f.c./ml vino) Blancas Verdes
2.006 13 0,9945 4,77 - 10¢ 98,6 1,4
2.008 15 0,9984 1,17 - 10¢ 98,0 2,0
2.009 n.d. n.d. 3,17 - 10¢ 90,6 9,4

4.1.3.2. Caracterizacién genética de las levaduras vinicas

De la gran cantidad de colonias aislada en medio sélido se seleccionaron al azar un
numero determinado de colonias para proceder a su caracterizacién genética tanto a nivel de
especie como de cepa (tabla 4.6).
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Tabla 4.6: Colonias seleccionadas para su caracterizacion genética en la bodega

Pedro Casis.

Cosecha Numero total de colonias Blancas Verdes
2.006 57 46 11
2.008 60 55 5
2.009 60 35 25

4.1.3.2.a. Identificacion a nivel de especie mediante RFLP-5.8S-ITS

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.9.2 se obtuvo la misma conclusién para
todas y cada una de las cepas estudiadas: el patrén obtenido era el correspondiente a S.
cerevisiae (figura 4.1, derecha).

4.1.3.2.b. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante RFLP-ADNmt

Como en casos anteriores todas las cepas aisladas fueron comparadas con las LSAs (tabla
3.1) empleadas por la bodega.

Cosecha 2.006

Se identificaron un total de 9 tipos o cepas diferentes (figura 4.15). Cabe destacar el tipo
C6-1l que representaba el 70,18 % de la poblaciéon aislada. El fenotipo exhibido por la colonia
en placa no guarda relacion con la pertenencia a los diferentes tipos; el tipo mayoritario (C6-
II) incluia tanto colonias con coloracion blanca como verde. Ninguna de las levaduras aisladas
result6 ser una cepa comercial.
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Figura 4.15: Caracterizacion de cepas de la bodega Pedro Casis (cosecha de 2.006). Se muestran los perfiles de
RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro) y el dendograma que informa de la similitud entre las
diferentes cepas (izquierda). Se indica el clon, el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes
tipos (derecha).

Cosecha 2.008

En esta cosecha las levaduras analizadas se distribuyeron en 10 tipos diferentes (figura
4.16), aunque uno de ellos (C8-I) se correspondia con una de las LSAs empleadas por la
bodega. El porcentaje de este tipo respecto al total no es muy elevado (11,7 %) indicando que
aunque ha existido implantacién por parte de la cepa comercial, no ha conseguido desplazar a
la poblacién autéctona. El tipo C8-I resultd ser el mayoritario ya que reprentaba el 56,7 % de
la poblacion total. El fenotipo en placa no permite distribuir las colonias en tipos, ya que la
mayoria de los tipos o cepas detectados contenian colonias blancas y verdes.
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Figura 4.16: Caracterizacion de cepas de la bodega Pedro Casis (cosecha 2.008). Se muestran los perfiles de RFLP-
ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del bandeo obtenido se obtiene (izquierda) un
dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. A la derecha se indica el clon, el tipo donde queda
englobado y la representacion de los diferentes tipos. El recuadro azul resalta la cepa que resulté ser una LSA
empleada en bodega.

Cosecha 2.009

Las levaduras analizadas se distribuyeron inicialmente en 10 tipos (figura 4.17), aunque
una de ellas (C9-VIII) resulto ser la LSA detectada en la cosecha de 2.008. Al igual que ocurria
en la cosecha anterior la implantacion de la cepa comercial no fue importante si atendemos a
su porcentaje realtivo (8,33 %). De nuevo se detecté un tipo (C9-1) con un porcentaje (60,00
%) muy superior al resto. Como en casos anteriores el fenotipo no nos permitid diferenciar a
nivel de individuo, ya que cada tipo incluia colonias blancas y verdes.
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Figura 4.17: Caracterizacion de cepas de la bodega Pedro Casis (cosecha 2.009). Se muestran los perfiles de RFLP-
ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro) y el dendograma correspondiente (izquierda) que informa de la
similitud entre las diferentes cepas. A la derecha se indica el clon, el tipo donde queda englobado y la representacion
de los diferentes tipos. El recuadro azul sefiala la levadura que result6 ser una LSA empleada en bodega.

Comparacion entre cosechas

Los resultados de comparar las tres cosechas se muestran en la figura 4.18. Las
conclusiones parciales que podemos extraer son:

- Una de las levaduras comerciales empleadas (Uvaferm BM-45) se detectd en dos
de las cosechas estudiadas. Sin embargo, los porcentajes relativos con los que
apareci6 (11,7 % en la cosecha de 2.008 y 8,33 % en la cosecha de 2.009) indican
una pobre implantacion en bodega.
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- Varias levaduras se aislaron en dos, e incluso en las tres cosechas estudiadas
(figura 4.19). Algo que resulta ain mas llamativo es que la cepa predominante en
cada cosecha resulto ser la misma (C9-1). Sin duda las levaduras que aparecen en
méas de una cosecha podrian indican la mejor adaptaciéon a las caracteristicas
propias de la variedad.

- Las 177 colonias estudiadas se distribuyeron inicialmente en 29 tipos diferentes.
El andlisis conjunto permitié, debido a la coincidencia de alguna cepa con
levaduras comerciales, junto con la aparicién de cepas en diferentes cosechas,
reducir el nimero hasta un total de 18 tipos o cepas diferentes de S.
cerevisiae.
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Figura 4.18: Comparacion de las cepas de la bodega Pedro Casis aisladas en las cosechas de 2.006, 2.008 y 2.009.
Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el dendograma
obtenido a partir de éste (izqda.). Se indica el clon representado en el gel, el tipo que lo engloba y la cosecha donde
fueron aislados (derecha). En recuadros de color verde se indican aquellas levaduras que han aparecido en dos o mas
cosechas. En azul se indican las levaduras aisladas que resultaron ser LSA. Existen tres cepas que han aparecido en
dos cosechas diferentes, mientras que otras tres los hacen en las tres cosechas indicadas.
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Figura 4.19: Analisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en diferentes cosechas en la bodega Pedro Casis.
Se muestran los patrones de restriccion con diferentes endonucleasas, aparte de la ya mencionada Alul. Carriles: 1,
cepaC6-1V;2,C8-1X;3,C9-1l;4,C6-VI; 5, C8-1; 6,C9-1X; 7, C9 - VIII; 8 Uvaferm BM-45; 9, C8 - Ill; 10, C9 - [;
11, C6 - II; 12, C8 - I; 13, C6-VIII; 14, C8 - VII; 15, C6 - IX y 16, C6 - X. M es el marcador de peso molecular escalera
de 1 kb (Generuler™). A la izquierda de las imagenes se indica el tamafio (kb).

4.1.4. Cooperativa Vinicola Ribera del Cea

4.1.4.1. Aislamiento de levaduras vinicas

En este caso se analizaron las cosechas 2.006, 2.007 y 2.008. Tras las correspondientes
microvinificaciones (tabla 4.7) se llevd a cabo el aislamiento de levaduras para proceder a su
caracterizacion genética. Resulta llamativo que en la cosecha de 2.006, aunque se alargo el
proceso de microvinificacion, la densidad no consiguié bajar del umbral de 1,0 g/mL. Ademas
todas las colonias aisladas a partir de este vino (al igual que al correspondiente a la cosecha
de 2.008) presentaban morfologia blanca en placa. En la cosecha de 2.007 se obtuvo una
poblacién de levaduras muy elevada, predominando la morfologia blanca.

4.1.4.2. Caracterizacion genética de las levaduras vinicas

La caracterizacion genética se realiz6 para el nimero de colonias seleccionadas al azar
indicadas en la tabla 4.8. La distincion realizada hasta el momento atendiendo a la coloracién
de las colonias no es significativa en este caso, ya que Unicamente en la cosecha de 2.007 se
aislaron colonias con morofologia verde y en un porcentaje muy bajo (0,3 %). Aln asi, varias
de las colonias con coloracién verde aisladas se seleccionaron para el analisis.

4.1.4.2.a. Identificacion a nivel de especie mediante RFLP-5.8S-ITS

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.9.2 se obtuvo la misma conclusién para
todas y cada una de las cepas estudiadas: el patrén obtenido era el tipico de S. cerevisiae
(figura 4.1, derecha).
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Tabla 4.7: Datos basicos de las microvinificaciones espontaneas a partir de mosto de uva suministrado por la bodega
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea. Se indica, para cada cosecha, el tiempo necesario para llevar a cabo la
fermentacién, la densidad final del vino obtenido, el niumero de levaduras por unidad de volumen y la coloracién (en
porcentaje) de las colonias aisladas.

Coloracisn (%)

Cosecha Periodo microvin. (dias) Densidad (g/ml) Recuento (u.f.c./mlL vino) Blancas Verdes
2.006 21 1,0082 2,56 - 10¢ 100

2.007 14 0,9884 1,21 - 107 97,7 0,3
2.008 17 0,9907 2,18 - 10¢ 100

Tabla 4.8: Colonias seleccionadas para su caracterizacion genética en la bodega
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea.

Cosecha Numero total de colonias Blancas Verdes
2.006 57 57 0
2.007 60 53 7
2.008 60 60 0

4.1.4.2.b. Caracterizacién de cepas de S. cerevisiae mediante RFLP-ADNmt

Como en casos anteriores se realiz6 primero un analisis individual por cosecha y un
estudio conjunto, analizando ademas las LSAs utilizadas por la bodega (tabla 3.1).

Cosecha 2.006

Las colonias seleccionadas en esta cosecha se distribuyeron en un total de 15 tipos
diferentes (figura 4.20) lo que implica una gran diversidad de cepas, destacando los tipos R6-I
y R6-VII por su mayor representatividad (24,56 % y 23,51 % respectivamente). Ninguno de los
tipos correspondia a las LSAs lo que indica que no hay implantacion de las levaduras
comerciales sobre la poblacion autéctona.

Cosecha 2.007

En esta coseha se detectaron 12 tipos diferentes (figura 4.21). La diversidad es menor
que en la cosecha anterior. Destacaban los tipos R7-1 (43,33 %) y R7-l (31,67 %) por sus altos
porcentajes respecto al total (entre ambos suponen el 75 % de las colonias analizadas). La
coloracion de la colonia no permite discriminar entre tipos, ya que las escasas colonias verdes
se distribuyen entre los diferentes tipos.

Cosecha 2.008

En la cosecha de 2.008 se obtuvieron un total de 9 tipos diferentes (tipos 4.22), no
coincidiendo con ninguna de las cepas comerciales empleadas en la elaboracién de vinos. La
diversidad es menor que en cosechas anteriores (ha ido disminuyendo progresivamente) y
destaca el tipo R8-ll que engloba casi la mitad de las colonias analizadas en esta cosecha
(45,00 %).

Comparacion entre cosechas

En la figura 4.23 se muestra la comparacién entre las tres cosechas analizadas, asi como
las cepas comerciales.
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Figura 4.20: Caracterizacion de cepas de la bodega Cooperativa Vinicola Ribera del Cea (cosecha 2.006). Se
observan los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del bandeo obtenido se
obtiene (izquierda) un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas, mientras que a la derecha se
indica el clon, el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes tipos.
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Figura 4.21: Caracterizacién de cepas de la bodega Cooperativa Vinicola Ribera del Cea (cosecha 2.007). Se
muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el dendograma
correspondiente (izqda.). Se indica también el clon, el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes
tipos (derecha).
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Figura 4.22: Caracterizacién de cepas de la bodega Cooperativa Vinicola Ribera del Cea (cosecha 2.008). Se
observan los perfiles de RFLP-ADNmt para la enzima Alul (centro), el dendograma correspondiente (izqda.), asi como
el clon, tipo donde queda clasificado y la proporcién de los diferentes tipos (dcha.).
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Figura 4.23: Estudio comparativo de cepas de la bodega Cooperativa Vinicola Ribera del Cea durante las cosechas
2.006, 2.007 y 2.008). Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como
el dendograma obtenido a partir de éste (izqda.). Se indica el clon representado en el gel, el tipo que lo engloba y la
cosecha donde fueron aislados (dcha.). Recuadradas en color verde se indican aquellas levaduras que han aparecido
en dos cosechas.

Para esta bodega, se podria concluir lo siguiente:

- No se han detectado las levaduras comerciales empleadas en dicha bodega. Esto
indica que la capacidad de implantacién de estas cepas sobre las autéctonas es
nula.

- Se han analizado un total de 177 colonias diferentes detectandose, a priori, 36
tipos de levadura. Debido a las coincidencias en mas de una cosecha, el nUmero
se reduce hasta 33 cepas de S. cerevisiae diferentes.

- Algunas cepas aparecen en dos de las tres cosechas estudiadas (figura 4.24).
Resulta especialmente llamativo el tipo R7-1 que aparece en dos cosechas (2.007
y 2.008), siendo ademas la cepa mayoritaria en la cosecha de 2.007.
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Figura 4.24: Andlisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en al menos dos cosechas en la bodega Cooperativa
Vinicola Ribera del Cea. Se muestran los patrones de restriccion con diferentes endonucleasas (Alul, Hinfl y Rsal). La
obtencién de patrones idénticos con distintas endonucleasas es una prueba inequivoca que nos garantiza que nos
encontramos ante la misma cepa. Carriles:1, cepa R6 - II; 2, R7 - VII; 3, R7 - VIII; 4, R8 - VI; 5, R7 - 1; 6, R8 - IV. M es
el marcador de peso molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquiera de las imagenes se indica el tamafio (kb).

4.1.5. Vinicola Valmadrigal

4.1.5.1. Aislamiento de levaduras vinicas

El estudio se llevo a cabo en tres cosechas consecutivas (2.006, 2.007 y 2.008). En las
cosechas de 2.006 y 2.008 los valores de densidad no alcanzaron valores inferiores a la unidad
(tabla 4.9), probablemente debido a la baja poblacion de levaduras encontrada en el vino
final. Todo parece indicar que la poblaciéon autdéctona en bodega no es muy elevada. La
coloracion dominante de las colonias en placa es blanca.

Tabla 4.9: Datos basicos de las microvinificaciones realizadas con mosto de uva Prieto Picudo suministrado por la
bodega Vinicola Valmadrigal. Se indica, para cada cosecha, el tiempo necesario para llevar a cabo la fermentacion, la
densidad final del vino obtenido, el nimero de levaduras por unidad de volumen y la coloracién (en porcentaje) de las
colonias aisladas.

Coloracién (%)

Cosecha Periodo microvin. (dias) Densidad (g/ml) Recuento (u.f.c./ml vino) Blancas Verdes
2.006 20 1.0002 2,60 - 10* 98,2 1,8
2.007 24 0,9908 3,76 - 10° 91,2 8,8
2.008 14 1,0074 2,76 - 10° 100

4.1.5.2. Caracterizacion genética de las levaduras vinicas
El nimero y fenotipo de las colonias analizadas en cada cosecha se indica en la tabla
4.10.

Tabla 4.10: Colonias seleccionadas para la caracterizaciéon genética en la bodega
Vinicola Valmadrigal.

Cosecha Numero total de colonias Blancas Verdes
2.006 59 49 10
2.007 60 50 10
2.008 60 60 0
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4.1.5.2.a. Identificacion a nivel de especie mediante RFLP-5.8S-ITS

En todos los casos y tras realizar este andlisis (apartado 3.9.2) se obtuvieron patrones
caracteristicos de S. cerevisiae (figura 4.1, derecha). Por tanto todas las levaduras aisladas
pertenecieron a la especie con mayor importancia enoldgica.

4.1.5.2.b. Caracterizacion de cepas de S. cerevisiae mediante RFLP-ADNmt

Se llevd a cabo siguiendo las mismas pautas descritas para otras bodegas (analisis
individual y conjunto incluyendo las LSAs utilizadas en la bodega).

Cosecha 2006

Se detectaron un total de 8 tipos diferentes (figura 4.25), entre si y a las levaduras
comerciales. De entre todos ellos destaca el tipo V6-Il (75,86 %) que representa mas de las
tres cuartas partes de las levaduras analizadas. En este tipo se incluyen colonias con
morfologia blanca y verde, por lo que no existe relacién fenotipica-genotipica en lo que a
coloracion de colonias se refiere.
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Figura 4.25: Caracterizacion de cepas de la bodega Vinicola Valmadrigal ( cosecha 2.006). Se observan los perfiles de
RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro). En funcién del bandeo obtenido se obtiene (izquierda) un
dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas, mientras que a la derecha se indica el clon, el tipo
donde queda englobado y la representacion de los diferentes tipos.

Cosecha 2.007

En esta cosecha las levaduras analizadas se distribuyeron Unicamente en 5 tipos
diferentes (figura 4.26). Sin embargo el tipo més frecuente resultd ser una de las levaduras
comerciales empleadas en bodega (IOC 18-2007). En este caso la coloracion de la colonia no
nos permite clasificar la cepa, como ya ocurria en la cosecha anterior.

Cosecha 2.008

Todas las cepas estudiadas fueron blancas ya que no se aislaron cepas con coloracion
verde. Inicialmente se detectaron 17 tipos diferentes (figura 4.27), aunque el tipo mayoritario
(V8 - V)resulté ser una cepa comercial (la misma que en la cosecha de 2.007). Esto parece
indicar que al menos esta levadura comercial se ha implantado adecuadamente sobre la
poblacién autéctona de las instalaciones.
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Figura 4.26: Caracterizacion de cepas en la bodega Vinicola Valmadrigal en la cosecha de 2.007. Se observan los
perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el dendograma correspondiente
(izqda.). A la derecha se indica el clon, el tipo donde queda englobado y la representacion de los diferentes tipos. En
color azul se resalta la coincidencia de una de los tipos con la levadura comercial IOC 18-2007.
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Figura 4.27: Caracterizacion de cepas de la bodega Vinicola Valmadrigal (cosecha 2.008). Se muestran en el centro
los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul. En funcién del bandeo obtenido se obtiene (izquierda)
un dendograma que informa de la similitud entre las diferentes cepas. Se indica el clon, el tipo donde queda englobado
y la representacion de los diferentes tipos (dcha.). En la caja azul se resalta la coincidencia de una de los tipos con la
levadura comercial IOC 18-2007.

Comparacion entre cosechas

Una vez analizada cada cosecha por separado analizamos las tres cosechas en conjunto
(figura 4.28), con la intencion de encontrar cepas coexistentes en méas de una cosecha.

Las conclusiones previas obtenidas serian:

- En la cosecha de 2.006 no se detectaron levaduras comerciales, mientras que en
2.007 y 2.008 las cepas mayoritarias eran LSAs. Todo parece indicar que en esta
bodega se esta produciendo un desplazamiento de las levaduras autéctonas por,
al menos, una de las levaduras comerciales.

- Se han detectado cuatro levaduras que aparecen en dos cosechas diferentes.
Todas son cepas minoritarias, aungque el hecho de que aparezcan en dos cosechas
diferentes pone de manifiesto su adaptacién a las caracteristicas de la variedad,
a pesar de la gran competencia que supone la cepa comercial I0C 18-2007.

- Los 179 clones analizados se distribuyeron inicialmente en 30 tipos diferentes.
Debido a la coincidencia con levaduras comerciales, asi como la coexistencia de
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tipos en diferentes cosechas (figura 4.28 y 4.29) el nimero final se redujo hasta
24 tipos o cepas de S. cerevisiae.
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Figura 4.28: Andlisis comparativo de cepas de la bodega Vinicola Valmadrigal durante tres cosechas consecutivas. Se
muestran los perfiles de RFLP-ADNmt obtenidos con la endonucleasa Alul (centro), asi como el dendograma obtenido
a partir de éste (izqda.). Se indica, a la derecha, el clon representado en el gel, el tipo que lo engloba y la cosecha
donde fueron aislados. Recuadrado en color verde se indican aquellas levaduras que han aparecido en dos cosechas.
En cuadros azules se resaltan aquellas que en realidad eran LSAs.

Alul Hinfl Rsal Alul Hinfl Rsal Alul Hinfl Alul Hinfl

Figura 4.29: Andlisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en al menos dos cosechas para la bodega Vinicola
Valmadrigal. Se muestran los patrones de restriccion con diferentes endonucleasas (Alul, Hinfl y Rsal). Carriles: 1,
cepa V7 - V; 2, V8 - XVII; 3, V6 - I; 4, V7 - lll; 5, V7 - II; 6, V8 - XV; 7, V6-V; 8, V8 - lll. M es el marcador de peso
molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquiera de las imagenes se indica el tamafio (kb).
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4.1.6. Comparacion entre las diferentes bodegas estudiadas

Una vez hemos analizado por separado cada una de las bodegas objeto de estudio en el
presente trabajo, el siguiente paso parecia ldgico: realizar una comparacién conjunta entre
todas ellas. Para ello descartamos en cada bodega las cepas que resultaron ser LSAs y
comparamos informaticamente los perfiles de RFLP-ADNmt de los restantes tipos.

Hasta el momento habiamos comprobado como algunas cepas eran capaces de aparecer
en una misma bodega en cosechas diferentes, descartando su aislamiento como fruto del azar
y poniendo de manifiesto la existencia de cepas autdctonas en las bodegas. La comparacion
conjunta permite realizar un andlisis de poblaciones interbodega, es decir, la posible
existencia de uno o varios individuos en nichos diferentes (bodegas con distinta localizacion
geografica dentro de la DO). A partir de los perfiles obtenidos al realizar RFLP-ADNmt con la
endonucleasa Alul se obtiene un dendograma que nos aporta informacion acerca de la
similitud existente entre las diferentes cepas (figura 4.30). En nuestro caso, s6lo nos resulta
de interés una “similitud total”, es decir, un dato que nos asegure que nos encontramos ante
la misma cepa. No es por tanto un estudio de poblaciones, sino una herramienta que
simplifica y automatiza la comparacion entre dos o mas perfiles que a simple vista presenten
gran parecido.

Como resultado de este analisis global hemos comprobado que varias cepas aparecen en
dos de las bodegas estudiadas (resaltadas en cajas de color verde en la figura 4.30), mientras
que una (cepa G6-Ill /7 C9-11 /7 P6-VIIl / V8-I) aparece en cuatro de las cinco bodegas objetos
de estudio (resaltadas en color verde en la figura 4.30). Este dato podria indicar que existen
cepas que serian autdctonas no solo de las correpondientes bodegas, sino de la variedad.
Logicamente, la cepa con mayor interés es aquella que ha aparecido en cuatro localizaciones
diferentes. Ademas dicha levadura fue aislada en las tres cosechas analizadas en la bodega
Pedro Casis (figura 4.18). Para confirmar esta identidad se realizaron estudios de RFLP-ADNmt
con otras endonucleasas diferentes a la indicada, de modo que perfiles idénticos con la
misma enzima ponen de manifiesto que nos encontramos ante una misma cepa. Se muestra, a
modo de ejemplo (figura 4.31), los perfiles de restriccion, con Rsal y Hinfl, de las cuatro
cepas aisladas en cuatro bodegas diferentes con perfil idéntico con la endonucleasa Alul. Esto
nos asegura que realmente nos encontramos ante la misma cepa.

En la tabla 4.11 se resumen los resultados obtenidos para cada bodega y el resultado final
del estudio tras la comparacién conjunta. Debido a lo coexistencia de cepas en diferentes
bodegas el nimero total de tipos obtenidos se ve sensiblemente reducido. Por tanto se podria
indicar que se ha aislado una coleccién de 119 tipos o cepas diferentes de la especie S.
cerevisiae.

Tabla 4.11: Resumen de los resultados obtenidos tras el aislamiento y caracterizacién genética de levaduras vinicas
autéctonas de bodegas de la DO «Tierra de Ledn». Se indican los resultados obtenidos para cada una de las
bodegas junto con el resultado final tras la comparacién conjunta.

Bodega Cosechas Analizadas Cepas analizadas  Tipos caracterizados
Gordonzello S.A. 2.005, 2.006 y 2.007 177 22
Coop. Oteros 2.005, 2.006 y 2.007 167 33
Bodegas Pedro Casis 2.006, 2.008 y 2.009 177 18
Coop. Vin. Ribera Cea  2.006, 2.007 y 2.008 177 33
Vinicola Valmadrigal 2.006, 2.007 y 2.008 179 24

Total (preliminar) 877 130

Cepas coexistentes en varias bodegas 11

TOTAL CEPAS DIFERENTES 119
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Figura 4.31: Analisis de RFLP-ADNmt de las cepas coexistentes en cuatro de las cinco bodegas estudiadas. Se
muestran los patrones de restriccion con las endonucleasas Hinfl y Rsal. Se observa como los patrones obtenidos con
la misma endonucleasa son idénticos, al igual que ocurre con la enzima Alul (ver figura 4.30). Carriles: 1, cepa C9 - Il;
2,V8-1;3,P6-VIl; 4, G6 - lll. M es el marcador de peso molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquiera de
las imagenes se indica el tamafio (kb).

4.1.7. Andlisis de los perfiles de RFLP-ADNmt mediante componentes
principales

Basandonos en la comparacion de las cinco bodegas (figura 4.30) se generd una matriz
binaria (software InfoquestFP, optimizacién del 2 %) para cada uno de los individuos (tipos de
levaduras obtenidos) y cada una de las posibles bandas (denominadas alfanuméricamente, de
mayor a menor tamafio: A0, Al,...,A9, B1, ...,B9, etc.). Esto es, se generd una matriz con 30
columnas (bandas posibles) y 130 filas (individuos) en las que se asignara, en cada caso, un 1
si existe banda o un 0 en ausencia de ésta. Realizando un analisis de componentes principales
(figura 4.32) sobre la citada matriz vemos la distribucion de las diferentes cepas
(representado por cuadrados) y bandas (variables de agrupacién, representadas por flechas)
de acuerdo a las nuevas variables hipotéticas (componentes principales, CP). Si analizamos la
grafica de decaimiento (explica el porcentaje de varianza varianza explicado por cada
componente principal) se obtiene que la mayoria de la varianza observada se explicaba con
tres componentes principales, ya que el resto de CP explican menos de un 7% de la varianza.

La representacion de los tipos y bandas (variables) en relacién a las parejas de nuevas
variables CP 1-CP 2 y CP 1-CP 3 nos da un resultado muy similar. La mayoria de los individuos
aparecen agrupados, manteniendo constante su valor para la CP1 (explica una mayor
varianza), aunque algunos aparecen mas dispersos. Podriamos hablar de dos grupos: uno
mayoritario y uno minoritario. Este ultimo estaria formado por individuos que presentan un
perfil de restriccion bastante diferenciado. Estos son los tipos aislados en la bodega
Cooperativa de los Oteros en la cosecha de 2.005. De hecho el tipo P5 - Xl engloba la cepa
PB5/7 (PB7) que en realidad se trata de un hibrido S. cerevisiae x S. kudriavzevii. La
representacion de los tipos y bandas respecto a las variables CP 2-CP 3 no muestra ninguna
tendencia clara.
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Figura 4.32: Andlisis de componentes principales (CP) del estudio de RFLP-ADNmt. Se observa la distribucién de los
tipos de levadura (representados por cuadrados) y de las bandas (variables, representadas por flechas) en funcién de
unas nuevas variables hipotéticas que explicaran la varianza encontrada. En la parte superior y derecha se indica la
escala correspondiente a las variables (bandas), mientras que en la parte inferior e izquierda se indica la escala
correspondiente a los tipos.



Resultados y Analisis 121

4.2. Aislamiento de levaduras desde uva a baja temperatura

El objetivo de este aislamiento era doble: por un lado aislar levaduras de un entorno
natural (uvas); por otro lado el aislamiento a bajas temperaturas nos podria permitir aislar
otras especies dentro del género Saccharomyces (como S. bayanus) o incluso hibridos de S.
cerevisiae con otras especies. Estas cepas son muy interesantes para realizar fermentaciones
a bajas temperaturas, que en el caso de la DO «Tierra de Le6n» son de gran interés para la
produccion de vinos rosados muy aromaticos (algo por lo que destaca esta variedad).

Para ello partimos de uva de la variedad Prieto Picudo, concretamente uva perteneciente
a vifiedos adscritos a las bodegas objeto de estudio. De este modo las muestras (tomadas lo
mas asépticamente posible en el propio vifiedo), provendrian de regiones geograficamente
dispersas (ver 3.7.1). En total se realizaron cuatro tomas de muestra, debido a que una de las
bodegas, Vinicola Valmadrigal, asegur6 emplear uva de vifiedos asentados en Gordoncillo
(Ledn, Espafia). En esta poblacién se encuentra la bodega Gordonzello S. A., por lo que
decidimos desechar las uvas de Vinicola Valmadrigal.

Hay que recordar que se incubaron dos tubos muestra de uva: uno contenia simplemente
la uva estrujada, mientra el otro contrenia adicionalmente un 5 % de etanol (p/p) a fin de
favorecer el aislamiento de levaduras del género Saccharomyces frente a las levaduras
salvajes. Tal como se ha indicado en el apartado 3.8.2.2 cada 15 dias se sembraron en placa
muestras (diluciones adecuadas) a partir de los estrujados de uva incubados a 10 °C. Las
placas sembradas se incubaron a la misma temperatura. Una vez desarrolladas las colonias, se
replicaron en una nueva placa y se procedié a su identificacion mediante secuenciacion de los
dominidos D1-D2 del ADNr 26S. Este proceso se repitié quincenalmente, de ahi las diferentes
lotes de muestreo: el lote “0” sera la que se realizé inicialmente, mientras que el resto de
lotes estaban separados por un periodo de 15 dias de incubacion. Las muestras se indican con
el nimero que indica el lote y una letra consecutiva.

En la tabla 4.12 se muestran los resultados de la identificacion. La incubacion a baja
temperatura, junto con cierto contenido en etanol realizan una presién selectiva encaminada
en la direccion de aislar levaduras del género Saccharomyces, debido a su mayor
criotolerancia y adaptacion a medios con etanol.

Al principio del periodo de incubacion (lote 0, dia 0), se aislaron principalmente
levaduras salvajes y aquellas que suelen predominar en la superficie de la uva (indicado en el
apartado 1.4.1.1.a). En el lote 3 de muestreo (45 dias de incubacion), asi como en las
siguientes, se obtuvieron varias colonias con morfologia tipica de Saccharomyces que
resultaron ser efectivamente S. cerevisiae. Asi se aislaron un total de 15 cepas diferentes de
S. cerevisiae a diferentes tiempos de muestreo y a partir de uvas con distintos origenes:
vifiedos de Gordaliza del Pino, Gordoncillo y de Valderas (Le6n, Espafia).

A continuaciéon se procedié a comparar los perfiles de RFLP de ADNmt empleando el
enzima de restriccién Alul (figura 4.33). Contra todo prondstico, las cepas de S. cerevisiae
aisladas resultaron ser la misma. Resulta llamativo que una misma cepa aparezca en uvas
procedentes de vifiedos separados por grandes distancias.

La comparacion de esta cepa contra nuestra coleccion (119 cepas) dio un resultado
negativo (figura 4.34). De este modo descartamos la posible contaminacion de la muestra en
el laboratorio, y aseguramos que esta cepa es diferente a cualquiera de la coleccion de cepas
aisladas de microfermentaciones.
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Figura 4.33: Resultado del
andlisis de RFLP-ADNmt con
el enzima Alul sobre las
levaduras S. cerevisiae
aisladas directamente desde
uva. Vemos como todas ellas
presentan un perfil idéntico,
pudiendo afirmar que nos
encontramos ante la misma
cepa.
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Tabla 4.12: Resultados de la identificacion de las levaduras aisladas a partir de las muestras de uva tras su incubacion a 10 °C. Se
indica el lote de muestreo en el que fueron aisladas, la procedencia de las uvas, la dilucién empleada en la siembra y si la muestra
incubada contenia etanol. Para cada una de ellas se indica el tamafio de amplificado y la especie a la que pertenecen.

Colonia Tanda Bodega Dilucion (10*) EtOH (%) Tamaiio (pb)  Identificacién

Oa 0 Gordonzello S.A. 0 0 680 Cryptococcus laurentii

Ob 0 Gordonzello S.A. 0 0 680 Cryptococcus terrestris

Oc 0 Gordonzello S.A. 0 0 680 Cystofilobasidium capitatum
Od 0 Gordonzello S.A. 0 0 680 Cryptococcus amylolentus

Oe 0 Gordonzello S.A. 0 0 680 Rhodotorula nothofagi

Of 0 Gordonzello S.A. 0 0 660 Cryptococcus flavescens

Og 0 Gordonzello S.A. 0 0 660 Cryptococcus flavescens

Oh 0 Gordonzello S.A. 0 0 660 Aureobasidium pullulans

Oi 0 Gordonzello S.A. 0 0 650 Cryptococcus flavescens

Oj 0 Bodegas Pedro Casis 0 0 650 Cryptococcus victoriae

Ok 0 Coop. Oteros 0 0 680 Cryptococcus sp.

Ol 0 Coop. Vin. Ribera Cea 0 0 680 Cryptococcus victoriae

Om 0 Coop. Vin. Ribera Cea 0 0 650 Avureobasidium pullulans

On 0 Bodegas Pedro Casis 0 0 600 Metschnikowia pulcherrima
Oo 0 Bodegas Pedro Casis 0 0 600 Metschnikowia pulcherrima

la 1 Bodegas Pedro Casis -2 0 650 Cryptococcus victoriae

b 1 Bodegas Pedro Casis -2 0 600 Metschnikowia pulcherrima

Tc 1 Coop. Vin. Ribera Cea -2 0 630 Aureobasidium pullulans

Te 1 Coop. Vin. Ribera Cea -2 0 650 Filobasidium capsuligenum

Th 1 Bodegas Pedro Casis 2 0 630 Cryptococcus victoriae

2a 2 Bodegas Pedro Casis -3 0 600 Hanseniaspora uvarum

2b 2 Bodegas Pedro Casis -3 0 550 Cryptococcus amylolentus

2c 2 Gordonzello S.A. -3 0 650 Cryptococcus amylolentus

2d 2 Gordonzello S.A. -3 0 650 Cystofilobasidium lari-marini
3a 3 Bodegas Pedro Casis -4 0 550 Metschnikowia fructicola

3c 3 Bodegas Pedro Casis -4 0 630 Hanseniaspora uvarum

3d 3 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
3e 3 Bodegas Pedro Casis -2 5 550 Metschnikowia fructicola

3f 3 Bodegas Pedro Casis -2 5 550 Metschnikowia sp.

3g 3 Bodegas Pedro Casis -2 5 550 Metschnikowia fructicola

3h 3 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 650 Lleucosporidium scottii

3i 3 Gordonzello S.A. -4 0 650 Filobasidium capsuligenum

3j 3 Gordonzello S.A. -4 0 650 Cystofilobasidium capitatum
4a 4 Bodegas Pedro Casis -5 0 650 Saccharomyces cerevisiae
4b 4 Bodegas Pedro Casis -5 0 650 Hanseniaspora uvarum

4c 4 Bodegas Pedro Casis -5 0 600 Metschnikowia pulcherrima

4d 4 Bodegas Pedro Casis -5 0 650 Saccharomyces cerevisiae
4e 4 Gordonzello S.A. -4 0 650 Cystofilobasidium capitatum

4f 4 Bodegas Pedro Casis -2 5 600 Metschnikowia pulcherrima

49 4 Bodegas Pedro Casis -2 5 600 Metschnikowia pulcherrima

4h 4 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 650 Hanseniaspora uvarum

4i 4 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
4 4 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 600 Metschnikowia pulcherrima

5a 5 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 650 Hanseniaspora uvarum

5b 5 Coop. Vin. Ribera Cea -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
5¢ 5 Bodegas Pedro Casis 2 5 550 Metschnikowia fructicola

5d 5 Bodegas Pedro Casis 2 5 650 Metschnikowia aff. fructicola
6a 6 Coop. Vin. Ribera Cea -6 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6b 6 Coop. Vin. Ribera Cea -5 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6¢ 6 Coop. Vin. Ribera Cea -5 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6d 6 Bodegas Pedro Casis -3 0 650 Saccharomyces cerevisiae
be 6 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
of 6 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
69 6 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6h 6 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6i 6 Bodegas Pedro Casis -4 0 650 Saccharomyces cerevisiae
6 6 Bodegas Pedro Casis -4 5 550 Metschnikowia aff. fructicola
6k 6 Bodegas Pedro Casis -4 5 650 Saccharomyces cerevisiae
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Figura 4.34: Comparacion entre las cepas caracterizadas en las cinco bodegas estudiadas y la cepa aislada directamente de uva Prieto Picudo. Se muestran los perfiles de RFLP-ADNmt empleando la endonucleasa
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4.3. Caracterizacion fenotipica y enoldgica de levaduras vinicas
autoctonas de la DO «Tierra de Lebn»

Una vez realizada la caracterizacion genética que dio como resultado una coleccion de
119 cepas de Saccharomyces cerevisiae, decidimos analizar las caracteristicas fenotipicas y
enologicas de una seleccion de estas cepas. El analisis incluyé desde estudios bioquimicos y
fisiologicos, hasta la caracterizacion de su capacidadsu capacidad para elaboras vinos a
pequena escala (microvinificaciones en el laboratorio).

Realizar todos los estudios que se citaran a continuacion para la coleccion completa de
levaduras era ciertamente inviable. Limitaciones de equipamiento y sobre todo de tiempo,
precisaron de una preseleccion de cepas sobre las que se desarrollaria el estudio. Como se ha
indicado, el aislamiento y caracterizacion de levaduras se realizd por triplicado (tres
cosechas) para cada bodega, es decir era preciso un periodo minimo de tres afios para tener
caracterizada la poblacion correspondiente a una bodega. Las muestras de mosto natural,
para cada bodega, fueron tomadas en anos diferentes (ver tabla 3.2) existiendo cierto
intervalo de tiempo entre el fin del estudio poblacional de diferentes bodegas (por ejemplo
para la bodega Gordonzello S.A. se completo el estudio en la cosecha de 2.007 mientras que
en la bodega Pedro Casis se dio por finalizada en la cosecha de 2.009). Debido a la limitacion
temporal en las investigaciones predoctorales se decidi6 iniciar la caracterizacion fenotipica y
enoldgica para algunas bodegas previamente a la finalizacion de la caracterizacion genética
completa para todas ellas.

Como el objetivo final era aislar y caracterizar levaduras autoctonas, el criterio de
seleccion de cepas para este estudio fue el siguiente: se analizaron fenotipicamente y
enologicamente las cepas mayoritarias de cada bodega en cada una de las cosechas
estudiadas y las coexistentes en mas de una cosecha. En total se seleccionaron un total de 30
levaduras diferentes (tabla 4.13) sobre las que se realizaron los diferentes estudios con la
intencion de conocer su posible capacidad para ser empleadas en procesos de vinificacion a
nivel industrial.

4.3.1. Fermentacion de fuentes de carbono

Este tipo de estudios tradicionalmente se han empleado con el objetivo de identificar
diferentes especies de levaduras, aunque en nuestro caso pretendiamos conocer su
comportamiento nutricional. En la tabla 4.14 se muestran los resultados obtenidos, segln la
metodologia descrita en el apartado 3.10.1, tras probar la capacidad de las cepas de
fermentar D-(+)-Galactosa, D-(+)-Glucosa, D-(+)-Lactosa, D-(+)-Maltosa , Melibiosa, D-(+)-
Rafinosa y Sacarosa. Se consideré un resultado positivo cuando en el tubo de analisis se
observaba claramente el gas producido en el proceso fermentativo (gas recogido en campana
Durham).

Analizando los resultados, vemos como todas las cepas son capaces de fermentar glucosa,
mientras que, por el contrario, ninguna de ellas es capaz de fermentar lactosa y melibiosa. La
rafinosa y la sacarosa fueron fermentadas por todas las cepas analizadas excepto la cepa P7-
Xl (Bodega Cooperativa de los Oteros). Resulta llamativo que esta cepa Unicamente fue capaz
de fermentar la glucosa (uno de los azlcares que se encuentra en mayor proporcion en el
mosto de uva). La maltosa era fermentada por todas las cepas, salvo G6-V (bodega
Gordonzello S.A.) y la ya indicada P7-XIl. En lo referente a la galactosa, aunque la mayoria
eran capaces de fermentarla, vemos como existe un cierto nimero de cepas que no
presentaron esa capacidad.
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La melibiosa es un disacarido formado por galactosa y glucosa, mientras que la rafinosa
es un trisacarido formado por melibiosa y fructosa, o lo que es lo mismo galactosa y sacarosa
(glucosa + fructosa). La melibiosa es degradada por el enzima a-galactosidasa para obtener
los correspondientes monémeros, mientras que la rafinosa es capaz de dar lugar a melibiosa y
fructosa por la accion de la invertasa. Debido a que todas las levaduras dieron positivo en la
fermentacion de rafinosa, y negativo en la fermentacion de melibiosa, podemos indicar que
todas las cepas presentaban capacidad invertasa (ya que fermentan la fructosa obtenida), no
teniendo capacidad a-galactosidasa.

Tabla 4.13: Levaduras seleccionadas para la realizacién de la caracterizacion fenotipica y enoldgica. Se indica, para cada
bodega, la denominacién de la levadura e informacion acerca del motivo por el cual ha sido seleccionada para la
caracterizacion.

Bodega Llevadura  Informacién
G5-1I Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.005 (junto con G5 - Ill)
G5-1I Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.005 (junto con G5 - l)
Gé6 -V Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.006
G7 -1 Cepa mayoritaria en la cosehca de 2.007
Coexistente en las tres cosechas estudiadas (con G5 - IVy G6 - V)
G7 -1l Coincidencia con V6 - Il (levadura aislada en la bodega Vin. Valmadrigal)
Gordonzello S.A. G7 - XIV Coexistente en dos cosechas (igual a G6 - VII)
P5 -1 Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.005
P7 -1 Coexistente en dos cosechas (igual a P6 - )
P7 -1l Coexistente en dos cosechas (igual a P5 - IX)
P7 -1l Coexistente en dos cosechas (igual a P6 - IX)
P7 - VI Coexistente en dos cosechas (igual a P6 - XI)
P7 - IX Coexistente en dos cosechas (igual a P6 - VI)
Coop. de los Oteros P7 - Xl Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.007
Coexistente en dos cosechas (igual a C6 - VIII)
C8 - Vi Coincidente con V8 - Il (levadura aislada en la bodega Vin. Valmadrigal)
C9-1 Cepa mayoritaria y coexistente en las tres cosechas (con C6 - Il y C8 - 1)

Coexistente en las tres cosechas estudiadas (con Cé - [V y C8 - IX)
Aislada en cuatro de las cinco bodegas estudiadas: Coincidencia con
G6 - lll, P6 - Vill y V8 - | (levaduras aisladas en las bodegas Gordonzello S.A.,

Co-li Coop de los Oteros y Vinicola Valmadrigal, respectivamente)
Co- Vi Coexistente en dos cosechas (igual a C6 - Ill)
C9-IX Coexistente en las tres cosechas estudiadas (igual a C6 - VI'y C8 - 1l)
Pedro Casis C9-X Coexistente en dos cosechas (igual a C6 - IX)
R6 -1 Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.006
Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.007 (junto don R7 - 1l)
R7 -1 Coexistente en dos cosechas (igual a R8 - IV)
R7 -1l Cepa mayoriataria en la cosecha de 2.007 (junto con R7 - )
R7 - VIl Coexistente en dos cosechas (igual a R6 - 1I)
R8-1I Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.008
Coexistente en dos cosechas (igual a R7 - VIII)
Coop. Vin. Ribera del Cea | R8-VI Coincidente con V8 - IV (levadura aislada en la bodega Vinicola Valmadrigal)
V6 -1i Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.006
V7 -1l Coexistente en dos cosechas (igual a V6 - 1)
V8-l Coexistente en dos cosechas (igual a V6 - V)
V8 - XV Coexistente en dos cosechas (igual a V7 - Il)

Vinicola Valmadrigal V8 - XVII Coexistente en dos cosechas (igual a V7 - V)
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Tabla 4.14: Andlisis de la fermentacién de fuentes de carbono por las cepas seleccionadas. Para cada cepa
(izgda., ordenadas por bodegas) se indican las fuentes de carbono (ordenadas alfabéticamente) empleadas en
el estudio (arriba). (“-“ indica no fermentacion; “+" indica fermentacion).

FUENTES DE CARBONO

Cepa D-Galactosa ~ D-Glucosa  D-lactosa  D-Maltosa  Melibiosa ~ D-Rafinosa  Sacarosa
G5-1I - + - + +

G5-1l + + + +
G6-V + + +
G7 -1 + + + +
G7 -1 + + + + +
G7 - XV + + + + +
P5 -1 + + + + +
P7 -1 + + + + +
P7 -1l + + + + +
P7 -1l + + + + +
P7 - Vi + + + + +
P7 - IX + + + + +
P7 -Xll +

c8- Vi + + + + +
C9-1 + + + + +
Co-Ili + + + + +
co-vi + + + + +
C9-IX + + + + +
C9-X + + + + +
R6 - | + + + +
R7 -1 + + + + +
R7 -1l + + + +
R7 - VI + + + + +
R8 -1l + + + + +
R8 - VI + + + + +
Vé - i + + + + +
V7 -1l + + + + +
V8 -l + + + + +
V8 - XV + + + +
V8 - XVII + + + + +

4.3.2. Asimilacion de fuentes de carbono

La capacidad de asimilar diferentes fuentes de carbono se estudié mediante los kits
comerciales Api® 20C (Biomérieux) que se han empleado tradicionalmente para identificar las
levaduras en funcion del patron de fuentes de carbono asimiladas. En nuestro caso esto no
tenia mucho sentido, ya que de antemano conociamos la naturaleza de las levaduras, todas
ellas pertenecen a la especie S. cerevisiae. En la tabla 4.15 se muestran los resultados
obtenidos.

Resultan llamativos los resultados obtenidos para la cepa P7-Xll (aislada en la bodega
Cooperativa de los Oteros), ya que esta cepa dio negativo para todos los azlcares ensayados.
No podemos descartar que esta cepa asimile algln azlcar aunque con una tasa de asimilacion
tan baja que no es detectada en el citado test. En los ensayos de fermentacion de fuentes de
carbono esta cepa Unicamente did resultado positivo cuando era glucosa el azlcar existente
en el medio. Por el contrario, la cepa G7-XIV (aislada en la bodega Gordonzello S.A) asimild la
mayoria de las fuentes de carbono que se incluyen como sustrato.
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Este estudio, debido a la diversidad de fuentes de carbono que incluye, podria tener
interés de cara a una posible aplicacion industrial de las levaduras diferente a la vinificacion.
Si se detectara que una levadura es capaz de asimilar una fuente de carbono en cuestion,
generando algun subproducto de valor afadido, podria ser empleada adicionalmente para
este fin.

Tabla 4.15: Estudio de asimilacion de fuentes de carbono. Para cada cepa (izqda., ordenadas por bodegas) se indican
las fuentes de carbono ensayadas (kit comercial Api® 20C) que dieron resultado positivo en el ensayo de asimilacion.
Clave: GLU, D-Glucosa; MAL, D-Maltosa; SAC, D-Sacarosa; GAL, D-Galactosa; GLY, Glicerol; CEL, D-Celobiosa; LAC,

D-Lactosa; TRE, D-Trehalosa; MLZ, D-Melezitosa; RAF, D-Rafinosa; 2KG, 2-ceto-gluconato célcico. (“* indica no
fermentacién; “+” indica fermentacion).

FUENTES DE CARBONO
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4.3.3. Capacidad fermentativa (Método Rebelein)

El seguimiento del proceso fermentativo mediante la medida de los azlcares residuales
nos permitido construir unas curvas donde se representaba el porcentaje de azlcares
consumidos frente al tiempo empleado (ver apartado 3.10.3). Esa curva se ajusta
matematicamente (mediante la ecuacion de Gompertz Reparametrizada), obteniendo tres
parametros que nos describiran el comportamiento de cada una de las levaduras: A’ (asintota
superior) nos indica el porcentaje maximo de azlcares consumido, m’ (pendiente maxima)
nos dara informacion acerca de la velocidad maxima de fermentacion, y I’ (tiempo de
latencia) indica el tiempo que tarda en arrancar el proceso fermentativo.
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Los resultados de este estudio se presentan en la tabla 4.16. Como se puede observar los
valores del porcentaje de azlcares consumidos son muy cercanos al valor maximo (incluso
algunos superan el 100 %, debido a que estos valores provienen del ajuste matematico de
valores experimentales), no aportando gran informacion sobre el comportamiento de la
levadura en cuestion. En cuanto al tiempo de latencia (I’), se observa una mayor variabilidad,
pero no es un dato concluyente. Se podria descartar, atendiendo a este parametro, aquella
cepa que presentara un valor elevado: una cepa empleada como iniciadora de fermentacion
que presentara este comportamiento podria tener dificultad para imponerse sobre la
poblacion autoctona de la bodega y por tanto no ser la encargada de dirigir el proceso.

El parametro que nos proporciona mayor informacion sobre el comportamiento de la
levadura sera la pendiente maxima de la curva obtenida (m’): a mayor pendiente mayor
capacidad fermentativa. Destacar las cepas G7-XIV (aislada en la bodega Gordonzello S.A.),
C9-1 (aislada en la bodega Pedro Casis) y la C9-ll (aislada en cuatro de las cinco bodegas
estudiadas, ver figura 4.30) que presentaron los valores mas elevados, siendo las Unicas
capaces de superar la barrera de los 4 gramos por litro y por hora (negrita). De entre estas
Ultimas cabe destacar la cepa C9-l cuyo valor super6 en gran medida al resto, poniendo de
manifiesto su gran capacidad fermentativa.

Tabla 4.16: Estudio de la capacidad fermentativa (Método Rebelein). Se muestran, para
cada cepa, los valores obtenidos del ajuste matematico (Ec. Gompertz Rep.) de las curvas
experimentales obtenidas. Aparecen resaltados en negrita los valores mas elevados de
m’, mientras que en cursiva se indica, para cada bodega, el mayor valor obtenido.

Bodega Cepa A m (g/lh) I (h)
G5-1l 99,433 3,868 21,178
G5-1 99,442 2,664 20,376
G6-V 100,768 3,226 22,069
G7 -1 98,922 3,483 21,687
G7 -1l 99,114 2,737 15,978
Gordonzello S.A. G7 - XIV 100,075 4,272 16,931
P5-1 99,565 2,996 16,004
P7 -1 100,253 3,224 17,356
P7 -1l 99,984 3,138 19,540
P7 -1 100,995 3,016 16,401
P7 - VI 99,621 3,654 15,804
P7 - IX 99,948 3,282 16,676
Cooperativa de los Oteros P7 - Xl 100,557 3,369 23,424
C8 - Vi 97,496 3,640 23,690
Co-1 97,917 5,508 23,178
co -l 97,935 4,798 19,466
Co - Vi 97,894 3,763 18,826
C9-1IX 98,580 3,681 19,803
Bodegas Pedro Casis C9-X 99,658 3,100 22,839
R6 - | 95,143 2,947 14,320
R7 -1 94,918 3,438 16,149
R7 -1l 95,454 2,934 17,689
R7 -Vl 95,485 3,175 14,926
R8 -1l 96,039 3,894 19,234
Cooperativa. Vinicola Ribera del Cea R8 - VI 95,108 3,308 16,520
Vé -l 101,116 3,001 11,078
V7 -li 100,444 3,814 12,981
V8 -l 100,792 2,843 11,456
V8 - XV 99,773 3,619 15,610
Vinicola Valmadrigal V8 - XVII 99,292 3,995 14,071
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4.3.4. Tolerancia al etanol

Segln se ha descrito en el apartado 3.10.4 se procedi6 a estimar la tolerancia al etanol
de las levaduras seleccionadas. La estimacion de la capacidad de soportar etanol se hara en
relacion al modelo propuesto por Lambert y Pearson (2000) a través de dos parametros: MIC
(concentracion minima inhibitoria) y NIC (concentracion no inhibitoria), siguiendo la
metodologia propuesta por Arroyo-Lopez et al. (2010). Valores de etanol superiores al MIC
impiden el crecimiento de la levadura, mientras que las concentraciones de etanol
comprendidas entre el NIC y el MIC no reprimen su crecimiento aunque su desarrollo se ve
afectado. Por debajo del NIC, el etanol no interfiere en el normal desarrollo de la levadura
(figura 3.4).

En la tabla 4.17 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las levaduras
sometidas a dicho ensayo. Se indican tanto los valores del MIC como del NIC.

Tabla 4.17: Estudio de la tolerancia al etanol sobre las cepas seleccionadas. Para cada cepa (izquierda) se indican los
valores de MIC (concentracién minima inhibitoria) y NIC (concentracién no inhibitoria) tanto en g/L como en porcentaje
de volumen (% vol.). Los valores acompafiados con letras diferentes (minlUsculas para el MIC y mayusculas para el
NIC) son significativamente diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos a partir de un analisis ANOVA (P < 0,05).

Bodega Cepa MIC (g/L) MIC (% vol ) NIC (g/L) NIC (% vol.)
G5-1l 118,06 efohi 15,10 efohi 76,03 feHl 9,72 foH!
G5-11 101,24 bedefgh 12,95 bedefgh 81,96 M 10,48 H
G6-V 122,14 ohi 15,62 o 65,79 COEFC 8,41 CoEFe
G7 -1 102,52 cdefghi 13,11 cdefghi 77,39 ¢H 9,90 cH
G7 -1 107,59 delghi 13,76 defahi 70,18 bEFe 8,97 DEFG
Gordonzello S.A. G7 - XIV 121,62 hi 15,55 hi 63,96 CDEF 8,18 CDEF
P5 -1 123,821 15,83 1 71,30 DEFGH 9,12 DEFGH
P7 -1 104,67 delghi 13,38 defohi 76,44 ¢t 9,77 ¢t
P7 - I 100,39 cefati 12,84 cdelgh 77,19 cH 9,87 CHi
P7 -1 115,66 defohi 14,79 defghi 69,02 feH 8,83 feH
P7 - VI 121,31 eahi 15,51 <t 70,32 EFcH 8,99 EFcH
P7 - IX 125,42 dhi 16,04 9hi 69,92 feH 8,94 feH
Coop. de los Oteros P7 - Xl 121,03 efghi 15,48 efahi 71,67 f6H 9,17 feH
C8 - Vi 85,40 ab¢ 10,92 obe 64,63 CPEFG 8,27 CPEFG
C9 - 98,29 abcdef ]2’57 abcdef 70[07 DEFG 8,96 DEFG
Co-li 102,45 cdelh 13,10 cdeloh 62,72 BCDE 8,02 BCDE
C9 -Vl 108,10 defghi 13,82 defohi 60,94 8P 7,79 BP
C9-1IX 80,78 ¢ 10,33 % 57,44 B¢ 7,35 B¢
Bodegas Pedro Casis C9-X 81,56 ¢ 10,43 @ 42,42 4 5,42 A
R6 -1 99,60 bedef 12,74 bedef 54,23 8 6,938
R7 -1 100,25 bedefy 12,82 bedefg 54,34 8 6,95 &
R7 -1l 105,16 cdefghi 13,45 cdefghi 61,27 8P 7,83 B
R7 -Vl 125,41 fehi 16,04 fdhi 83,10 10,63
R8 -1l 121,71 i 15,56 hi 77,16 fet 9,87 foH
Coop. Vin. Ribera Cea R8 - VI 122,01 hi 15,60 hi 86,08 ! 11,011
Vé - i 101,71 bedefgh 13,07 bedefgh 81,79 H 10,46 H
V7 -1l 120,22 delghi 15,37 defghi 63,88 DEFGH 8,17 DEFGH
V8 -lll 114,31 efohi 14,62 efohi 68,67 CPEFG 8,78 CDEFG
V8 - XV 94,53 abed 12,09 abed 65,34 PEFG 8,36 DEFG
Vinicola Valmadrigal V8 - XVII 97,84 abede 12,51 abede 66,09 CPEFG 8,45 CDEFG

Mediante observacion directa de los datos mostrados en la tabla 4.17 resulta complicado
realizar un analisis del comportamiento de la levadura en entornos con etanol. Sin embargo si
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representamos los datos experimentales para cada una de las cepas en un diagrama de
barras, donde sus extremos sean los valores NIC y MIC, el intervalo de concentraciones de
etanol donde el normal desarrollo de la levadura se ve afectado quedara perfectamente
identificado, facilitadandose de esta manera enormemente el analisis y comparacion de los
resultados obtenidos (figura 4.35).

V8- XVl [
ve-xv [
ve-ii [
v7-i [
V6 -1l [
R8 - VI
R8-1II [
R7-VIl [
R7-1 [
R7-1[
R6-1[
co-X [
Cc9-IX [
co-vi |
co-I[
co-1[
cs-vi |
P7-XIl [
P7-IX [
P7-vi [
P71 [
P71 [

Cepas

5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 16,00
Etanol (% vol.)

Figura 4.35: Representacion grafica de la tolerancia al etanol de las cepas seleccionadas. Se representa en forma de
barra el intervalo de concentraciones de etanol donde se produce una alteraciéon en el desarrollo de la levadura
(inhibicion en el crecimiento). El extremo izquierdo de cada barra corresponde al valor experimental del NIC, mientras
que el derecho al valor MIC.

Analizando los datos obtenidos, desde la tabla o desde el grafico, vemos que existen
comportamientos muy dispares. En un extremo estaria la cepa C9-X (bodega Pedro Casis) que
resultd ser poco alcohol-tolerante (MIC de 10,43 % vol.), ademas de presentar un amplio
intervalo de concentraciones de etanol que afectarian a su normal desarrollo. En el lado
opuesto nos encontramos las cepas P5-1, P7-IX y R7-VIlI con una aparente gran tolerancia al
etanol (valores MIC cercanos a 16 % vol.) aunque, al igual que en el caso anterior, muestran
un amplio rango de concentraciones donde su crecimiento se veria afectado. Entre ambos
ejemplos existen gran cantidad de comportamientos intermedios.

Para algunas cepas se observan valores del MIC cercanos al 16 % vol., que nos aseguran su
gran adaptacion a medios donde el etanol se encuentra en alta proporcion. Quizas no sea tan
importante la maxima concentracion tolerable por una cepa en cuestion, sino que el intervalo
donde se ve afectado su normal desarrollo sea lo menor posible. Hay que recordar que en el
diseno de este experimento la levadura es inoculada en un medio que previamente contiene
etanol, debiendo desarrollarse en éste. En una fermentacion, el etanol es producido por la
propia levadura y por tanto existira una adaptacion progresiva. Asi, es conocida la capacidad
de las levaduras para responder de modo gradual al estrés causado por el etanol, aumentando
progresivamente su tolerancia. Son varios los autores que indican que la composicion del
medio (aminoacidos, lipidos, etc.) puede contribuir a la resistencia de las levaduras al etanol
(Ding et al., 2009).

Algo que nos parecio llamativo fueron los altos niveles soportados por algunas cepas en
relacion al resto. Se considero la posibilidad de que estas fueran capaces de respirar el etanol
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del medio, aunque por observacion de las curvas de crecimiento no se pudo determinar esta
posibilidad (crecimiento dialxico). Como se ha indicado (apartado 1.5.4) S. cerevisiae
presenta una mejor adaptacion a los entornos con etanol por la adquisicion de una nueva y
modificada enzima, Adh2 (tras un proceso de duplicacion que data de hace unos 80 millones
de afos), que presenta gran afinidad por el etanol y puede producir su respiracion (Piskur et
al. 2006; Thomson et al. 2005).

Este experimento también nos aporta una idea acerca del comportamiento de la levadura
en fermentacion. Las diferencias encontradas, dentro de cepas pertenecientes a la misma
especie (S. cerevisiae) abren la posibilidad de emplear distintas cepas para obtener vinos con
diferentes graduaciones alcohdlicas, en un momento en el que la tendencia del mercado
actual va en la direccion de los vinos con una menor graduacion alcohdlica.

4.3.5. Crecimiento a bajas temperaturas

Este estudid nos permitié predecir el comportamiento de las cepas seleccionadas en
condiciones de baja temperatura. Este aspecto es de gran interés ya que los vinos elaborados
a bajas temperaturas presentan unos perfiles aromaticos mas intensos y con mayor
complejidad, hecho especialmente interesante para la DO <«Tierra de Ledn» cuyas bodegas
tienen una amplia tradicion en la elaboracion de vinos rosados muy aromaticos.

Siguiendo el disenor experimental indicado en el apartado 3.10.5 se obtuvieron las curvas
de crecimiento (por triplicado) de cada una de las cepas. Tras la normalizacion de las curvas
(figura 3.6) se procedid a su ajuste matematico (ecuacion de Gompertz Repam.). De este
ajuste se obtuvieron varios parametros, aunque Unicamente la pendiente maxima (m’’) de la
curva nos sirvié para discriminar entre las diferentes cepas. En la tabla 4.18 aparecen los
resultados obtenidos en este estudio. El valor medio del parametro m’’ para todas las cepas
analizadas es de 0,128 h', de manera que aquellas cepas que mostraron unos valores
superiores a dicho valor medio estaran mejor adaptadas para un crecimiento a bajas
temperaturas.

Como se deduce de la tabla 4.18 se detectaron diferencias notables en el crecimiento,
hasta el punto que el mayor de m’’ obtenido (R8-VI, bodega Coop. Vin. Ribera del Cea) es
mas del doble del mas pequefo detectado (P7-XIl, bodega Coop. de los Oteros). En la bodega
Gordonzello S.A. destacaba la cepa G7-XIV frente al resto (m’’ = 0,161 h™") ya que ademas
presenta una gran tolerancia al etanol en el medio (tabla 4.17 y figura 4.18). En la bodega
Coop. de los Oteros el comportamiento de las cepas es muy parecido, salvo la cepa P7-XIl ya
indicada. En la bodega Pedro Casis destaca la gran adaptacion a las bajas temperaturas de la
cepa C9-1 (m’’ = 0,131 h™") en relacion al resto de levaduras aisladas en la citada bodega. En
la bodega Coop. Vin. Ribera del Cea destacaba la cepa R8-VI, resultando, como se ha
indicado, la cepa mejor adaptada a entornos de baja temperatura (valor de m’’ de 0,179 h™).
Los resultados obtenidos con todas las cepas aisladas de la bodega Vinicola Valmadrigal
resultan llamativos por su proximidad, ademas de presentar unos valores muy aceptables y
superiores a la media.
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Tabla 4.18: Estudio de crecimiento de las cepas seleccionadas a bajas
temperaturas. Se indica para cada una de las cepas (centro), seleccionadas en
las diferentes bodegas (izqda.), los valores de la pendiente maxima de las curvas
normalizadas (dcha.). Para cada bodega se indica en cursiva, la cepa que mostré
una mejor adaptacién. Los valores acompafiados con letras diferentes son
significativamente diferentes de acuerdos a los resultados obtenidos a partir de un

andlisis ANOVA (P < 0,05).

Bodega Cepa Pendiente méxima, m’” (h)
G5-1I 0,082 «
G5-1l 0,145 km
G6-V 0,107 <«
G7 -1 0,152 'mn
G7-1i 0,139 i
Gordonzello S.A. G7 - XIV 0,161
P5 - | 0,113 <%
P7 -1 0,107 <
P7 -1l 0,124 ©lsh
P7 -1 0,105 ¢
P7 - Vi 0,124 ©fsh
P7 - IX 0,123 s
Cooperativa de los Oteros P7 - Xl 0,074 °
c8- Vi 0,121
C9-1 0,133 dhi
Co -1l 0,118 %
co-vi 0,115 «f
C9-IX 0,126 foh
Bodegas Pedro Casis C9-X 0,093 ¢
R6 - | 0,145 km
R7 -1 0,156 ™
R7 -1l 0,122 <6
R7 - VIl 0,145 Hm
R8 - lI 0,136 ik
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea | R8 - VI 0,174 °
V6 -1I 0,138
V7 - 0,139 i
V8 -ll 0,142 M
V8 - XV 0,135 Hhik
Vinicola Valmadrigal V8 - XVII 0,137 i

4.3.6. Estudio del caracter “killer”

El caracter “killer” de las cepas seleccionadas se analizo tal como se indica en el
apartado 3.10.6. Por una parte, se estudié su capacidad de producir diferentes toxinas
capaces de “matar” a las levaduras que presenten sensibilidad a éstas; por otro, si alguna de
las cepas seleccionadas presentaba sensibilidad a ciertas toxinas (se han estudiado las toxina
K1, K2, K28 y Klus). Esto se hizo mediante dos disefios experimentales direrentes, aunque
complementarios entre si: ensayos en placa y mediante el estudio del material genético

asociado al caracter “killer”.

Ya que uno de los principales objetivos del presente trabajo seria el posible uso industrial
de alguna de las cepas aisladas y caracterizadas como iniciadores de fermentacion, dichas
cepas deben de cumplir, en relacion al caracter “killer”, al menos una de las siguientes

caracteristicas:
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- Presentar caracter Kkiller: asegura la imposicion sobre cepas que presenten
sensibilidad a dicha toxina.

- No resultar sensible a ninguna de las toxinas descritas: por tanto no sucumbiran
ante ninguna cepa autoctona por este motivo.

4.3.6.1. Ensayo en placa del caracter “killer”

El caracter “killer” de las cepas seleccionadas se estudié respecto a dos cepas sensibles
(Ko): la cepa 5X47 y la cepa EX33 (libre de particulas de ARN de origen virico). Para estudiar
la posible sensibilidad de nuestras cepas se emplearon las siguientes cepas: 1101 (productora
de la toxina K1); EX73 (productora de la toxina K2) y EX198 (productora de la toxina Klus);
E182 (productora de la toxina K28). Recordar que entre las anteriores toxinas “killer”, la
toxina K2 es la que juega un papel mas importante en vinificacion.

Los resultados obtenidos segun la metodologia descrita en el apartado 3.10.6.1 se indican
en la tabla 4.19, proporcionandonos informacion acerca de la adecuacion de las diferentes
cepas para ser usadas en procesos fermentativos.

De las 30 cepas ensayadas Unicamente 13 resultaron interesantes de acuerdo a su
caracter “killer”. Seran aquellas que presenten un caracter matador (concretamente K2), o
bien, no presentando caracter matador, no presenten sensibilidad respecto a las cepas
matadoras estudiadas (productoras de las toxinas K1, K2, K28 y Klus).

Si nos centramos en el conjunto de 13 cepas con un comportamiento adecuado (fenotipo
K2 o no sensible), se observan dos grupos bien diferenciados. Por un lado, el grupo
mayoritario incluiria 11 cepas que presentan capacidad matadora y a su vez son sensibles a la
toxina K1. Las cepas productoras de toxinas K1 y K2 se matan mutuamente, por tanto queda
claro el caracter killer K2 de éstas. En el otro grupo estarian las cepas G7-lll (bodega
Gordonzello S.A.) y P5-1 (bodega Coop. de los Oteros) que no presentan caracter “killer” pero
resultan insensibles a cualquiera de las toxinas ensayadas. Por tanto estariamos frente a dos
cepas no sensibles.

Las cepas no recomendadas, de acuerdo a estos resultados, presentan dos tipos de
comportamiento. En un grupo se encuentran las cepas sensibles (a la toxinas K1 y K2
principalmente), que no poseen “killer”. En otro se encuentran las cepas que resultaron ser
multisensibles a todas las toxinas ensayadas. Por tanto, estas cepas no se podrian emplear, a
priori, como iniciadores de fermentacion, ya que existiria el riesgo de imposicion no deseada
de alguna cepa autdctona con caracter Kkiller.

Indicar que los resultados negativos obtenidos, en la mayoria de los casos, para las cepas
productoras de las toxinas K28 y Klus pueden ser debidas a las condiciones experimentales.
Estas iban encaminadas a discernir el caracter “killer” en relacion a las dos toxinas con mayor
importancia, K1 y K2 (predominante en vinos).

En la figura 4.36 se muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos en los
ensayos en placa para la bodega Cooperativa de los Oteros. En las cepas aisladas y
caracterizadas en dicha bodega se obtuvieron todos los comportamientos resefados
anteriormente.



Tabla 4.19: Analisis del caracter “killer” de las cepas seleccionadas. Se indica para cada una de las cepas selecionadas (izqda.) el resultado de los ensayos en placa para determinar su caracter killer. Se estudi6 su
capacidad “killer” realizando estrias sobre placas que tenian incorporadas células sensibles. La sensibilidad “killer” se determiné mediante la realizaciéon de estrias en placas donde las células incorporadas eran
aquellas a ensayar. Se indica el resultado global del estudio, asi como su viabilidad en los procesos de vinificacion.

Capacidad “killer” Sensibilidad “killer”
Cepa incorporada en placa Estria realizada con cepa
Bodega Cepa 5X47 (Ko)  EX33(Kj) | 1101 (K1) EX73 (K2) F182 (K28) EX198 (Klus) RESULTADO Adecuada
G5-1 NO NO Sl S NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
G5 -1l S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
Gé6-V NO NO S S NO NO Cepa sensible K1y K2. NO
G7 -1 S| Sl | NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. SI
G7-1 NO NO NO NO NO NO* Cepa no sensible. Sl
Gordonzello S.A. G7 - XV Sl S Sl NO NO NO* Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
P5 -1 NO NO NO NO NO NO Cepa no sensible. SI
P7 -1 NO NO Sl S SI* NO* Cepa multisensible. No recomendada. Mayor halo en césped K2. NO
P7 -1l NO NO Sl S NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
P7 - 1lI NO NO S| S| NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
P7 - VI S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
P7 - IX NO NO S S NO NO Cepa sensible K1y K2. NO
Coop. de los Oteros P7 - Xl NO NO S| Sl Sl Sl Cepa multisensible. No recomendada. Mayor halo en césped K2. NO
cs8- Vil NO NO Sl Sl NO NO* Cepa sensible K1, K2 y posiblemente Klus. NO
C9-1 S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y en sensible a K1. Cepa K2. Sl
Co-li S S| S S NO NO Presenta cardcter killer, aunque es sensible a K1 y K2. NO
Co-Vi NO NO S| S| NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
C9-1IX S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
Bodegas Pedro Casis C9-X S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
R6 -1 NO NO S| Sl NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
R7 -1 NO NO S| S| NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
R7 -1l NO NO N S NO NO Cepa sensible K1y K2. NO
R7 - Vil NO NO S| Sl NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
R8 -l NO NO S S NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
Coop. Vin. Ribera Cea  R8- VI NO NO S S NO NO Cepa sensible K1y K2. NO
V6 -l Sl S S NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Si
V7 -1l Sl S| Sl NO NO NO Presenta carécter killer y es sensible a K1. Es cepa K2. SI
V8 -l NO NO S| S| NO NO Cepa sensible K1 y K2. NO
V8 - XV S| S| S NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl
Vinicola Valmadrigal V8 - XVII S| S| S| NO NO NO Presenta cardcter killer y es sensible a K1. Cepa K2. Sl

" Se obtuvieron unos halos muy ligeros en relacién al resto.
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B 1101 (K1)

P7-XIl

EX73 (K2) F182 (K28)

P7-IX

EX198 (Klus)
Césped: 5X47 (K,) Césped: P7 - VI
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Figura 4.36: Estudio del caracter “killer” en placa de cepas aisladas de la bodega Cooperativa de los Oteros. En todas
las imagenes se indica la cepa incorporada en el medio (bajo la imagen de la placa), asi como las cepas con la que se
han realizado las diferentes estrias (junto a cada estria). En A se realizan estrias con todas las cepas seleccionadas en
esta bodega, sobre un medio que contiene la cepa sensible 5X47. Se observa como Unicamente la cepa P7 - VI tiene
capacidad “killer” por la aparicién del halo de inhibicion alrededor de su estria (se obtiene el mismo resultado cuando en
el medio se incorpora la cepa sensible EX33). En B se muestra como la cepa P7 - VI (incorporada en el medio sélido)
resulté sensible a la cepa K1. Con todo esto queda demostrada su capacida “killer” por produccién de la toxina K2. La
cepa P5 - | no presenta caracter “killer” (ver A) ni caracter sensible por la ausencia de halos alrededor de las estrias con
las diferentes cepas de referencia, siendo por tando una cepa no sensible (C). Las cepas P7 - IXy P7 - | no presentan
caracter “killer” (ver A). Sin embargo la primera de ellas es sensible a las toxinas K1 y K2 (D). La cepa P7 - | presenta
sensibilidad a todas las toxinas ensayadas (mayor para K1 y K2), siendo por tanto una cepa multi-sensible (E).

4.3.6.1. Andlisis del material genético asociado al caracter “killer”

Adicionalmente al estudio anterior se realizd un estudio para conocer la naturaleza del
material genético asociado al caracter “killer”. Se sabe que que estas toxinas, de naturaleza
proteica, son codificadas por moléculas de ARN doble cadena (satélites M). Para el
mantenimiento, duplicacion y encapsidacion de los citados satélites se precisa de una
coinfeccion virica (molécula L-A, también de doble cadena de ARN) (Marquina et al., 2002).
Los tamanos descritos para estas moléculas de ARN van de 1,5 - 2,3 kb para los satélites M, en
funcion de la toxina que codifiquen. En el caso de la molécula L-A su tamafo estimado
asciende a 4,6 kb (Magliani et al. 1997; Rodriguez-Cousino et al. 2011).

Previo al analisis de las cepas seleccionadas se procedid a realizar una comprobacion de
las cepas control empleadas cuya produccion de toxinas o sensibilidad se conoce. Esto nos
facilitd el analisis de los resultados obtenidos para nuestras cepas, siendo posible una
comparacion directa de los resultados. Para tal fin, se procedié tal como se indica en el
apartado 3.10.6.2.

En la figura 4.37 se muestran los resultados obtenidos para las seis cepas control
empleadas en los ensayos en placa (cuatro con caracter “killer” y dos con caracter sensible).
En todos los casos se trataron las muestras con ADNsa para facilitar la observacion de las
bandas de ARN. Se observa, salvo en la cepa EX33 (libre de particulas viricas), la molécula L-A
con un tamano cercano a las 5 kb. La cepa EX73 (K2) presenta un satélite M2 de unas 1,8 kb.
La cepa 1101 tiene su correspondiente molécula M1 con un tamafo cercano a las 2,0 kb. Por
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su parte la cepa F182 presenta un satélite M28 con un tamafo aproximado de 2,2 kb. El
tamanio del satélite Mlus (cepa EX198) es el de mayor tamaio, con unas 2,6 kb.
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Una vez realizada la comprobacion de las cepas control procedimos a realizar el estudio
de las cepas seleccionadas en bodega. En la bodega Gordonzello S.A. se confirmé el resultado
obtenido en placa: las cepas G5-lll, G7-1 y G7-XIV presentaban el satélite M2 (1,8 kb
aproximadamente) junto con la molécula L-A (de un tamaifo cercano a las 5 kb). Ambas
confieren a estas cepas el caracter K2. En el resto de cepas estudiadas no se observé ningln
satélite como era de esperar.

En el caso de la bodega Cooperativa de los Oteros se repite lo indicado anteriormente ya
que Unicamente la cepa P6-VI (presentaba caracter “killer” en el ensayo en placa) presenta el
satélite M2 junto con la molécula L-A (figura 4.38 A).

En la bodega Cooperativa Ribera del Cea se obtuvo un resultado llamativo. Dos cepas, R6-
| y R7-VII presentaban un supuesto satélite de ARN de doble cadena (cercano a las 2 kb) junto
con la molécula L-A (figura 4.38 B). Sin embargo en los ensayos en placa no mostraban
caracter “killer” respecto a las cepas sensibles control (ver tabla 4.19), de hecho resultaron
ser cepas sensibles a las toxinas K1 y K2. Ya que el tamaio de las moléculas de ARN no
coincide con ninguno de los descritos anteriormente y tampoco presentan el caracter en placa
se podria pensar que dichas moléculas no codifican proteina alguna, o bien que por algin
motivo la proteina sintetizada es inactiva. No se considero necesario estudiar en profundidad
este comportamiento debido a que la sensibilidad presentada por estas cepas no hace
recomendable su uso como iniciador comercial.

Las cepas analizadas correspondientes a la bodega Vinicola Valmadrigal confirmaron el
resultado obtenido en los ensayos en placa: las cepas Vé6-Il, V7-lll, V8-XV y V8-XVII
presentaban caracter K2, si atendemos al tamano de los satélites de ARN, aunque existen
ligeras variaciones de tamano entre ellos (figura 4.38).

En la bodega Pedro Casis se confirmo, al igual que en los ensayos en placa, que las cepas
C9-1, C9-IX y C9-X presentaban caracter K2 si atendemos al tamafo que presentan los satélites
de ARN. Resulta llamativo el resultado obtenido para la cepa C9-1l, ya que presenta caracter
“Killer” y a su vez es sensible a las toxinas K1 y K2 (ver tabla 4.19). En el estudio del material
genético asociado a dicho caracter se comprobé como se observaba la molécula L-A, mientras
que no se observaba ningun tipo de satélite de ARN. Es posible que el método de extraccion
de acidos nucleicos empleados degradara dicha molécula. El comportamiento de esta cepa
quizas deba ser estudiado con mayor profundidad, aunque se escapa de la finalidad del
presente trabajo.
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Figura 4.38: Resultado del andlisis del material genético asociado al factor “killer” en las cepas
seleccionadas aisladas en las diferentes bodegas. En A se muestran los resultados para la bodega
Gordonzello S.A. y Cooperativa Pajares de los Oteros. En B se muestran los resultados obtenidos para las
bodegas Cooperativa Vinicola Ribera del Cea, Vinicola Valmadrigal y Pedro Casis. A la derecha de las
imagenes se muestra la posiciéon de las moléculas de ARN de doble cadena. M es el marcador de peso
molecular escalera de 1 kb (Generuler™). A la izquierda de la imagen se indica el tamafio (pb).
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4.3.7. Microfermentaciones con levaduras seleccionadas

Con el objetivo de comprobar el comportamiento real de nuestras cepas durante un
proceso fermentativo se realizaron por duplicado una serie de microfermentaciones donde
actuaban como iniciadores de fermentacion. Para ello mosto natural estéril (esterilizacion en
frio) se inoculd, en cada caso, con la correspondiente levadura, tal como se indica en el
apartado 3.10.7.3. El control de las fermentaciones se llevaba a cabo por seguimiento del
peso perdido de cada una de las botellas, siendo esta pérdida directamente proporcional al
avance de la fermentacion (ver apartado 3.10.7.4). De hecho la representacion de la masa
perdida acumulada respecto al tiempo de fermentacion nos permitié conocer el diferente
comportamiento de las cepas tras una rapida observacion de las curvas obtenidas.

Finalizadas la microfermentaciones se procedio al analisis mediante HPLC de los
parametros basicos de los vinos obtenidos (ver apartado 3.10.7.5), determinandose las
concentraciones de azlcares residuales (glucosa y fructosa), glicerol, etanol y acido acético.
Estos datos nos permitieron, por un lado, valorar la calidad de los vinos finales y, por otro,
normalizar las curvas de fermentacion anteriormente mencionadas (ver apartado 3.10.7.6).
Dichas curvas, tras su ajuste matematico, quedaron definidas por una serie de parametros
que fueron sometidos a comparacion con el fin de determinar los diferentes comportamientos
observados en el proceso fermentativo.

En la tabla 4.21 aparecen los resultados obtenidos del analisis de los vinos. Mediante una
observacion directa de los resultados se observa que existen dos grupos bien diferenciados. En
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uno de ellos (vinos obtenidos con las cepas correspondientes a Gordonzello S.A. y Cooperativa
de los Oteros) los vinos obtenidos destacaban por poseer una cierta cantidad de azlcares
residuales, asi como un elevado porcentaje de acido acético. El otro grupo (resto de
microvinificaciones) se caracterizd por obtener vinos con bajos contenidos en azlcares
residuales y unos niveles de acido acético mas moderados. Esto resultaria extremadamente
llamativo si no fuera porque los dos grupos indicados fueron obtenidos a partir de dos lotes
diferentes de mosto, procedentes de cosechas diferentes. La mayor concentracion de
azlcares en el mosto del lote 1 (empleado para las bodegas Gordonzello S.A. y Cooperativa
de los Oteros) respecto al lote 2 (empleado en el resto de bodegas) (ver tabla 4.21) puede
justificar las diferencias encontradas. Los vinos producidos con el lote 1 alcanzan un mayor
grado alcoholico (porcertantes de etanol entre 13,80 - 16,61), dejando ademas azlcares sin
fermentar. Esto Ultimo pone de manifiesto la imposibilidad de las levaduras para fermentar el
total de azlcares. Los valores de glicerol son ligeramente superiores en los vinos elaborados
con el primer lote de mosto, aunque no destacan de forma llamativa sobre los vinos obtenidos
con el segundo lote de mosto. Con el acético ocurre lo contratrio a lo indicado
anteriormente, exiten diferencias (cercanas al doble en algunos casos) entre los diferentes
lotes, aunque dentro de cada lote se observa gran variabilidad (debido al metabolismo de la
propia levadura empleada en cada caso). Las grandes diferencias encontradas inicialmente
pudieron ser debidas a la existencia de acido acético en el lote 1 de mosto previo al inicio de
la fermentacion, provocado con casi toda seguridad por el mayor periodo de almacenamiento
hata su uso (en relacion al lote 2). Por tanto en los vinos elaborados con mosto del lote 1
(cepas aisladas de Bodega Gordonzello S.A. y Cooperativa de los Oteros) se estimara la
concentracion de acido acético final por diferencia entre la cantidad detectada en el analisis
y la existente en el mosto precursor.

Debido al empleo de dos lotes de mosto no es posible una comparacion conjunta de
resultados. Por tanto, se analizaron por separado los resultados obtenidos con un mismo lote
de mosto, aunque dentro de cada grupo si fue posible una comparacion directa.

En la bodega Gordonzello S.A. destaco la cepa G5-1l por producir vinos con bajo
contenido (en relacion al resto) de azlcares residuales, aunque su alto contenido en acido
acético (1248 mg/L) disminuye la calidad del producto final. Sin embargo, la cepa G7-XIV, la
siguiente en menor cantidad de azlcares residuales, generaban unos niveles de acético
aceptables (488 mg/L) en relacion al resto de vinos obtenidos con ese lote de mosto. En la
bodega Cooperativa de los Oteros destacan los vinos producidos con las cepas P7-1, P7-Xll y
P7-VI por los bajos contenidos de azlcares finales. Si bien, Unicamente la Gltima cepa era
capaz de mantener los niveles de acético (537 mg/L) en unos rangos aceptables. Ademas, la
cepa P7-VI produce un vino con mayor grado alcoholico (16,61 % vol.) comparado con los otros
vinos. La cepa P7-XIl destaco por la produccion de vinos con altos niveles de glicerol (9,28
g/L).

En la bodega Pedro Casis destacan las cepas C9-1 y C9-ll, siendo ambas capaces de
generar vinos con un bajo contenido en azucares residuales, un elevado contenido en glicerol
y unos niveles ajustados de acido acético. Un resultado similar se obtiene en la bodega
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea para la cepa R8-VI. En la bodega Vinicola Valmadrigal,
destacan las cepas V7-lll y V8-XVIl que son capaces de producir vinos de acuerdo a las
premisas indicadas, manteniendo un buen nivel de glicerol y una ajustada concentracion de
acético.

En la tabla 4.20 se muestran los parametros que definen las curvas de fermentacion
obtenidas experimentalmente (ver apartado 3.10.7.6). De todos ellos el mas importante es la
pendiente maxima (m) que sera indicativa de la maxima velocidad de fermentacion durante



140 Resultados y Andlisis

el proceso. Ademas podremos estimar el porcentaje fermentado (A, asintota horizontal) y el
tiempo de latencia (l) o tiempo necesario para que se incie el proceso de fermentacion.

Los datos confirman lo indicado anteriormente: se observaban diferentes
comportamientos en funcion del lote de mosto empleado en la elaboracion de los vinos. Si nos
fijamos en el porcentaje fermentado (A) se observa claramente que los vinos elaborados con
el primer lote de mosto (cepas de las bodegas Gordonzello S.A. y Cooperativa de los Oteros)
presentaban valores mas bajos (dejaban mas azlcares residuales) respecto a los elaborados
con el lote 2. Si atendemos al tiempo necesario para que se iniciase el proceso de
fermentacion (1) vemos como los vinos fermentados con cepas aisladas de las tres ultimas
bodegas indicadas en la tabla (sus microfermentaciones se llevaron a cabo con el lote 2)
presentaban unos valores muy pequenos. Tan pequenos que en algunos casos se obtienen
valores negativos, por tratarse de un ajuste matematico que intenta explicar el resultado
experimental obtenido. Asumimos que en estos casos el proceso fermentativo comenzaba de
manera casi inmediata. Sin embargo, la velocidad maxima de fermentacion (m), nos informa
fehacientemente del comportamiento de la cepa en cuestion en la microfermentacion. De
hecho, se observaban valores muy dispares dentro de los dos grupos ya mencionados. Se
podria decir que este parametro nos permitira realizar una comparacion global entre las
cepas sin atender al lote de mosto con el que fueron elaborados.

4.3.8. Andlisis conjunto de las cepas de levadura analizadas

En vista de los resultados indicados en apartados anteriores se podria resaltar para cada
una de las bodegas estudiadas lo siguiente:

En la bodega Gordonzello S.A. destacaban las cepas G5-1l y G7-XIV. La primera produce
vinos relativamente secos (segin su valor de A y parametros enologicos, en tablas 4.20 y 4.21
respectivamente), pero tanto el elevado tiempo de latencia, la alta produccion de acido
acético y su caracter “killer” sensible hacen poco recomendable su utilizacion. Por el
contrario la cepa G7-XIV, aln dejando ciertos niveles de frutosa en el vino (lote 1 de mosto),
muestra buena capacidad fermentativa, bajos niveles de acético y alta tolerancia al etanol.
Todo esto unido a su fenotipo “killer” y gran capacidad de crecimiento a bajas temperaturas
la convierten a priori en la mejor cepa de esta bodega (entre las aisladas) para un posible uso
comercial.

En la bodega Cooperativa de los Oteros son varias las cepas que presentan un
comportamiento adecuado, aunque P7-VI destaca por mantener un equilibrio en las tres
variables: alto porcentaje fermentado, buena velocidad de fermentacion y un tiempo
relativamente corto en el inicio de fermentacion. Ademas tiene un fenotipo K2 y soporta altas
concentraciones de etanol superiores al 15 %.

En la bodega Pedro Casis destacan dos cepas sobre el resto, la cepa C9-1y la cepa C9-1I.
La primera, ademas, presentd la mayor velocidad de fermentacion del estudio (aunque no
significativamente diferente de otras cepas, ver tabla 4.20), tiene fenotipo “killer” K2 y una
tolerancia al etanol moderada, aunque adecuada para su uso en vinificacion. Esta cepa
parece cumplir con creces los requisitos de una buena inicidora de fermentacion.

En la bodega Cooperativa Ribera del Cea destacé la cepa R8 - VI ya que produjo un vino
relativamente seco, mediante una fermentacion con inicio rapido y a ritmo adecuado (de
acuerdo a los valores obtenidos de “l” y “m” respectivamente). Ademas muestra una alta tasa
de crecimiento a bajas temperaturas. Sin embargo se trata de una cepa con caracter “killer”
sensible.
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En la bodega Vinicola Valmadrigal no existieron grandes diferencias resenables acorde a
los resultados experimentales obtenidos. Las cepas V6-ll, V7-lll y V8-XVII presentan un
comportamiento adecuado, incluyendo un fenotipo K2 y una buena adaptacion a bajas
temperaturas. La primera y la Ulima de las indicadas producen vinos con bajas
concentraciones de azlcares residuales y altos niveles de glicerol (en relacion al resto de
cepas aisladas en esta bodega). Sin embargo la cepa V8-XVIl es capaz de mantener el acido
acético (855 mg/L) en niveles aceptables. La tasa de fermentacion de esta cepa,
curiosamente, es la mas baja de todas las estudiadas (tabla 4.20) lo que no le impide obtener
vinos relativamente secos y con unas propiedades adecuadas (contenido en glicerol, acético y
etanol).

Tabla 4.20: Resultado del ajuste matematico (Ec. Gompertz Rep.) de las curvas experimentales
obtenidas (tras su normalizado) en las microfermentaciones puras. El parametro A hace referencia
al maximo porcentaje fermentado, por tanto no tiene unidades. Para el resto de parametros se
indican las unidades (entre paréntesis). Los valores de “m” acompafiados con letras diferentes
son significativamente diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos a partir de un andlisis de
ANOVA (P < 0,05).

Bodega Cepa A m (g/L-dia) | (dias)
G5-1l 95,932 39,785 ikim 0,812
G5-1l 86,879 34,715 ©fghi 0,198
G6 -V 87,409 24,780 @ 0,750
G7 -1 88,433 35,447 efshi 0,234
G7 -1l 78,741 38,888 ik 0,352
Gordonzello S.A. G7 -XIV 89,876 35,402 efohi 0,106
P5 -1 88,285 31,206 < 0,062
P7 -1 96,715 37,344 dhikl 0,617
P7 -1l 96,234 29,467 b 0,461
P7 -1 91,336 33,341 cdfg 0,328
P7 - VI 96,422 39,686 im 0,245
P7 - IX 90,942 36,572 fhiik 0,298
Cooperativa de los Oteros P7 - Xl 95,371 36,877 dhik 0,717
C8 - VIl 93,786 32,188 cdef -0,015
Co-1 95,649 43,168 ™ 0,185
Co-1 96,641 41,319 /m 0,189
Co - Vil 94,019 33,984 ©fh -0,014
C9-IX 95,651 40,433 km 0,187
Bodegas Pedro Casis C9-X 94,613 35,192 efghi -0,019
R6 - | 95,987 33,713 dfo -0,040
R7 -1 95,763 33,776 ¢ 0,185
R7 -1l 97,160 32,014 < 0,147
R7 - VIl 96,919 33,022 cdefg 0,178
R8 -1l 97,205 33,239 <l 0,244
Cooperativa Vinicola Ribera del Cea R8 - VI 96,460 38,168 hikl 0,087
V6 - I 96,356 31,500 cde 0,016
V7 -1l 96,622 29,074 b -0,035
V8 -l 95,304 24,486 ° -0,362
V8 - XV 95,501 26,960 b -0,159
Vinicola Valmadrigal V8 - XVII 96,320 23,561 ¢ -0,331




Tabla 4.21: Resultado del andlisis mediante HPLC de los vinos obtenidos tras la microfermentaciones puras. Los valores mostrados son la media de las dos réplicas (microfermentaciones) por cepa.
Entre parénteis se indica la desviacién estandar (SD). Ademas se indica la composicién de los mostos empleados en obtencién de los vinos (dos lotes diferentes): los valores corresponden a la media
del andlisis realizado por tripiclado, indicandose entre paréntesis las SD obtenida.

Bodega Cepa Glucosa (g/L) Fructosa (g/L) Glicerol (g/L) Etanol (% vol.) Ac. acético (mg/L) Estimacion' ac. acético (mg/L)
G5-1I 0,96 (1,19)° 5.3 (4,9) 8,06 (0,56) 15,99 (0,82) 1845 (160) 1248
G5 -l 1,37 (1,45)" 24,1 (9,9) 6,94 (0,16) 14,68 (0,48) 1414 (58) 817
G6-V 3,3 (1,4) 17,13 (4,21) 7,623 (0,001) 15,05 (0,04) 1686 (15) 1089
G7-1 0,77 (0,82)° 22,06 (6,63) 7,16 (0,07) 15,46 (0,46) 1400 (85) 803
G7 -1l 4,9 (1,3) 39,58 (5,63) 6,67 (0,46) 13,02 (0,68) 1059 (184) 462
Gordonzello S.A. G7-XIV 0,82 (0,20) 19,77 (1,18) 6,35 (0,02) 15,18 (0,30) 1085 (110) 488
P5 - 0,56 (0,32) 19,4 (5,0) 7,58 (0,47) 15,53 (0,27) 2003 (129) 1406
P7 -1 0,04 (0,06) 4,57 (1,26) 6,98 (0,03) 15,88 (0,08) 1708 (75) 1111
p7 -l : 2,28 (0,44) 7,34 (0,01) 16,21 (0,15) 1740 (10) 1143
P7 - i 1,26 (0,71) 11,8 (2,3) 7,06 (0,44) 15,89 (0,05) 1194 (291) 597
P7 - VI : 4,14 (0,26) 7,36 (0,07) 16,61 (0,03) 1134 (355) 537
P7 - IX 1,10 (0,25) 14,00 (0,53) 6,49 (1,00) 13,8 (2,1) 1335 (273) 738
Coop. de los Oteros P7 - Xl 0,05 (0,06) 5,20 (0,99) 9,28 (0,34) 15,77 (0,43) 1911 (439) 1314
c8- Vil : 3,52 (0,63) 6,04 (0,28) 13,27 (0,02) 707 (166)
Co-1 : 2,789 (0,003) 5,93 (0,13) 13,50 (0,05) 825 (102)
Co-li - 2,61 (0,03) 6,27 (0,08) 13,67 (0,10) 780 (39)
C9- Vil : 3,52 (0,11) 5,68 (0,07) 13,54 (0,03) 822 (14)
C9-1IX - 2,69 (0,04) 5,96 (0,01) 13,66 (0,08) 1101 (78)
Bodegas Pedro Casis C9-X - 2,90 (0,06) 5,85 (0,01) 13,60 (0,01) 830 (38)
RG - | : 3,39 (0,06) 5,54 (0,01) 12,9 (1,0) 866 (6)
R7 -1 - 3,05 (0,09) 5,544 (0,005) 13,41 (0,20) 799 (84)
R7 - I : 2,48 (0,05) 5,52 (0,34) 12,90 (0,68) 928 (55)
R7 - VI : 2,62 (0,11) 5,86 (0,15) 13,51 (0,15) 995 (42)
RS -1l - 2,67 (0,05) 5,93 (0,11) 13,43 (0,05) 781 (88)
Coop. Vin. Ribera Cea R8 - VI - 2,74 (0,04) 5,71 (0,10) 13,40 (0,41) 716 (28)
VoI : 2,75 (0,09) 6,20 (0,10) 13,33 (0,07) 1176 (160)
V7 -1l - 2,97 (0,22) 5,74 (0,04) 13,09 (0,00) 786 (29)
V8 - Il : 3,14 (0,07) 5,66 (0,00) 13,41 (0,24) 1058 (25)
V8 - XV : 4,05 (0,11) 5,70 (0,11) 13,21 (0,10) 822 (21)
Vinicola Valmadrigal V8 - XVl - 3,35 (0,04) 6,33 (0,15) 13,33 (0,37) 855 (32)
lofe 1 123,6 (3,2) 115,3 (3.8) i : 597 (73)
Mostos uva Prieto Picudo Lote 2 115,3 105,1

" Los altos valores de SD indican que existe una gran variabilidad entre las dos réplicas de fermentacién.

! En los vinos obtenidos a partir de mosto del lote 1 se estima la concentracion de acético por diferencia entre el resultado del andlisis y los vinos y el nivel de acético previamente detectado en el mosto.
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4.3.9. Comportamiento de la levadura aislada en vifiedos pertenecientes a
la DO «Tierra de Ledn»

Como se ha indicado anteriormente (apartado 4.2) se procedi6 a realizar un estudio sobre
la poblacion de levaduras residentes en la uva, aislandose una Unica cepa de S. cerevisiae
ademas de varias levaduras salvajes normalmente asociadas a la uva. El hecho de aislar una
Unica levadura perteneciente a la especie S. cerevisiae en la uva resulta llamativo por si
mismo, indicando una pobre adaptacion para vivir sobre la superficie del fruto.
Adicionalmente, la levadura aislada se detectd en tres de los cuatro vifiedos muestreados.
Estos vinedos se encuentran dispersos dentro de la zona de cultivo asociada a la DO, estando
separados entre si por un minimo de 35 km.

En la tabla 4.22 se muestran los resultados obtenidos tras elaborar un vino empleando la
levadura aislada en vifledo como iniciadora de fermentacion (microfermentacion pura) y
mosto del lote 2. Se observa como en el vino final se detectaron niveles relativamente altos
de fructosa y un grado alcohdlico (13,06 % vol.) ligeramente inferior al de la parte de los
vinos obtenidos empleando cepas aisladas a partir de microfermentaciones espontaneas (ver
tabla 4.21). No se detectaron diferencias aparentes en la produccion de glicerol y destacando
la nula presencia de acético en el vino final (no detectado en el analisis).

Los parametros que nos informan de su comportamiento en fermentacion indican que el
porcentaje fermentado es relativamente bajo (parametro A), y que la velocidad maxima de
fermentacion (m) presenta un valor discreto comparado con la mayoria de las cepas
pertenecientes a la coleccion, aunque es mejor que el exhibido por algunas de las cepas
aisladas de bodega, aunque aquellas eran capaces de fermentar un mayor porcentaje de
azlcares.

Tabla 4.22: Resultado de la microvinificacion realizada con la cepa 3d (aislado vifiedo). Se observa el resultado del
analisis del vino final (mediante HPLC). Entre parénteis se indica la desviacién estandar (SD). Ademas se muestran los
parametros correspondientes al ajuste matematico de las curvas de fermentaciéon experimentales (normalizadas).

Cepa Glucosa (g/1) Fructosa (g/L) Glicerol (g/L) Etanol (% vol.) Ac. Acético (mg/L)
3d - 10,20 (0,52) 6,11 (0,08) 13,06 (0,02)

Cepa A m (g/L-dia) | (dias)

3d 92,105 31,144 0,321

También se realizo un estudio sobre su comportamiento a bajas temperaturas (apartado
4.3.5). Se obtuvo que su crecimiento era un 17 % peor al que presentaba la cepa C9-I
(relativamente bien adaptada a condiciones de baja temperatura, con propiedades enologicas
adecuadas). Este dato indica su comportamiento discreto a bajas temperaturas, aunque
algunas de las cepas aisladas en entornos fermentativos mostraron peores registros.

Resumiendo podemos decir que la cepa 3d, a pesar de ser aislada de uva, muestra unas
propiedades fermentativas aceptables, en algunos aspectos pefectamente comparables a
algunas de las peores cepas aisladas de entornos fermentativos.

Por tanto, parece que por caracteristicas genéticas las cepas de S. cerevisiae tienen una
gran capacidad de adaptacion a un mosto para desarrollar un proceso fermentativo, aunque
es obvio que las levaduras autdctonas de bodega han experimentado un proceso evolutivo de
adaptacion al entorno industrial respecto a las existentes en entornos naturales. En otras
palabras, existe un proceso de “domesticacion” en respuesta a las diferentes presiones
selectivas (alta concentracion de azlcares, bajo contenido en oxigeno, alto contenido en
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etanol, etc.) que sufren las levaduras en los entornos fermentativos (Querol et al. 2003), de
modo que el comportamiento fisiologico de cepas aisladas de entornos naturales varia
respecto a las correspondientes a entornos industriales (Liti et al., 2009).

4.3.10. Estudio global mediante componentes principales

En la figura 4.39 se muestra la proyeccion de alguna de las variables estudiadas en el
plano formado por unas nuevas variables, hipotéticas, denominadas componentes principales
(CP). Dichas variables intentan explicar la mayor parte de la varianza existente. Las variables
representadas (flechas) son los parametros enologicos (cada uno de los compuestos analizados
en los vinos), parametros de ajuste de las curvas experimentales (A, m y ) y los descriptores
de la tolerancia al etanol mostrada (NIC y MIC). En el mismo plano se representan (mediante
cuadrados) las diferentes cepas en funcion de los valores obtenidos en cada una de las
variables indicadas. De este modo, cuanto mas cerca esté una cepa (representadas mediante
cuadarados) de una variable determinada (representada por flechas), mayor sera su influencia
(valor elevado para dicha variable).

Si analizamos el grafico de decaimiento (indica el porcentaje de varianza explicado por
cada CP), vemos como la mayoria de la variabilidad se explica mediante las tres primeras
componentes principales (se explica mas del 80 % de la varianza). La distribucion de las cepas
en el plano formado por CP1-CP2 (explican el 65 % de la varianza total) pone de manifiesto la
existencia de dos grupos claramente diferenciados (marcados mediante elipses). Se observa el
enfrentamiento existente entre el coeficiente “A” y la concentracion de azlicares residuales,
resultado logico por otra parte, ya que un elevado valor de este coeficiente implica un bajo
contenido en azlcares y viceversa. Dicha separacion es debida, principalmente, al uso de dos
lotes diferentes de mosto en la realizacion de las microfermentaciones.

En el plano formado por las componentes principales CP1-CP3 (explican el 55 % de la
variabilidad existente) se observa la disposicion contraria del parametro “A” respecto a todos
los parametros enoldgicos considerados. Esto parece indicar la mayor infuencia de estas
variables en la formacion de los dos grupos anteriomente mencionados. Se pone de manifiesto
que no solo la diferente concentracion de azlcares residuales, sino también las diferentes
concentraciones de etanol, acido acético y glicerol obtenidos entre los dos grupos indicados
son debidas al uso de diferentes lotes de mosto.

La representacion en el plano formado por CP2-CP3 (sélo se explica el 35 % de la
varianza) no permite observar agrupacion alguna, aunque la distribucion de las variables
guarda el mismo patron indicado anteriormente, siendo su representacion, con salvedades,
una imagen especular de la obtenida en el plano CP1-CP3.

Este tipo de representaciones puede servir, aparte de para conocer la existencia de
grupos (analizado anteriormente), para analizar el comportamiento de una cepa en particular
atendiendo a su localizacion respecto a las diferentes variables representadas. A modo de
ejemplo, si nos fijamos en la cepa G7-Ill, vemos una disposicion alejada al resto muy cercana
a los extremos de las flechas que representan los contenidos en glucosa y fructosa.
Efectivamente, en la tabla 4.21 vemos como esta cepa generaba unos vinos con los
contenidos mas elevados en azlcares residuales. Una lectura similar se podria hacer para
cada una de las cepas en funcion de cada una de las variables representadas.
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Figura 4.39: Analisis de componentes principales (CP) de los resultados obtenidos en las microfermentaciones y
tolerancia al etanol. Se observa la distribucién de las variables (representadas por flechas, indicadas en negrita) y de
las correspondientes cepas (representadas por cuadrados) en funcion de unas nuevas variables hipotéticas que
explicaran la varianza encontrada. En la parte superior y derecha se indica la escala correspondiente a las variables,
mientras que en la parte inferior e izquierda se indica la escala correspondiente a las cepas. Se indican, mediante
elipses de diferente color, los grupos que se forman debido al empleo de dos lotes de mosto diferentes.

4.3.11. Asociaciones entre marcadores RFLP y caracteres fenotipicos

Una vez finalizada la caracterizacion genotipica, fenotipica y enologica de las diferentes
cepas de levadura aisladas, se comprobo si existian asociaciones en la presencia/ausencia de
determinadas bandas en el analisis de restriccion (RFLP-ADNmt) entre si y si estas estaban a
su vez asociadas con un comportamiento fenotipico en particular. Un objetivo mas ambicioso
seria llegar a predecir un comportamiento de fermentacion particular a partir de un
determinado perfil de restriccion.

El método de trabajo para analizar asociaciones se baso en la separacion de la poblacion
de cepas en dos grupos atendiendo a un determinado caracter cualitativo, normalmente
presencia o ausencia de una banda determinada, y comparar estadisticamente las dos
subpoblaciones para determinar si ambas muestras pueden o no incluirse en la misma
poblacién. Unicamete se han considerado aquellas bandas RFLP que se han mostrado variables
(al menos dos cepas de levaduras no las mostraban). Las pruebas estadisticas utilizadas son
la U de Mann-Whitney y la prueba Z de Kolmogorov-Smirnov, se trata de test no paramétricos,
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ya que en la mayoria de las comparaciones no se cumple la condicién de normalidad de las
muestras y fueron realizadas con el software SPSS. En la tabla 4.24 se indican las variables
fenotipicas correspondientes a caracteres cuantitativos de la fermentacion que presentan
alguin tipo de asociacion con alguna de las variables cualitativas o categoricas, ya sean bandas
del analisis de restriccion o caracteristicas fenotipicas de las cepas.

La comparacion entre variables categoricas (genotipicas o fenotipicas) se realizo
mediante tablas de contingencia, en las que se comprueba la independencia de un par de
variables mediante una prueba chi-cuadrado, cuando las variables no eran independientes se
recurrio a modelos log-lineales. Los modelos log-lineal tiene la forma [In(Fy) = p + A+ ij +
Ai"®], e incluye el parametro (A;*®) que indica la interaccion existente entre las dos variables
estudiadas, y si dicha interaccion es o no significativamente diferente de cero. En la tabla
4.23 se incluyen las parejas de caracteres no independientes de acuerdo con la prueba chi-
cuadrado y que muestran valores de interaccion en los modelos log-lineales significativos.

Entre las asociaciones encontradas puede destacarse las de las bandas C1 y C3 con
diferentes parametros enologicos clasicos (azlcares residuales, glicerol, etanol y acido
acético) estudiados en los vinos tras los procesos de microfermentacion. Aunque la asociacion
de la banda C3 no es muy fuerte (Unicamente significativa a | nivel de 5% mediante el test U,
tabla 4.24) y puede deberse a la interaccion que existe con la banda C1 (P = 0.003, tabla
4.23).

Son varias las bandas (A6, A8 y B3) que parecen guardar relacion con la tolerancia al
etanol presentada por las diferentes cepas estudiadas, aunque sus niveles de significacion no
llegan al 1% (tabla 4.24). En cuanto a su comportamiento a bajas temperaturas, se observa
cierta asociacion de la variable m’’ con las bandas B6é, CO, C4, C6 y C7 aunque nuevamente
discha asociacion no es fuerte dados los niveles de significacion observados.

Adicionalmente, en la tabla 4.24 se observan relaciones entre los diferentes
comportamientos nutricionales de las levaduras (asimilacion de diferentes fuentes de
carbono) y diferentes variables cuantitativas, en este caso es de destacar la asociacion entre
la capacidad de crecer sobre glicerol como Unica fuente de carbono con la cantidad de
azlcares residuales y la produccion de etanol y acético, la capacidad de utilizar glicerol como
fuente de carbono también esta asociada al fenotipo para las bandas C1 y C3 aunque no con
mucha intensidad (tabla 4.23). Por otro lado la tolerancia a bajas temperaturas también esta
asociado a la capacidad de utilizar como fuente de carbono diferentes azlcares (MAL, SAC y
RAF).

Se han encontrado numerosas asociaciones entre diferentes bandas y entre bandas y la
capacidad de asimilar diferentes azlicares (tabla 4.23), en este caso los analisis entre parejas
de bandas se realizaron considerando todas las cepas de levadura aisladas, no Unicamente las
escogidas para los ensayos de fermentacion.

La asociacion entre bandas puede ser debida a su proximidad en el genoma mitocondrial,
o porque algunos productos aislados comparten de hecho alguna region de este genoma. Hay
que recordar que esto dependera de los sitios de restriccion reconocidos por la endonucleasa
empleada. En cualquier caso dado el gran nimero de comparaciones realizadas es esperable
encontrar asociaciones Unicamente por azar. Si se considera Unicamente las parejas que
muestran interacciones a un nivel de significacion superior al uno por mil se observan
interacciones entre las parejas de bandas C1-C5 y A8-A9, y los grupos A5-A4-C2-C4 y A7-A6-
C7-C6-B7-B6-B4-B3, aunque su interpretacion no parece sencilla.

En la tabla 4.23, aparte de las relaciones indicadas entre bandas, destaca la interaccion
encontrada entre la banda A9 y el factor “killer”. Se conoce que dicho factor esta relacionado
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con moléculas de doble cadena de ARN de origen virico, la interaccion detectada resulta
llamativa, pero los valores de probabilidad 0,019 en la prueba chi-cuadrado y 0,031 en la
interaccion log-lineal son significativos Unicamente al 5%.

La secuenciacion de las bandas asociadas entre si o con los diferentes caracteres
fenotipicos permitira identificar la naturaleza de dichas asociaciones y comprobar la
importancia que realmente puedan tener.

Tabla 4.23: Resultado de los andlisis de tabla de contingencia y modelos
loglineales. Se indican las parejas de variables donde se detectaron asociaciones.
En la mitad izquierda se indican los resultados obtenidos mediante tablas de
contingencia (un grado de libertad), mientras que en la mitad derecha se indican los
resultados obtenidos empleando modelos loglineales.

TABLAS DE CONTINGENCIA MODELOS LOGLINEALES

chi-cuadrado p [ 28] P
MAL * A3 5,514 0,019 2,211 0,042
MAL * C4 8,726 0,003 2,752 0,015
RAF * A3 4,337 0,037 1,718 0,052
RAF * C4 7,873 0,005 2,403 0,014
Killer * A9 5,487 0,019 1,866 0,031
GLYy * C1 5,129 0,024 1,669 0,034
GLY * C3 6,212 0,013 1,968 0,023
A3 * C4 9,107 0,003 1,526 0,004
A4 * A5 54,077 0,000 3,823 0,000
A4 * C1 7,643 0,006 1,021 0,007
A4 * C2 13,490 0,000 1,416 0,000
A4 * C4 4,219 0,040 0,924 0,044
A4 * C5 5,103 0,024 0,869 0,026
A4 * C7 5,735 0,017 1,051 0,022
A5 * Cl1 4,802 0,028 0,922 0,034
A5 * C2 6,554 0,010 1,063 0,012
A6 * A7 36,140 0,000 2,327 0,000
A6 * A8 5,550 0,018 0,835 0,020
A6 *B4 4,440 0,035 1,037 0,044
A6 * B7 4,463 0,035 0,808 0,038
A6*C7 13,848 0,000 1,537 0,000
A8 * A9 27,351 0,000 2,629 0,000
A9 * CO 5,837 0,016 0,941 0,019
B3 * B4 101,455 0,000 5,946 0,000
B3 * B6 4,780 0,029 1,016 0,033
B3 * B7 9,433 0,002 1,422 0,003
B3 * C4 4,208 0,040 1,075 0,040
B3 * C6 4,277 0,039 0,996 0,048
B4 * B6 4,557 0,033 1,029 0,038
B4 * B7 12,382 0,000 1,682 0,001
B6 * B7 72,824 0,000 4,179 0,000
B7 * C7 12,513 0,000 1,431 0,001
CO * C6 7,848 0,005 0,989 0,006
co*C7 5,669 0,017 0,971 0,021
C1 *C2 7,222 0,007 1,060 0,009
C1*C3 9,296 0,002 1,144 0,003
Cl1*C5 16,617 0,000 1,738 0,000
C2*C4 12,680 0,000 1,597 0,001
C3*C4 7,504 0,006 1,680 0,016
c3*C7 8,207 0,004 1,145 0,005
C5*Cé6 6,694 0,010 1,011 0,012
C5*C7 6,790 0,009 1,319 0,016
C6*C7 15,113 0,000 1,675 0,000

|2;{"®|: efecto de la interaccién entre variables



Tabla 4.24: Resultado de los test no paramétricos entre las diferentes variables cuantitativas y cualitativas (variables categoéricas). Se indican los niveles de significacion obtenidos en los
test estadisiticos U de Mann-Whitney y Z de Kolmogorov-Smirnov. Se hace una distincion (linea discontinua) entre las variables cualitativas: bandas en analisis de restriccién y asimilacion
de fuentes de carbono.

VARIABLES CUALITATIVAS (VARIABLES CATEGORICAS)

VARIABLES |
CUANTITATIVAS A3 A4 Ab A8 A9 B3 B6 B7 Co Cl C3 C4 C5 (@) Cc7 I MAL SAC GLY CEL RAF
Glucosa * * = sk /g *
Fructosa * I ok [
Glicerol - - - - - - - - - /4t 1 */+
Acetico - - - - - - - - - *k * =
Etanol - - - - - - - - - */+ I +
A + */+ | ++
m | :
I - - - - - - - **/+ . **/+ . . + * **/+ :
MIC + : *
NIC - - * */+ - + i
m” . . . . . . * . */++ . . * . + * : * **/++ . . **/+
. |
m' * I
I' **/+ . . . + . . . . . . * . . . I **/+ */+ . . **/++

*, Nivel de significacion del 5 % (P<0,05) segun test U de Mann-Whitney; **, Nivel de significacion del 1 % (P<0,01) segin test U de Mann-Whitney; ***, Nivel de significacién del 1 %o (P<0,001) segin test U de Mann-Whitney
+, Nivel de significacién del 5 % (P<0,05) segin test Z de Kolmogorov-Smirnov; ++, Nivel de significacién del 1 % (P<0,01) segin test Z de Kolmogorov-Smirnov; +++, Nivel de significacién del 1 %o (P<0,001) segin test Z de Kolmogorov-Smirnov

Con un guién se indican las parejas cuyas relaciones no son significativas.
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4.4. Caracterizacion aromatica de vinos elaborados con uva Prieto
Picudo (DO «Tierra de Ledn»)

4.4.1. Seleccion de cepas para la posterior caracterizacion aromatica de
vinos elaborados en microfermentaciones

Tras la caracterizacion fenotipica y enoldgica de las 30 cepas seleccionadas a partir de la
coleccion inicial (119 cepas), se decidié hacer una caracterizacion aromatica de los vinos
elaborados en microfermentaciones empleando alguna de estas cepas. Adicionalmente se
analizaron dos vinos rosados comerciales (Pardevalles 2.009 y Castro luvara 2.009 de Bodegas
y Vifiedos Pardevalles y Vinicola Valmadrigal, respectivamente] con el fin Gltimo de llevar a
cabo la caracterizacion aromatica de los vinos englobados bajo la DO «Tierra de Ledn».

Realizar un estudio sobre los vinos producidos con las 30 cepas ampliamente
caracterizadas fenotipica y enologicamente resultaba inviable, por lo que se llevé a cabo una
nueva seleccion dentro del conjunto de cepas analizadas con anterioridad. La seleccion se
hizo de acuerdo a propiedades y caracteristicas diversas (tabla 4.25) que resultaban de
interés, con el fin Ultimo de obtener una representacion fiel de los diferentes
comportamientos mostrados por las distintas cepas caracterizadas. Asi, entre las 30 cepas se
seleccionaron 12, que junto a la cepa hibrida PB7 (tipo o cepa P5-XI) formaron el heterogéneo
grupo de 13 cepas que dio lugar a los vinos cuya caracterizacion aromatica se describe en los
siguientes apartados. Los vinos fueron obtenidos tal como se indica en el apartado 3.11.1,
denominandose, en cada caso, del mismo modo que la cepa empleada en su elaboracion.

Tabla 4.25: Cepas seleccionadas para la elaboracién de vinos en microfermentaciones a partir de los cuales se realizé
la caracterizacion aromatica de vinos eleborados con la uva Prieto Picudo (DO «Tierra de Le6n»)

Bodega Cepa Caracteristicas / Propiedades

Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.005

Alta produccién de glicerol

Produccién de vinos secos

G5-1l Elevado contenido en 4cido acético (no deseado)

G7-1 Aislamiento en las tres cosechas caracterizadas

Aislamiento en dos de las tres cosechas analizadas

Gordonzello S.A. G7 -XIV | Propiedades aceptables en todas los estudios realizados
P5-XI Cepa hibrida (PB7) (S. cerevisiae x S. kudriavzevii)
Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.007
Coop. de los Oteros P7 - XIl Alta produccién de glicerol
Aparece en las tres cosechas analizadas (cepa mayoritaria)
C9-1I Buen comportamiento en todos los estudios realizados
Pedro Casis Co-1 Cepa coexistente en cuatro de las cinco bodegas estudiadas

Deteccién en dos de las cosechas caracterizadas

R7 -1 Buen comportamiento a bajas temperaturas

Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.008

R8 -1l Comportamiento aceptable en los estudios realizados

Comportamiento éptimo a bajas temperaturas

Coop. Vin. Ribera del Cea R8 - VI Buen comportamiendo en fermentacién

Cepa mayoritaria en la cosecha de 2.006 (75,86 % implantacién)

V6 -l Buen comportamiento en fermentacion

Cepa aislada en dos de las cosechas estudiadas
V7 -l Comportamiento aceptable en los estudios realizados

Cepa coexistente en dos de las cosechas caracterizadas

Vinicola Valmadrigal V8 - XVIl | Comportamiento aceptable en los estudios realizados
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4.4.2. Andlisis descriptivo sensorial de los vinos experimentales

Una vez elaborados por microfermentacion 13 vinos utilizando para ello las 13 levaduras
seleccionadas, se procedio a su caracterizacion mediante el procedimiento de cata ortonasal.
La cata ortonasal (ver apartado 3.11.2) fue llevada a cabo por el panel sensorial de acuerdo a
nueve descriptores aromaticos previamente consensuados: fruta fresca, fruta madura, fruta
exotica, vegetal/terroso, hierbas aromaticas, tostado, dulce, especiado y reduccion (tabla
3.13). El descriptor que mejor describe el aroma de los vinos es la familia de la fruta fresca
(tabla 4.26) (definida como una mezcla de pera, platano, fresa y pifa). Los valores
alcanzados para este descriptor eran bastante altos en todos ellos, con valores que oscilaban
entre el 57,4 % y 82,8 %, como es de esperar para un vino joven que Unicamente ha soportado
la fermentacion alcohdlica. Otros descriptores interesantes fueron la fruta exodtica y notas
dulces, con unos valores del 24,8 % y 52,1 % respectivamente.

Tabla 4.26: Resultado de la caracterizacion sensorial de los 13 vinos experimentales mediante cata ortonasal. Para
cada vino (arriba) se indican los valores de frecuencia modificada [MF(%)] obtenidos para cada uno de los descriptores
aromaticos indicados (izquierda).

VINOS EXPERIMENTALES
DESCRIPTORES G5l G7dl G7XIV  P5XI P7XI CQ COAl R7ZM R8Il R8VI VoIl V7l V8XVII

Fruta fresca 58,8 66,7 65,4 70,3 733 745 828 805 67,9 770 574 726 66,7
Fruta exdtica 0,0 0,0 0,0 9,1 14,3 9,1 24,8 9,1 9,1 0,0 6,4 6,4 0,0
Frutos secos 0,0 9,1 6,4 6,4 6,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,4 9,1 6,4
Vegetal 0,0 11,1 6,4 0,0 24,0 12,8 0,0 6,4 31,4 6,4 0,0 6,4 9,1

Hierbasaromaticas 17,6 30,4 6,4 15,7 28,7 20,8 12,8 12,8 22,2 28,7 192 17,6 30,1
Especiado 7,9 11,1 12,8 0,0 27,2 11,1 11,1 14,3 14,3 6,4 11,1 12,8 11,1
Dulce 28,7 38,0 40,6 36,6 257 369 52,1 40,6 32,1 380 222 321 23,6
Tostado 12,8 18,1 15,7 14,3 0,0 11,1 14,3 32,1 15,7 6,4 14,3 6,4 32,7
Reduccién 48,4 32,7 32,1 40,6 28,7 6,4 6,4 15,7 26,1 24,8 14,3 7,9 24,8

En la figura 4.40 (A) se muestran las proyecciones de las variables sensoriales
(descriptores aromaticos) en el plano formado por los Componentes Principales CP1 y CP2
(explican un 55 % de la varianza total). El CP1 (31 %) enfrenta los descriptores fruta (fruta
fresca, madura y exotica) y dulce al atributo reduccion. El CP2 (24 %) queda definido por los
descriptores especiado, vegetal y hierbas aromaticas. La disposicion de los vinos en el plano
citado se presenta en la figura 4.40 (B), de modo que los que comparten el mismo icono
pertenecen a un mismo grupo, segln los resultados obtenidos en un analisis de agrupamiento
(HCA). Tal como se observa, los vinos estan dispersos de acuerdo a los cuatro vectores
aromaticos principales: reduccion/tostado (vinos G5-II, G7-lll, G7-XIV, P5-XI, V6-1l y V8-XVII),
vegetal (vinos P7-XIl y R8-1l), fruta exotica/fresca (vinos C9-1, R8-VI y V7-lll) y frutos
secos/dulce (C9-1l y R7-1). Los términos vegetal/terroso y reduccion son los Unicos términos
que varian significativametne (P<0,01) entre las diferentes muestras. De acuerdo al resultado
obtenido mediante el test de Duncan (P<0,05) el vino P7-XIl, y en menor medida el vino R8-Il,
muestran unas notas vegetales significativametne superiores al resto de muestras. Por otro
lado, las muestras G5-Il y P5-XI presentaban significativamente las mayores puntuaciones en
el atributo reduccion.

Ya que el fin Gltimo de este estudio es realizar una caracterizacion aromatica de los vinos
elaborados a partir de mosto de uva Prieto Picudo, de entre los trece vinos experimentales se
seleccionaron aquellos vinos que presentaron las mayores diferencias en su perfil aromatico
para ser sometidos a posteriores analisis. De este modo se obtuvo una representacion fiel de
los diferentes perfiles sensoriales, influenciados en gran medida por la cepa de S. cerevisiae
empleada en cada caso.
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Con los resultados obtenidos mediante del analisis de componentes principales (ACP) y el
analisis de agrupamiento (HCA), se seleccionaron los cuatro vinos localizados en los extremos
de los grupos anteriomente mencionados (G5-Il, P7-XIl, C9-1 y C9-1), como ejemplos de vinos
que evocan a reduccion, vegetal, fruta exotica/fresca y frutos secos/notas dulces,
respectivamente. Con fines meramente comparativos también se analizo el vino R8-VI debido
a que su situacion en el centro del grafico ACP indica que no presentaba maxima puntuacion
en ninguna de las notas aromaticas anteriormente indicadas y por tanto podria ser
considerado un vino neutro.
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Figura 4.40: Resultado del andlisis descriptivo sensorial. En A se muestra el circulo de correlaciéon para los
descriptores sensoriales en un analisis ACP (componentes principales 1 y 2). En B se muestra la proyeccion de los
vinos en el grafico ACP. Los vinos con el mismo icono (+, x, A 6 W) pertenecen al mismo grupo de acuerdo a los
resultados del andlisis de agrupamiento (HCA). Resaltados en negrita se indican los vinos seleccionados para ser
sometidos a posteriores analisis (GC-O y andlisis quimicos).

4.4.3. Parametros enoldgicos convencionales

Como los vinos empleados para la caracterizacion aromatica fueron elaborados
Unicamente para este fin fue necesario un analisis de los parametros enoldgicos
convencionales del producto final obtenido. En la tabla 4.27 se muestran los parametros
enologicos basicos mediante HPLC del mosto de uva, de los cinco vinos experimentales
seleccionados y de los dos vinos rosados comerciales incluidos en el estudio. Los resultados
incluyen un analisis de ANOVA para el factor “cepa de levadura”.

Tabla 4.27: Resultado del andlisis de los parametros enolégicos convencionales de los vinos empleados en la
caracterizacion aromatica. Se incluyen el mosto de uva, los cinco vinos experimentales y los dos vinos rosados
comerciales (denominaciéon comercial y cosecha). Los valores acompafiados de letras diferentes son estadisticamente
significativos de acuerdo a un analisis ANOVA (P<0,05).

VINOS EXPERIMENTALES VINOS COMERCIALES
Pardevalles  Castro Luvara
Compuestos Mosto G5 -1I P7 - Xl C9-1 Co-ll R8 - VI 2009 2009
Glucosa (g/1) 115 - - - - - <0,10 <0,10
Fructosa (g/L) 105 1,129 1,18b¢ 1,36 ¢ 1,36 ¢ 1,22 ¢ 1,07 ¢ 1,23 ¢
Glicerol (g/L) 6,7 ¢ 75¢ 53¢ 5,6°b 5,6°b 6,6 7,04
Etanol (% vol.) 13,2 13,4 13,6 13,65 13,8 « 13,7 b 13,99

Ac. acético (mg/L) 8429 1424 ¢ 588 ¢ 465 b 383 ¢ 537 be 521 be
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Aunque los cinco parametros estudiados (niveles de glucosa, fructosa, glicerol, etanol y
acido acético) variaban significativamente entre los diferentes vinos, podemos resumir que
las cinco levaduras seleccionadas eran capaces de producir, en todos los casos, vinos secos
(bajos niveles de azlcares residuales) con unos niveles adecuados de etanol. Los niveles de
glicerol variaban significativamente (p<0,05) entre las diferentes muestras, desde los 5,33 g/L
(C9-1) hasta los 7,54 g/L (P7-Xll), cuyos valores pueden ser considerados como normales (Ough
et al. 1972; Scanes et al. 1998). Los niveles de acido acético entre los vinos experimentales
van desde los 383 hasta los 1424 mg/L. Algunos autores afirman que son aceptable niveles de
este compuesto en torno a los 600 mg/L (Romano, 1990) o entre 700 y 1.100 mg/L en funcion
del tipo de vino (Corison et al. 1979). Existen estudios que ponen de manifiesto que
concentraciones por encima de los 450 mg/L de este compuesto pueden provocar una
depreciacion en la percepcion de las notas frutales de un vino (Campo et al. 2005). Los altos
valores de acido acético encontrados en las muestras G5-11 y P7-XIl concuerdan con la baja
nota frutal obtenida para estos vinos en el analisis descriptivo sensorial (figura 4.40).

4.4.4. Estudio mediante cromatografia gaseosa-olfatometria (GC-0)

Se realizo el estudios sobre los 5 vinos experimentales seleccionados y los dos
comerciales (ver apartado 3.11.3). Los resultados se muestran en la tabla 4.29. Con intencion
de simplificar el analisis, aquellos odorantes que no superaron una puntuacion de 30 [MF(%)]
en ninguno de los vinos estudiados no se tuvieron en cuenta y se consideraron ruido. Varios
odorantes que aparecen en la tabla presenta valores de frecuencia modificada superiores a
50: 2,3-butanodiona (diacetilo), los ésteres etilicos del acido butirico y hexanoico, acetato de
isoamilo, alcohol isoamilico, alcohol de B-feniletilo y acido isovalerianico.

Por lo genenal, el niumero y naturaleza de los compuestos detectados en los vinos
experimentales fueron los mismos que los encontrados en los vinos comerciales, aunque con
algunas excepciones. Por ejemplo, el acetato de 3-mercaptohexilo (MHA), guaiacol y furaneol
se detectaron Unicamente en los vinos comerciales. El primero de los indicados es un
compuesto varietal asociado a variedades de uva blanca como Sauvignon Blanc (Mateo-
Vivaracho et al. 2010; Tominaga et al. 1996) y Verdejo (Campo et al. 2005; Mateo-Vivaracho
et al. 2010). El guaiacol es un compuesto extraible de la madera (Jarauta et al. 2005), pero
también puede ser liberado a partir de precursores no aromaticos presentes en la uva durante
el proceso de fermentacion (Hernandez-Orte et al. 2008; Loscos et al. 2007). El furaneol (2,5-
dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona) es un compuesto que puede ser liberado durante el proceso
de envejecimiento en madera, aunque también es posible su presencia en vinos que no hayan
estado en contacto con la madera (liberacion o formacion durante la fermentacion a partir de
precursores presentes en la uva) (Jarauta et al. 2005).

Un resultado interesante fue el obtenido para los ésteres ramificados de cadena corta,
como el 2-metilbutirato de etilo y 3-metilbutirato de etilo. Estos compuestos alcanzaban
valores de MF (%) superiores a 40 en los dos vinos comerciales, no detectandose en algunos de
los vinos producidos en laboratorio (por ejemplo el 2-metilbutirato de etilo no se detecto en
los vinos P7-XIl y C9-11 y el 3-metilbutirato de etilo en los vinos G5-11 y P7-XIl), o mostrando
valores muy bajos (inferiores a 30).

Los componentes diferenciadores seran aquellos que jueguen un papel mas importante en
la apreciacion de diferencias aromaticas entre las diferentes muestras. Para asignar a un
compuesto en particular dicha propiedad son precisos la realizacion de test sensoriales,
aunque mediante la observacion de los datos olfatométricos es posible realizar una
aproximacion. En la tabla 4.28 se presenta un ranking con los odorantes que han presentado
mayores diferencias de puntuacion (minimo de 40% de MF) entre los cinco vinos
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experimentales, siendo los compuestos con mayor infuencia en las diferencias sensoriales
encontradas. En total se muestran 13 compuestos pertenecientes a diferentes familias
aromaticas, donde destaco un inusual compuesto con un indice de retencion lineal (columna
polar) de 1106 que evoca notas herbales/especiadas, mas concretamente a “cannabis”
(situandose en la parte superior de la tabla, diferencia mas marcada). Este compuesto habia
sido ya identificado previamente en un vino de la DO “Tierra de Leon” por San-Juan y Ferreira
(comunicacion personal) como 3-metil-but-2-en-1-tiol (MBT) por comparacion del espectro de
masas obtenido, asi como del olor percibido en el puerto olfatométrico, con el
correspondiente al compuesto puro. Este odorante Unicamente se detecté en dos vinos
experimentales (P7-XIl y C9-1), aunque en el vino C9- presentd un valor muy alto (71%) siendo
detectado por mas de la mitad del panel sensorial como muy intenso. Este compuesto solo ha
sido descrito en vinos englobados bajo la DO “Sauternes” (Francia), cuya peculiaridad radica
en que se trata de vinos elaborados a partir de uvas de las variedades Sauvignon Blanc,
Semillén o Muscadelle contaminadas con podredumbre gris (Botrytis cinerea) (Bailly et al.
2006). Sin embargo, en cerveza es bien conocida la presencia de este compuesto (defecto)
asociado principalmente a la degradacion de las isohumolonas por accion de la luz , aunque se
han descrito mecanismos de generacion (en ausencia de luz) donde el sulfuro de hidrégeno
generado por la levadura en fermentacion tiene gran importancia (Vermeulen et al. 2006).
Por tanto, se podria apuntar el origen fermentativo de este compuesto, altamente
dependiente de la cepa empleada en el proceso de obtencion de los vinos.

Otro compuesto que presenta unas diferencias marcadas es el 4-mercapto-4-metilpentan-
2-ona (4MP), que evoca aromas a “boj/fruta de la pasion”. Este tiol presenta un bajo umbral
aromatico, de solo 0,8 ng/L (Tominaga et al. 2000), siendo con casi toda seguridad el
responsable del aroma a “fruta de la pasion” detectado en el vino C9-1 (cepa aislada en la
bodega Pedro Casis) en el analisis sensorial (ver figura 4.40). Cabe indicar que la muestra C9-|
presenta los valores maximos de mas de la mitad de los compuestos incluidos en la tabla 4.28.
Esto pone de manifiesto la capacidad de la cepa C9-1 para producir vinos con un perfil
aromatico rico y complejo, indicando su gran capacidad para liberar compuestos aromaticos
durante el proceso fermentativo.

Tabla 4.28: Ranking de los odorantes con capacidad para generar diferencias aromaticas entre los vinos experimentales.
Se incluyen aquellos compuestos listados en la tabla 4.29 que presentaron, entre los vinos experimentales, una mayor
diferencia entre la maxima y minima puntuacion (minimo de un 40 % MF). Se indica el compuesto, la descripcién del olor
que evoca, la diferencia existente entre el maximo y el minimo y el vino en el que el compuesto en particular obtuvo la
mayor puntuacion.

Compuesto Quimico Descripcién del olor max-min Muestra con méxima puntuacién
3-metilbut-2-en-1-tiol (MBT) herbal, cannabis 71 Cco-1
4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP) boj, fruta tropical 63 Co-1
Z-2-nonenal aldehidico, 55 C9 -1
E-2-nonenal jabon 50 Co-1
n.i. 1410 champifion, comida 50 R8-VI
pcresol (m-cresol) animal, establo 50 Co-l
pentano-2, 3-diona mantequilla, nata 43 Col
3-isopropil-2-metoxypirazina pimiento, terroso 43 Col
4cido acético vinagre 43 G5-1i
o-cresol humedad, suciedad 42 C9
isobutanol fusel 41 Co-li
4cido butirico vémito, queso 41 G5-1i

butirato de etilo frutal, fresa 40 C9-1




Tabla 4.29: Odorantes encontrados mediante analisis GC-O en los 7 vinos analizados (5 vinos experimentales y dos vinos comerciales). Para cada uno de estos odorantes se indican los datos de
retencién en columna, la descripcién del olor en el puerto olfatométrico, el compuesto quimico correspondiente y la frecuencia modifica obtenida en los diferentes vinos [MF (%)].

VINOS EXPERIMENTALES VINOS COMERCIALES

[RL® Descripcién del olor Compuesto Quimico G5-1 P7-XI. C9-1 C9-1I R8-VI Pardevalles (2009) Castro luvara (2009) Media
974 mantequilla diacetilo (butano-2,3-diona)® 78 63 76 87 78 80 83 78
1035 frutal, fresa butirato de etilo® 76 43 83 78 80 65 75 71
1053 frutal, fresa 2-metilbutirato de etilo® 29 0 33 0 19 43 54 25
1058 mantequilla, nata pentano-2,3-diona® 0 0 43 22 17 22 19 18
1070 frutal, fresa 3-metilbutirato de etilo (isovalerato de etilo)® 0 0 39 31 22 63 75 33
1099 fusel isobutanol + n.i.¢ 30 0 38 41 26 41 17 28
1106 herbal, cannabis 3-metilbut-2-en-1-tiol (MBT)® 0 24 71 0 0 0 0 14
1125 platano acetato de isoamilo® 54 39 56 53 59 73 47 54
1216 fusel alcohol isoamilico® + geranio? 85 83 91 88 80 76 93 85
1240 frutal, fresa hexanoato de etilo® 83 66 65 80 83 78 63 74
1306 champifion 1-octen-3-ona* 17 17 24 0 26 17 30 19
1314 carne, barbacoa 2-metil-3furantiol (MF)* 37 31 35 29 44 0 24 29
1383 boj, fruta tropical 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP)® 0 33 63 0 62 29 45 33
1394 limén, verde (Z2)-3-hexen-1-ol° 0 17 33 0 22 0 0 10
1410 champifién, comida n.id 29 0 29 0 50 0 22 19
1444 pimiento, terroso 3-isopropil-2-metoxipirazina® 0 0 43 19 0 25 31 17
14541460  vinagre acido acético® 82 65 66 49 39 0 51 50
1511 aldehidico (Z)-2-nonenal® 0 0 55 24 24 71 0 25
1541 jabon (E)-2-nonenal® 0 19 50 19 19 22 36 24
1632 pan quemado 2-acetilpirazina© 71 66 82 73 82 78 37 70
1637 vémito, queso acido butirico® 41 22 24 0 24 33 29 25
1675 queso acido isovalerianico® 39 41 69 47 65 67 63 56
1730 orina de gato acetato de 3 mercaptohexilo (MHA)® 0 0 0 0 0 0 43 6
1741 cebolla, sudor n.i.d 0 0 35 0 14 0 0 7
1784 geranio B-citronelol® 31 0 31 0 22 38 47 24
1821 humedad 2,4,6-ricloroanisol? 0 0 33 0 0 0 0 5
1823-1826  coco, humedad n.i. + acetate de Beniletilo® 47 76 63 71 75 73 47 65
1826 cirvela seca B-damascenona® 54 47 78 54 51 65 47 57
1865 fendlico guaiacol® 0 0 0 0 0 10 43 8
1897 floral dihidrocinamato de etilo® 24 0 30 0 0 0 0 8
1924 rosas alcohol de Reniletilo® 54 53 58 54 49 70 65 58
1996-2007  humeda, suciedad o-cresol’ 29 17 59 47 45 33 22 36
2047 caramelo furaneol® 0 0 0 0 0 0 37 5
2097-2104  animal, establo p-cresol (m-cresol)® 0 29 43 50 36 45 35 34
2194-2201  cuero 4-¢tilfenol® 37 53 25 45 45 38 37 40
22142231  especiado sotolén® 45 63 65 63 47 73 71 61

° Indice de refencion lineal en una columna capilar polar (DB-WAX). ® Identificacion por coincidencia con los datos de retencién cromatogréficos y de espectometria de masas en relacion a los obtenidos empleando estandares puros disponibles en el laboratorio.

< Identificacion basada en la coincidencia de los indices de retencién en columna y por similitud en el olor en relacion a los estandares disponibles en el laboratorio. ¢ No identificado. Dicho compuesto no produjo ninguna sefial clara en el espectrémetro de masas.
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4.4.5. Andlisis quimico cuantitativo de los componentes del aroma

Los datos cuantitativos de los compuestos volatiles analizados en los vinos
experimentales y comerciales se muestran en la tabla 4.30. Los valores (ug/L) indicados son
la media de los correspondientes analisis mediante cromatografia gaseosa: tres
microvinificaciones empleando una misma cepa en los vinos experimentales, mientras que en
los vinos comerciales se indica el valor obtenido tras la inyeccion por triplicado de los
correspondientes extractos. En ambos casos se indica la desviacion estandar (SD) de la media.
Cabria esperar una mayor SD en los vinos experimentales por tratarse de tres muestras
diferentes (réplicas bioldgicas) que dieron lugar a tres extractos distintos, mientras que los
vinos comerciales fueron analizados a partir de un Unico extracto.

Los resultados mas significativos de este analisis son:

I. Si atendemos al nimero de compuestos identificados, los ésteres y acetatos forman el
grupo mas numeroso con un total de 17 compuestos. El éster predominante es el acetato de
etilo, con un caracteristico olor a solvente. El valor mas elevado obtenido, 62 mg/L,
corresponde a la muestra R8-VI (vino elaborado con cepa aislada en la bodega Coop. Vin.
Ribera del Cea), aunque se encuentra muy por debajo del umbral de 160 mg/L (Ribéreau-
Gayon et al. 2000). Esta misma muestra presenta los maximos valores de ésteres de etilo
lineales (hexanoato de etilo) y ramificados (butirato, isobutirato, isovalerato y 2-
metilbutirato de etilo), acetato de isoamilo, asi como sus correspondientes acidos grasos
(acido hexanoico, acido butirico, acido isobutirico y alcohol isoamilico). La mayoria de los
ésteres que aparecen en las bebidas alcohodlicas son generadas por las levaduras durante la
fermentacion. Dentro de esta amplia familia aromatica, la importante contribucién aromatica
de los ésteres de etilo de acidos grasos, asi como de los acetatos de alcoholes superiores es
bien conocida (Ferreira et al. 1995). Por un lado suelen encontrarse en concentraciones
superiores a su umbral aromatico, y por otro, alguno de los descriptores empleados en los
analisis sensoriales (cata) coincide con el propio aroma de los compuestos (“fresa/pifa” y
“platano” para los ésteres de etilo y el acetato de isoamilo, respectivamente). De hecho, la
muestra R8-VI obtuvo una de las puntuaciones mas altas para el descriptor “fruta fresca”, ya
que presento6 un valor de MF del 77 %. Asi este vino fue agrupado con las muestras C9-1y V7-Ill
(situados en la direccion del vector fruta fresca/exotica, ver figura 4.40).

II. El acetato de 2-feniletilo es otro compuesto fermentativo con gran importancia. Se
encuentra por encima de su umbral en todas las muestras, aunque su valor es especialmente
elevado en el vino producido con la cepa C9-Il (1946 pg/L). Recientes estudios acerca de la
formacion de compuestos varietales a partir de variedades de uvas no aromaticas (Hernandez-
Orte et al. 2008) indican valores de este compuesto de 5876 pg/L cuando se emplea
Hanseniaspora uvarum en la fermentacion, poniendo de manifiesto que la sintesis de este
compuesto es altamente dependiente del género de levadura empleado. Si atendemos a su
importancia sensorial, este compuesto ha sido considerado durante décadas como un
compuesto que producia un aumento en la complejidad de vinos neutros. Sin embargo,
recientes estudios (Campo et al. 2005) han puesto de manifiesto su capacidad para potenciar
la nota dulce en vinos blancos jovenes. Quizas este sea el motivo por el cual el vino C9-1I
(bodega Pedro Casis) denotd notas dulces de acuerdo al resultado obtenido en el analisis
sensorial (figura 4.40).

1. Los alcoholes son, cuantitativamente, el grupo mas grande de compuestos aromaticos,
tanto en los vinos experimentales como en los comerciales. Los alcoholes isobutanol, butan-1-
ol, alcohol isoamilico, alcohol bencilico y metionol son conocidos por su fuerte y desagradable
olor y sabor. En vista de los resultados obtenidos, vemos como el uso de diferentes cepas de
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levaduras puede influir en los perfiles y concentraciones de alcoholes superiores tal como han
descrito algunos autores (Giudici et al. 1990). Hay que prestar especial atencion a los
alcoholes con seis atomos de carbono, como el 1-hexanol y el (Z)-3-hexen-1-ol. Estos aportan
notas “vegetales” y “herbaceas” en aquellos vinos donde se encuentran en unas
concentraciones considerables. Asi, el vino obtenido con la cepa P7-XIl (Coop. de los Oteros)
presenta los maximos valores para estos compuestos (2248 y 292 ug/L, respectivamente)
justificando el caracter vegetal obtenido en el analisis sensorial (ver posicion de este vino en
el grafico ACP-HCA, figura 4.40).

IV. Se han cuantificado otras familias de compuestos como los terpenos, norisoprenoides,
fenoles volatiles, derivados de la vainillina o lactonas. La concentracion de linalol detectada
en el vino comercial Castro luvara (29,61 pg/L) es suficiente para ser considerado un
compuesto activo (también denominado como compuesto de impacto) (Ferreira et al. 2000).
En estudios previos ha quedado demostrado que los niveles de terpenos son altamente
dependientes de la cepa empleada (Loscos et al. 2007). Nuestros resultados confirman lo
anterior, ya que la cepa P7-XIl produjo vinos con los niveles mas altos de terpenos (linalol, a-
terpineol, B-citronelol y genariol). Adicionalmente este vino experimental presentd los
niveles mas elevados en los norisoprenoides B-damascenona y B-ionona, con concentraciones
de 6,2 y 0,32 pg/L, respectivamente, con la excepcion del vino comercial Pardevalles 2.009
que presento niveles algo superiores (B-damascenona, 8,8 pug/L y B-ionona 0,34 pg/L). Pineau
et al. (2007) demostraron que la influencia de la B-damascenona en un vino puede tener mas
impacto indirecto que directo, por potenciacion de las notas frutales. Por tanto los altos
niveles de este compuesto en los vinos producidos con la cepa R8-VI potencian la accion frutal
atribuida a los altos niveles de esteres de etilo presentes.

V. El estudio mediante GC-O reveldo que el 2-metil-3-furantiol (MF), 4-mercapto-4-
metilpentan-2-ona (4MP) y 3-mercaptohexilacetato (MHA) podrian tener gran influencia en el
aroma. Estos compuestos Unicamente se determinaron en los vinos comerciales analizados
(segun protocolo descrito en apartado 3.11.4.3). En los ultimos anos ha quedado bien
documentada la presencia e importancia aromatica de estos compuestos en vinos producidos
con diferentes variedades de uva. Ademas son las moléculas con los menores umbrales
olfatométricos conocidos: 0,3 y 0,8 ng/L para el MF y 4MP, respectivamente (Tominaga et al.
2000). Varios autores (Darriet et al. 1995; Tominaga et al. 1996; Tominaga et al. 2000) han
indicado que el aroma de boj, pasas de Corinto, tomates y fruta de la pasion son debidos a un
grupo de tioles entre los que se incluyen 4MP y MHA. Ademas indicaron que la liberacion de
dichos tioles a partir de precursores existentes en el mosto era dependiente de las
condiciones de fermentacion y de la cepa de levadura empleada.

VI. Si nos fijamos en la tabla 4.29, vemos como los mercaptanos polifuncionales
determinados en los vinos comerciales se encuentran en concentraciones superiores a sus
correspondientes umbrales (Tominaga et al. 2000). Los altos niveles de 4MP detectados en los
vinos comerciales (32 ng/L para Pardevalles y 29 ng/L para Castro luvara), son comparables a
los determinados por otros autores en vinos elaborados con la variedad blanca Sauvignon
Blanc. Bouchilloux et al. (1996) indicaron que los vinos de Sauvingnon Blanc con
concentraciones de este compuesto de 34 ng/L eran considerados como vinos “muy tipicos de
la variedad, mientras que los que contuvieran una concentracion menor (18 ng/L) Unicamente
eran catalogados como vinos “tipicos”. En un estudio mas reciente (Mateo-Vivaracho et al.
2010) se analizaron los mercaptanos presentes en 57 vinos de la variedad Sauvignon blanc y
en otros 73 vinos de otras variedades. Se obtuvo que los niveles de 4MP alcanzaban valores de
hasta 88 ng/L en los vinos de la variedad blanca Sauvignon, mientras que en el resto de
variedades la concentracion de este compuesto se mantenia, en todos los casos, por debajo
de los 23 ng/L. El vino comercial Castro luvara presentd los valores mas altos de MHA (75
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ng/L) y 3 mercaptohexanol (616 ng/L). Los altos niveles obtenidos en los diferentes
mercaptanos analizados paracen indicar que la uva Prieto Picudo presenta un perfil aromatico
muy particular. Ademas los resultados de GC-O sugieren que algunas levaduras son capaces de
producir altos niveles de 4MP (ver tabla 4.28).

4.4.6. Conclusiones del estudio aromatico

El estudio aromatico ha revelado que los vinos elaborados con uva Prieto Picudo
presentan un perfil aromatico complejo caracaterizado por niveles relativamente altos de
ésteres de etilo (notal frutales), terpenoles, norisoprenoides y también de los mercaptanos
4MP, MH y MHA.

El estudio se ha realizado a partir de vinos elaborados con diferentes cepas autdctonas de
S. cerevisiae, poniéndose de manifiesto que las propiedades de los vinos resultantes son
altamente dependientes de la cepa empleada en fermentacién. Empleando un mismo
mosto y variando la cepa empleada en cada caso se obtuvieron vinos cuyas diferencias
sensoriales eran consecuencia de unos perfiles aromaticos diferentes en funcion de los
compuestos quimicos predominantes.

Es importante seleccionar la cepa de levadura adecuada con el fin de producir unos
vinos con unas caracteristicas sensoriales deseadas. De hecho, en funcion de la cepa de
levadura empleada se han detectado dos patrones bien diferenciados en cuanto a la
liberacion y formacion de aromas:

- Cepas capaces de producir ésteres de etilo y acetatos (ambos productos
fermentativos) responsables de las notas a fruta fresca.

- Cepas capaces de liberar compuestos tiolados (mercaptanos polifuncionales), a
partir de precursores aromaticos presentes en las uvas, que proporcionan notas a
fruta de la pasion

Los niveles de 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP) presente en los vinos elaborados
con uva Prieto Picudo son del orden de los encontrados en los vinos elaborados con la
variedad blanca Sauvignon, donde este compuesto es considerado un marcador varietal.

En cuanto a la influencia de las diferentes cepas empleadas en el estudio, la cepa C9-I
(aislada en la bodega Pedro Casis) fue capaz de producir unos vinos con un perfil aromatico
mas rico y complejo, con marcadas notas a fruta de la pasién (de acuerdo al analisis
sensorial y los altos niveles de 4MP en en analisis GC-O, figura 4.40 y tabla 4.28,
respectivamente) valoradas positivamente por los consumidores en los vinos jovenes.



Tabla 4.30: Datos quimicos cuantitativos de los compuestos volatiles expresados en pg/L. Entre paréntesis se indica la desviacion estandar (SD). En el caso de los vinos experimentales, se
analizaron tres extractos diferentes correspondientes a tres microvinificaciones (réplicas). En los vinos comerciales se realizaron tres inyecciones a partir de un Unico extracto. Los valores
gue no presentan SD indican la no existencia de réplicas.

VINOS EXPERIMENTALES VINOS COMERCIALES

COMPUESTOS G5-1l P7 - Xl C9-1 Co-l R8 - VI Pardevalles (2009) Castro luvara (2009)
ESTERES LINEALES

propanoato de efilo 17 (1) 52 (24) 18 (1) 73 (43) 41 (20) 63 (38) 211 (1)
butirato de etilo 78 (15) 115 (29) 155 (60) 220 (46) 355 (37) 439 (12) 379 (1)
hexanoato de efilo 86 (19) 157 (36) 213 (60) 327 (39) 467 (147) 556 (22) 592 (6)
octanoato de efilo 50 (26) 42 (21) 142 (54) 275 (37) 207 (20) 526 (21) 216 (1)
OTROS ESTERES

2-metilbutirato de etilo 0,43 0,22 (0,03) 0,21 0,24 (0,04) 0,47 (0,08) 6,3 (0,5) 9,7 (0,1)
isobutirato de efilo 2,9 (0,3) 2,2 (0,8) 3,3 (0,9) 5 (2) 13,2 (0,2) 75 (1) 66 (1)
isovalerato de efilo 0,74 (0,10) 0,49 (0,04) 0,28 (0,07) 0,9 (0,1) 1,6 (0,3) 9,9 (0,2) 20 (2)
lactato de efilo 1229 (238) 1961 (261) 1459 (297) 2135 (158) 2114 (241) 42000 (486) 19676 (129)
furoato de efilo 0,74 (0,10) 0,49 (0,04) 0,28 (0,07) 0,9 (0,1) 1,6 (0,3) 9,9 (0,2) 20 (2)
succinato de dietilo 460 (68) 1113 (175) 387 (98) 675 (20) 794 (49) 3709 (65) 4238 (6)
ACETATOS

acetato de butilo 8,0 (0,3) 3,6 (0,3) 9,0 (1,9) 8,1 (0,8) 17 (1) 29 (1) 13,7 0,2
acetato de etilo 34057 (1361) 51014 (3440) 23424 (1875) 53476 (3822) 62210 (2786) 84419 (1735) 44103 (1160)
acetato de hexilo 64 (20) 86 (53) 90 (32) 168 (17) 214 (61) 106 (199 32 (3)
acetato de isoamilo 514 (26) 662 (137) 828 (181) 1824 (246) 2134 (551) 5433 (124) 1420 (1)
acetato de isobutilo 58 (4) 17 (1) 68 (9) 59 (3) 139 (8) 347 (7) 55 (1)
acetato de 24feniletilo 460 (18) 215 (114) 680 (241) 1946 (228) 706 (60) 2011 (165) 710 (15)
acetato de linalol n.d. 0,33 (0,08) 0,72 (0,09) 0,35 (0,01) 1,1(0,1) n.d. n.d.
ACIDOS

acido butirico 606 (324) 1923 (119) 845 (375) 1670 (543) 2263 (25) 2874 (55) 1972 (136)
4cido decanoico 413 (135) 506 (84) 514 (254) 812 (128) 927 (124) 1054 (126) 457 (14)
acido hexanoico 1248 (27) 2818 (187) 2228 (122) 3895 (274) 3994 (85) 5989 (57) 4890 (2)
4cido isobutirico 344 (48) 884 (116) 452 (110) 736 (19) 982 (87) 1399 (51) 616 (8)
4cido isovaleridnico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 712 (167) 592 (33)
acido octanoico 1266 (113) 1917 (613) 1863 (415) 3077 (479) 3771 (17) 6481 (118) 5063 (13)
ALCOHOLES

isobutanol 9173 (581) 15796 (133) 10852 (3378) 14308 (754) 20077 (2389) 38018 (1848) 23058 (76)
butan-1-ol 353 (16) 862 (9) 336 (128) 978 (117) 1379 (28) 1031 (24) 1044 (11)
alcohol isoamilico 59910 (3451) 132629 (11813) 71063 (23473) 133439 (13925) 153568 (31552) 226992 (3440) 265404 (160)
hexan-1-ol 859 (100) 2248 (39) 896 (194) 1499 (156) 1705 (37) 1714 (16) 2083 (1)
(Z)-3-hexen-1-ol 143 (3) 292 (7) 154 (42) 260 (31) 273 (15) 139 (6) 60 (2)
alcohol bencilico 82 (1) 139 (3) 101 (4) 150 (23) 131 (6) 295 (25) 193 (14)
Reniletanol 6885 (233) 20663 (2902) 10915 (2582) 24244 (3041) 19541 (1680) 36784 (705) 30249 (99)
metionol 472 (41) 466 (115) 488 (211) 720 (40) 1100 (21) 3855 (145) 912 (39)
COMPUESTOS CARBONILICOS

acetaldehido 7279 (482) 12501 (277) 4780 (508) 10937 (1513) 10047 (145) 3061 (249) 3128 (181)
acetoina 1387 (232) 2649 (125) 830 (340) 1978 (109) 2146 (166) 13713 (208) 6993 (114)
diacetilo (butano-2,3-diona) 1695 (399) 558 (196) 401 (50) 1911 (1999) 492 (153) 1071 (607) 491 (214)
fenilacetaldehido 21 (2) 12 (1) 24 (2) 20 (5) 30 (4) 181 (2) 119 (1)
siringaldehido 4,6 1,6 (0,1) 2,6 (0,7) 2,5 6,2 (0,6) 1,9 (0,5) 3,29 (0,04)
TERPENOS

linalol 5,07 (0,01) 2,9 (0,4) 5,4 (0,3) 4,1(0,2) 7,8 (0,8) 15,3 (0,2) 29,61 (0,01)
a-erpineol 2,1 (0,1) 1,1(0,1) 1,9 (0,1) 1,8 (0,2) 3,5 (0,5) 7,7 (0,1) 26,65 (0,05)
R-citronelol 4,5 (1,0) 4,0 (0,3) 5,8 (0,8) 4,8 (0,2) 10 (2) 9,1 (0,5) 7,0 (0,3)
geraniol 9,0 6,2 (1,1) 14,2 (0,1) 7,6 13 (2) 10,1 (0,5) 7,3 (0,1)



Tabla 4.30 (Continuacion)

VINOS EXPERIMENTALES

VINOS COMERCIALES

COMPUESTOS G5-1l P7 - XIl Co-1 Co-1ll R8 - VI Pardevalles (2009) Castro luvara (2009)
NORISOPRENOIDES

B-damascenona 3,8 (0,2) 1,8 (0,1) 3,3 (0,4) 3,2 (0,4) 6,2 (0,7) 8,8 (0,1) 4,7 (0,2)
B-ionona 0,10 0,1 (0,01) 0,31 (0,01) 0,19 0,316 (0,004) 0,34 (0,03) 0,27 (0,01)
FENOLES VOLATILES

quaiacol 0,31 0,14 (0,01) 0,642 (0,01) 0,26 0,47 (0,02) 1,599 (0,008) 1,334 (0,003)
m-cresol 0,10 0,10 0,163 (0,03) 0,2 0,33 (0,06) 0,53 (0,03) 0,348 (0,001)
o-cresol 0,79 0,7 (0,4) 0,771 (0,001) 0,71 1,3 (0,1) 1,5(0,1) 1,34 (0,01)
4-etilguaiacol 0,10 0,06 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
eugenol 3,0 1,6 (0,4) 2,8 (0,1) 2,6 4,3((0,4) 6,2 (0,2) 8,3 (0,1)
4-etilfenol 0,24 0,09 0,25 (0,06) 1,5 0,32 (0,03) 0,81 (0,02) 0,41 (0,03)
4-vinilguaiacol 4,74 1,9 (0,4) 6,3 (0,2) 6,7 11 (3) 14,00 (0,01) 9,74 (0,01)
2.6-dimetoxifenol 0,77 0,22 (0,08) 0,54 (0,03) 0,42 0,5(0,1) 5,3 (0,3) 5,2 (0,1)
4-qlil-2, 6-dimetoxifenol n.d. n.d. 0,39 (0,07) n.d. n.d. n.d. 4,4 (0,2)
4-vinilfenol 21 8,4 (1,5) 37 (1) 55 94 (20) 15,92 (0,03) 7,0 (0,5)
DERIVADOS DE LA VAINILLINA

vainillato de metilo 64 15 (4) 36 (4) 21 41 (2) 23,06 (0,05) 25,54 (0,04)
vainillato de etilo 10 4,5 (0,8) 6,5 (0,1) 5,1 10 (1) 165 (1) 47,7 (0,3)
acetovainillona 89 46 (7) 79 (4) 67 126 (12) 138 (1) 153 (1)
DERIVADOS DEL BENCENO

benzadelhido n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,2 (0,1) n.d.
dihidrocinamato de etilo 0,34 0,164 (0,004) 0,23 (0,01) 0,10 0,44 (0,07) 0,96 (0,04) 1,832 (0,002)
cinamato de etilo n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,45 (0,02) 0,46 (0,09)
LACTONAS

y-nonalactona 2,8 2,2 (1,3) 2,6 (0,2) 2,3 4,5 (0,5) 8,82 (0,01) 7,6 (0,1)
y-decalactona 0,99 0,65 0,5(0,3) 0,7 1,367 (0,004) 2,5 (0,1) n.d.
&-decalactona 25 10,9 (0,2) 25 (1) 25 37 (3) 33 (3) 32 (1)

y -butirolactona 1804 (189) 20571 (1619) 1794 (286) 14595 (2570) 15109 (806) 9238 (53) 10168 (173)
cis-whiskylactona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 6,08 (0,02)
trans-whiskylactona n.d. 0,45 (0,10) 0,39 (0,07) n.d. 1,0 (0,1) 3,26 (0,02) 3,2 (0,1)
TIOLES™

4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP) 32 29
3-mercaptohexilacetato (MHA) 35 75
2-urfuriltiol (FFT) 3 5
3-mercaptohexanol (MH) 315 616
benzilmercaptano (BM) 6 6
2-metilfuran-3-tiol (2M3F)"” 90 226

" Concentraciones expresadas en ng/L.

" Concentracién expresada en unidades de FFT, por no disponer de la curva de calibracién correspondiente.
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La tendencia actual en la industria vitivinicola pasa por el empleo de levaduras
comerciales (LSA) como iniciadores de fermentacion. Muchas son las ventajas de esta practica
(reproducibilidad, mayor control del proceso, fermentaciones mas rapidas, etc.) (Pretorius
2000) aunque también existen ciertos inconvenientes que deben ser indicados. Teniendo en
cuenta que el nimero de iniciadores comerciales disponibles en el mercado (o mas bien los de
uso mas extendido) es reducido, se ha llegado a una situacion en la que muchos vinos son
elaborados empleando las mismas cepas. Dado que en la elaboracion de los vinos esta
ampliamente demostrada la gran influencia de las cepas en las caracteristicas organolépticas
del producto final (Romano et al. 2003; Swiegers et al. 2005; Alvarez-Pérez et al., enviado ;
Hernandez-Orte et al. 2008; Swiegers et al. 2009), es un contrasentido utilizar un reducido
numero de cepas comerciales, ya que con ello se producen vinos mas uniformes desde el
punto de vista organoléptico.

Es por ello que en este trabajo se plante6 un proceso encaminado a la obtencion de
levaduras iniciadoras de fermentacion cuyo origen fueran las bodegas donde se elaboran los
vinos englobados bajo la DO «Tierra de Leon», es decir, cepas “autdctonas”. Estas cepas
estarian mejor adaptadas a las caracteristicas del mosto y a los requerimientos técnicos de la
elaboracion que cualquiera de las cepas comerciales, lo que sin duda repercutira en la calidad
final del producto. De este modo los vinos poseerian unas propiedades Unicas, o al menos mas
tipicas, dando lugar a productos claramente diferenciables del resto.

Para ello se plante6 un proceso de aislamiento de levaduras, en varias cosechas, en
algunas de las bodegas englobadas en la DO. Tras la caracterizacion genética (a nivel de
especie y de cepa) se obtuvo una coleccion de levaduras autdctonas. La bondad de estas
cepas en los procesos de fermentacion fue estimada mediante estudios de caracter
fenotipico y enologico.

Adicionalmente y como complemento de los anteriores analisis se planted la posibilidad
de realizar una caracterizacion aromatica de vinos elaborados mediante el empleo de algunas
de las cepas seleccionadas. Adicional porque se consigue una caracterizacion aromatica de los
vinos de la DO «Tierra de Ledon», y complementario porque se pone de manifiesto la
influencia de las cepas en los diferentes perfiles aromaticos encontrados.

5.1. Aislamiento y caracterizacion genética de levaduras vinicas
autoctonas

El estudio se llevd a a partir de mosto natural de uva Prieto Picudo cedido por cinco
bodegas pertenecientes a la DO (ver apartado 3.7.1). Dicho estudio se repitié durante tres
cosechas diferentes, llegandose a analizar un toal de 877 colonias diferentes (unas 170-180
por bodega). Mediante estudios de RFLP-5.8S-ITS (ver apartados 1.7.2.2 y 3.9.2) y RFLP-
ADNmt (ver apartados 1.7.3.1y 3.9.3) se llevo a cabo la caracterizacion genética a nivel de
especie y de cepa, respectivamente.

De hecho las 877 colonias analizadas se distribuyeron, inicialmente, en un total de 130
tipos o cepas diferentes, todas ellas pertenecientes a la especie S. cerevisiae, salvo una (cepa
PB7 perteciente al tipo P5-XI) que resulto ser un hibrido interespecifico entre S. cerevisiae x
S. kudriavzevii (Peris et al., enviado). Por tanto, tras tres afos de estudio en cinco bodegas
diferentes se habian obtenidos un total de 130 cepas, prueba inequivoca de la gran diversidad
microbiana presente en las bodegas (Pretorius 2000; Renouf et al. 2007).

Si analizamos los resultados bodega por bodega podemos llegar a la conclusion de que en
ellas existe una “poblacién residencial autdctona de levaduras™, algo que ha quedado
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demostrado por el hecho que en todas las bodegas estudiadas se han detectado varias cepas
en dos 0 mas cosechas. Asi, en la bodega Gordonzello S.A. aparecen 2 cepas en mas de una
cosecha, 3 en el caso de Coop. Vin. Ribera del Cea y 4 para la bodega Vinicola Valmadrigal.
Sin embargo en las bodegas Coop. Pajares de los Oteros y bodegas Pedro Casis el nimero
asciende a 5 y 6 cepas respectivamente. En la Gltima bodega indicada, una misma cepa (C9-1)
fue detectada en las tres cosechas estudiadas, siendo ademas la cepa mayoritaria en cada
una de las cosechas analizadas (ver apartado 4.1.3.2.b). Estos datos ponen de manifiesto, no
solo la existencia de cepas autoctonas en bodega (Frezier y Dubourdieu 1992; Vezinhet et al.
1992), sino la especial adaptacion de ciertas cepas a los entornos fermentativos, quizas mejor
predispuestas a un proceso de adaptacion evolutiva debido a la gran cantidad de factores
estresantes que se dan en los entornos industriales (alta concentracion de azicares, bajo
contenido de azlcares, etc.) tan diferentes al medio natural (Liti et al. 2009). Constanti et
al. (1997) realizé un seguimiento sobre la microbiota tras una primera cosecha en una bodega
recién establecida. Comprobé que ciertas cepas de Saccharomyces no solo se convertian en
residenciales de la bodega, sino que algunas de las cepas eran capaces de proliferar y
participar activamente en los procesos de fermentacion. Otros autores (Ciani et al. 2004)
confirmaron que las cepas que se convierten en autoctonas son aquellas que llevan a cabo el
proceso fermentativo (en fermentaciones espontaneas).

Algo que también se ha tenido en cuenta en el presente estudio ha sido la dominancia de
las levaduras comerciales sobre la supuesta poblacion autoctona. Asi ha quedado patente que
en tres de las cinco bodegas (Gordonzello S.A., Pedro Casis y Vinicola Valmadrigal) existe
cierta implantacion de alguna de las cepas comerciales sobre las residentes en bodega. En la
Ultima bodega indicada el grado de implantacion fue elevado ya que en las cosechas donde
fue detectada resulto ser la cepa con mayor implantacion. Si tenemos en cuenta que la toma
de muestra del mosto se realizaba previa a la siembra con LSAs, la aparicion de una cepa
comercial en el vino producido mediante microfermentacion espontanea (en laboratorio) se
explica por la existencia de dichas cepas como residentes en las instalaciones de la bodega
(proveniente de cosechas anteriores), quedando demostrada su capacidad, aunque desigual,
para competir e incluso desplazar a la poblacion autoctona de bodega (Blanco et al. 2010). Un
caso extremo seria el observado recientemente (Clavijo et al. 2010) tras realizar un estudio
sobre la poblacién existente en una bodega de nueva creacion donde desde un principio se
emplearon LSAs en la obtencion de los vinos. Estos autores ponen de manifiesto la
imposibilidad de aislar levaduras autoctonas de la bodega (tanto en tanques inoculados con
LSAs como en aquellos donde se producen fermentaciones espontaneas). En todos los casos se
aislan las levaduras comerciales, indicando de algin modo que el uso de las levaduras
comerciales impide el desarrollo de una poblacion de levaduras Saccharomyces indigena. En
nuestro estudio se observa una cierta implantacion de las cepas comerciales sobre la
poblacion autoctona de bodega. De las tres bodegas donde se obtuvo este comportamiento, la
implantacion es mas importante en la que tiene menor antigiiedad (Vinicola Valmadrigal). El
mayor grado de implantacion para esta bodega no solo se explicaria con por la novedad de las
intalaciones, sino porque adicionalmente en todas las cosechas obtenidas en dichas
instalaciones se hayan empleado LSAs [acorde en cierto modo a lo descrito por Blanco et al.
(2010)]. En el resto de bodegas estudiadas se ha determinado una mayor poblacion de
levaduras autdctonas directamente relacionado con la antigiiedad de la bodega, potenciado
adicionalmente en el caso de aquellas instalaciones donde en sus inicios se realizaban las
fermentaciones de forma espontanea.

Una vez analizada la poblacion de levaduras de cada una de las bodegas (considerando
las levaduras comerciales correspondientes) quedaba claro que existian levaduras autoctonas
a una bodega en particular, pero ;existirian levaduras autoctonas de la variedad de uva? Para
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dar respuesta a esta pregunta se realizd una comparacion entre las diferentes cepas
caracterizadas en las diferentes bodegas. Curiosamente, varias cepas fueron detectadas en
bodegas separadas por grandes distancias. De hecho, 8 cepas aparecieron en dos bodegas
diferentes, mientras que una de ellas (C9-1l) aparecié en cuatro de las cinco bodegas
consideradas (ver figura 4.30). Todos estos casos, y especialmente el Gltimo, reflejan la
existencia de cierto nimero de cepas coexistentes en diferentes bodegas y que por tanto
podrian ser consideradas autoctonas de la variedad. De hecho, la cepa que aparece en cuatro
de las cinco bodegas representa 3,42 % de la poblacion de colonias analizadas durante el
presente estudio. Aun no siendo un porcentaje muy elevado, teniendo en cuenta la gran
diversidad encontrada (119 cepas diferentes), el porcentaje relativo a cada uno de los tipos
seria Unicamente el 0,8 % (877 colonias analizadas). Este comportamiento ha sido descrito en
otros estudios realizados en otras regiones de produccion llegando a una conclusién similar
(Vezinhet et al. 1992; Versavaud et al. 1995; Agnolucci et al. 2007; Lopandic et al. 2008).

El analisis de los perfiles RFLP-ADNmt nos ha permitido discriminar entre las diferentes
cepas aisladas en el presente estudio, e incluso dilucidar aquellas que han aparecido en
diferentes localizaciones dentro de la DO (figura 4.30). Los perfiles obtenidos nos dan
informacién acerca de la similitud genética entre las cepas, aunque las agrupaciones
observadas no atienden a la regionalidad de las cepas (bodegas donde fueron aisladas). Por
tanto el hecho de que ciertas cepas aparezcan dispersas en diferentes localizaciones
geograficas puede ser debido a la distribucion por medio de agentes humanos o naturales o
debido a procesos evolutivos simultaneos desde un antecesor comun (Versavaud et al., 1995).
Con la informacion disponible no podemos conocer las causas, aunque ciertamente dicho
objetivo se escapa de la finalidad del presente trabajo.

También se realizd un estudio con la intencion de aislar levaduras desde uva de la
variedad Prieto Picudo (ver apartado 4.2). Se emplearon condiciones de baja temperatura y
cierto contenido en etanol con el fin de favorecer el aislamiento de especies del género
Saccharomyces frente al resto de especies normalmente asociadas a la superficie de la uva
(aptdo. 1.4.1.1.a). Entre dichas levaduras se aislaron un total de 15 clones pertenecientes a
la especie S. cerevisiae, cuyo analisis conjunto mediante RFLP-ADNmt revelé que se trataba
de la misma cepa (figura 4.33). El hecho de aislar cepas de S. cerevisiae directamente desde
la uva resulta llamativo, debido a su baja proporcion en este entorno (Martini et al. 1996;
Mortimer y Polsinelli 1999; Prakitchaiwattana et al. 2004). Pero lo realmente destacable es
que una misma cepa haya sido aislada a partir de uvas recolectadas en tres vifnedos
distribuidos dentro de la zona de cultivo de la DO, concretamente vinedos situados en
Gordaliza del Pino, Gordoncillo y Valderas (Leon, Espaiia). De nuevo parece que la hipdtesis
de la existencia de cepas autdctonas de la variedad de uva cobraba cierto sentido, aunque
con diferente origen (vifedo frente a bodega). La comparacion de esta cepa con la coleccion
de 119 cepas disponibles, indico que su perfil de restriccion no era conincidente, presentando
Unicamente un 40 % de similitud con las cepas mas proximas (figura 4.34). Ambos resultados
(no coincidencia y baja similitud entre las cepas de entornos fermentativos y entorno natural)
descartaba una posible contaminacion de la muestra durante la manipulacion en el
laboratorio.

Estos resultados parecen sugerir que el origen inicial de S. cerevisiae aisladas en bodega
sera el vifedo. Estas cepas, aunque muy excasas, sufriran una rapida seleccion en el entorno
industrial ante la elevada presion que supone desarrollarse en un entorno fermentativo
(Querol et al. 2003; Liti et al. 2009).

De esta manera y dada la gran capacidad evolutiva de los microorganismos, las excasas
levaduras presentes en uva (autdctonas de variedad) evolucionaran rapidamente hacia cepas
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diferentes (autdctonas de bodega). El hecho de que la mayor parte de las cepas aisladas sean
autoctonas de una bodega en concreto indica una divergencia evolutiva, de manera que la
poblacion inicial de cada bodega evoluciona hacia caminos diferentes en funcion de los
distintas variables como las técnicas de vinificacion empleadas, la competencia con cepas
comerciales y otros muchos factores.

5.2. Caracterizacion fenotipica y enolégica de levaduras vinicas
autoctonas

El fin ultimo de este trabajo era obtener cepas que pudieran llegar a usarse como
iniciadores de fermentacion autdctonos. Para ello, la cepa o cepas elegidas no solo deberian
poseer ciertas caracteristicas fenotipicas que la hagan adecuada para los proceso de
vinificacion industriales. Realizar un analisis con las 119 cepas resultaba inviable. Por tanto,
se optd por una preseleccion de cepas sobre la que realizar el estudio. Dentro de cada
bodega, se seleccionaron las cepas mayoritarias de cada una de las cosechas ademas de las
coexistentes en al menos dos anos diferentes. Este criterio de seleccion ya habia sido
empleado por otros autores (Frezier y Dubourdieu 1992; Versavaud et al. 1995) en estudios de
seleccion de cepas, atendiendo a que su mayor porcentaje e implantacion en bodega
responderia a la mejor adaptacion a las condiciones especificas de produccion de los vinos.
Asi de las 119 cepas iniciales el nimero se redujo hasta 30 (tabla 4.13), distribuidas entre las
diferentes bodegas. No obstante, es posible que un criterio de seleccion tan restrictivo
suponga cierta pérdida de informacion, existiendo la posibilidad de que alguna de las cepas
minoritarias desechada mostrara unas propiedades optimas. Aun asi, la coleccion de cepas se
encuentra disponible de cara a posibles estudios adicionales.

El analisis realizado pretendia detectar entre estas 30 cepas aquellas mejor adaptadas a
un proceso fermentativo. Para ello se realizaron varias pruebas: pruebas bioquimicas
(fermentacion y asimilacion de diferentes fuentes de carbono), tolerancia al etanol,
comportamiento a bajas temperaturas, estudio de su capacidad “killer” y comportamiento
fermentativo en la obtencion de vino a pequeha escala. Las pruebas realizadas son
suficientes, en principio, para detectar las cepas fermentativamente mas eficaces y descartar
aquellas peor adaptadas.

Los estudios se fermentacion y asimilacion de diferentes fuentes de carbono no estan
directamente relacionados con el comportamiento en fermentacion, sino con el
comportamiento nutricional de las levaduras. Las principales fuentes de carbono en
fermentacion son glusoca y fructosa, siendo ambas fermentadas y asimiladas. Las
conclusiones obtenidad de estos estudios pudieran ir encaminadas a una posible aplicacion
industrial paralela, si alguna de las cepas presenta la capacidad de degradar un sustrato
determinado para generar un producto de alto valor afadido.

5.2.1. Comportamiento en entornos con etanol

Las tendencias del mercado son cambiantes incluso en el mundo del vino. Los
cosumidores se decantan a dia de hoy por unos vinos con un grado alcohdlico moderado. Por
tanto, planteamos la posibilidad de conocer el comportamiento de las cepas en entornos con
concentracion cambiante de etanol. De este modo se podria estimar su comportamiento en
fermentacion. Asi segln el método descrito por Arroyo-Lopez et al. (2010) se obtuvieron, de
forma inequivoca, los rangos de concentraciones donde el normal desarrollo la levadura se
veia afectado (figura 4.35). Resultaron llamativas las grandes diferencias encontradas, tanto
entre bodegas como a titulo individual, ya que el aislamiento de las levaduras se produjo en
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la fase final de microfermentaciones (apartado 3.8.2), entorno donde el contenido alcohdlico
es elevado. Las cepas menos tolerantes (menor valor MIC) son cepas ninoritarias en sus
correspondientes bodegas (cepas C8-VII, C9-IX y C9-X en bodega Pedro Casis; cepas V8-XV y
V8-XVIl en bodega Vinicola Valmadrigal) con porcentajes no superiores al 3,5%. Asi aunque
estan presentes en el final de fermentacion, no son capaces de dirigir el proceso de
fermentacion por encontrarse en bajo porcentaje, limitando su desarrollo por el alto
contenido alcohdlico. Por tanto, de nuevo se pone de manifiesto la capacidad de las cepas
mejor adaptadas a imponerse en los procesos de fermentacion. Por otra parte las cepas
mayoritarias en cada cosecha/bodega no siempre alcanzaron los valores mas altos, aunque
todas ellas presentan unos valores aceptables.

5.2.2. Fermentaciones a baja temperatura

La DO «Tierra de Ledn» ha tenido una amplia tradicion en elaboracion de vinos rosados
muy aromaticos. Es bien conocida la capacidad de las fermentaciones realizadas a bajas
temperaturas para producir unos vinos con mayor complejidad e intensidad aromatica (Querol
et al. 2003) debido a que se minimiza la pérdida de compuestos aromaticos volatiles (Belloch
et al. 2008). La blUsqueda en uva de levaduras del género Saccharomyces, diferentes a S.
cerevisiae, resultdé infructuosa. Es bien conocida el optimo comportamiento en
fermentaciones a baja temperatura de especies como S. bayanus, S. kudriavzevii o de los
hibridos interspecificos de cualquiera de estas especies con S. cerevisiae (Gonzalez et al.
2006, 2007; Lopandic et al. 2007; Gangl et al. 2009).

Por tanto se diseno un experimento para conocer el comportamiento de nuestras
levaduras en condiciones de baja temperatura. Consisti6 en la obtencion de curvas de
crecimiento a bajas temperaturas (aptdo. 3.10.5) de modo que su comportamiento quedd
definido por un valor experimental proporcional a su tasa de crecimiento en estas condiciones
(m’’, tabla 4.18). Se obtuvieron comportamientos muy dispares que ponen de manifiesto
como dentro de una misma bodega podemos aislar cepas con comportamientos muy distintos.

Hay que destacar que el clon PB7 (tipo P5-Xl) era un hibrido S. cerevisiae x S.
kudriavzevii (Peris et al., enviado) por lo que cabria esperar una gran adaptacion de este clon
a la fermentacion a bajas temperaturas. Efectivamente, esta cepa presnté un
comportamiento optimo aunque comparable al mostrado por la mejor de las cepas (R8-VI)
aislada desde entornos fermentativos (datos no mostrados).

La baja temperatura es uno de los factores estresantes durante la fermentacion para la
levadura, de manera que un mejor comportamiento indicaria la mejor adaptacion de la cepa
a las nuevas condiciones del entorno (Querol et al. 2003).

5.2.3. Estudio del fenotipo “killer”

Que una levadura sea capaz de dirigir una fermentacion significa que tendra que
predominar sobre el resto de las presentes en el mosto o en la propia bodega. Aparte de
controlar la cantidad de inoculo, se debe de conocer su comportamiento en relacion al
denominado factor “killer” (aptdo. 1.5.1.3.d) (Magliani et al. 1997; Marquina et al. 2002;
Rodriguez-Cousino et al. 2011). Es bien conocida la capacidad de algunas levaduras para
producir toxinas capaces de matar a aquellas cepas que presenten sensibilidad a dichas
toxinas. En el presente estudio se ha llevado a cabo el analisis en placa y del material
genético asociado (aptdo. 4.3.6) de las cepas seleccionadas. De las 30 cepas analizadas
Unicamente 13 presentaron un comportamiento oOptimo para dicho fenotipo: 11 cepas
resultaron ser productoras de la toxina K2, mientras que otras 2 resultaron ser neutras (sin
presentar caracter matador, tampoco presentaban sensibilidad). El resto de cepas analizadas
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resultaron ser sensibles a varias toxinas, incluida la toxina K2 que es la que tiene mayor
importancia en vinificacion. Llama la atencion que en cuatro de las cinco bodegas estudiadas
se hayan aislado levaduras con caracter “killer” que convivian junto a levaduras sensibles,
mientras que en la bodega restante (Coop. Vin. Ribera del Cea) las cepas seleccionadas
resultaron ser sensibles. Este dato indica que quizas se esté sobreestimando la importancia
del caracter “killer” como elemento para la seleccion de levaduras vinicas.

Si se inocula con una cepa sensible al inicio del proceso, existe la posibilidad de que sea
eliminada a lo largo de la fermentacion si en el medio existe alguna cepa con caracter
matador. Esto nos llevaria a una fermentancion lenta e incluso a una parada del proceso. Por
el contrario, el uso de un iniciador con caracter “killer” puede surprimir aquellas levaduras
indeseadas, mejorando notablemente la calidad del producto final (Pérez et al. 2001). Uno de
los factores determinantes en el factor “killer” radica en la relacion incial existente entre
células matadoras y células sensibles. En bibliografia se encuentran valores muy dispares,
desde proporciones de entre el 0,01-10% de la poblacion total de S. cerevisiae (Hara et al.
1980; Tredoux et al. 1986; Van Vuuren y Wingfield 1986; Jacobs y Van Vuuren 1991), hasta
otros que indican proporciones superiores al 50 % (Petering et al., 1991). Un estudio mas
reciente pone de manifiesto que una proporcion incial del 2-6 % sera suficiente para controlar
las posibles levaduras sensibles presentes en el mosto con capacidad de disminuir la calidad
del producto final (Pérez et al. 2001). Otros factores con gran impotancia en el factor “killer”
seran la presencia de sustancias capaces de absorver proteinas (por ejemplo bentonita) (Van
Vuuren y Jacobs 1992), el tamaiio del inoculo, la cantidad de nitrogeno disponible (Medina et
al. 1997), etc. En nuestro caso particular parece ldgico pensar que debido a que se trataban
de fermentaciones espontaneas, donde participa toda la poblacion residente de bodega, no
fue posible el desplazamiento de las levaduras sensibles por aquellas con caracter matador
(poblaciones similares).

Los resultados obtenidos tras el estudio del caracter “killer” (coexistencia de cepas de
caracter matador con cepas sensibles) abren un debate sobre la importancia de emplear un
iniciador de fermentacion con fenotipo “killer” o neutro. La cantidad de inéculo en una
fermentacion dirigida suele ser muy elevada (del orden de 10° células/mL) lo que dificultaria
su supresion por alguna cepa con caracter matador presente, en una concentracion mas baja,
en el entorno fermentativo. De hecho, existen levaduras comerciales en el mercado con un
manifiesto caracter sensible, asi una de las levaduras comerciales empleadas en la bodega
Coop. Vin. Ribera del Cea, Enoferm BDX (tabla 3.1), presenta un fenotipo “killer sensible” a
la toxina K2. A falta de realizar estudios de implantacion de cepas a escala industrial, es
preferible un fenotipo “killer” o neutro, aunque no excluyente. Es decir, si una cepa presenta
unas propiedades enoldgicas adecuadas junto con un fenotipo sensible podria ser utilizada
como iniciadora de fermentacion, ya que su alta proporcion al inicio de fermentacion
garantizaria con casi toda seguridad su éxito.

5.2.4. Comportamiento en fermentacion

Una vez analizados una serie de parametros que a priori nos podrian permitir predecir el
comportamiento (mejor o peor) de una cepa durante el proceso fermentativo, parecia logico
comprobar su comportamiento en fermentaciones reales o dirigidas. Una de las pruebas
llevadas a cabo fue el analisis de la “capacidad fermentativa” (aptdo. 4.3.3), mediante el
seguimiento de un proceso fermentativo (por medida de azlcares residuales a diferentes
tiempos) para comprobar el comportamiento en fermentacion de cada una de las levaduras
seleccionadas. Logicamente se obtuvieron comportamientos diversos entre las diferentes
cepas (tabla 4.16). Destacaron sobre manera la cepa G7-XIV (bodega Gordonzello S.A.) y las
cepas C9-1 y C9-l1l (bodega Pedro Casis) debido a sus altas tasas de fermentacion. Estos
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resultados, aparte de informar sobre su comportamiento, vuelven a reflejar el diferente y
variado comportamiento de cepas pertenecientes a una misma especie.

La realizacion de microfermentaciones con cada una de las levaduras seleccionadas
permitid obtener una idea aproximada de cual seria su comportamiento en bodega. El
seguimiento de la fermentacion se realizd mediante monitorizacion de la pérdida de masa
(método no invasivo) y la posterior estimacion de su comportamiento en fermentacion
mediante parametros experimentales que describen las correpondientes curvas de evolucion
de la fermentacion (tabla 4.20). El resultado del analisis de los vinos obtenidos (tabla 4.21)
fue un claro reflejo de la diferente comportamiento en fermentacion. El empleo de dos lotes
de mosto diferentes imposibilitd una comparacion directa entre las diferentes cepas. Asi los
vinos elaborados con mosto del lote 1 (empleando cepas de las bodegas Gordonzello S.A y
Pajares de los Oteros) dieron como resultado unos vinos con altos contenidos en azlcares
residuales y niveles anormalmente altos de acido acético. En los vinos elaborados con el
mosto del lote 2 se obtuvieron vinos relativamente secos con un contenido en acido acético
aceptable. Este fenomeno se explica en parte por el mayor contenido en azlcares del lote 1
de mosto (los vinos presentan un mayor grado alcohodlico) y la existencia de acido acético al
inicio de fermentacion. Ademas, mediante el estudio de la capacidad fermentativa se pone
de manifiesto que las cepas de las bodegas Gordonzello S.A. y Coop. de los Oteros son
capaces de eliminar los azlcares existentes en el mosto (tabla 4.16, parametro A’), llegando
a niveles proximos e incluso superiores a los presentados por las levaduras de las otras
bodegas.

Aunque los contenidos de glucosa y de fructosa son similares al inicio de fermentacion,
resulta llamativo que en todos los casos el azlcar residual predominante sea fructosa. Las
cepas de Saccharomyces tienen preferencia por la glucosa, consumiéndola mas rapidamente,
con la consecuente disminucion del ratio glucosa/frucosa (Berthels et al., 2004). El grado
alcoholico de los vinos obtenidos refleja la eficiencia de las diferentes cepas, ya que fue
inversamente proporcial al contenido de azlcares residuales: cuanto mayor era el grado
alcohdlico menor era el contenido de azlcares en el vino final, y viceversa.

Por otro lado, en un vino son deseables unos niveles adecuados de glicerol ya que aporta
al vino ligeras notas dulces, suavidad y “cuerpo”. La cantidad de glicerol producida por S.
cerevisiae en fermentacion se estima en una décima parte del contenido en etanol, con
valores que oscilan entre los 4 y 7 g/L (Ough et al. 1972; Scanes et al. 1998). Se obtuvieron
valores de glicerol que oscilaban entre 5,5y 9,3 g/L (valor medio 6,5 g/L). El contenido fue
superior en los vinos obtenidos con el lote 1 de mosto (mayor contenido en azucares al inicio
de fermentacion y mayor grado alcohdlico en el vino final) aunque resulto llamativo el valor
obtenido por la cepa P7-XIl (9,3 g/L).

Con el acido acético ocurre lo contrario, debido a que los niveles elevados de este
compuesto producen un aumento en la acidez volatil, resultando en una depreciacion del
producto final (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Los niveles adecuados de este compuesto van
desde los 600 mg/L (Romano 1990) hasta un rango comprendido entre 700 y 1100 mg/L
(Corison et al. 1979) en funcion del tipo de vino. En nuestro caso se obtuvieron vinos con gran
variabilidad en cuanto a su concentracion (rango de 462 - 1406 mg/L, valor medio de 887
mg/L). Las cepas con alta produccion de este compuesto deberian ser descartadas para su uso
en vinificacion, aunque se deberia confirmar mediante analisis sensorial (cata) su influencia
sobre las caracteristicas organolépticas.

Estos datos demuestran la capacidad de las diferentes cepas analizadas para influir en
los parametros enoldgicos clasicos (acidez volatil, contenido en glicerol, etc.) tan
determinantes para la calidad del producto final (Swiegers et al. 2005).
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5.2.5. Comparacion entre las cepas aisladas de un entorno fermentativo y
la aislada de un entorno natural

Ademas de las cepas aisladas de entornos fermentativos disponiamos de una cepa (3d)
aislada directamente desde uvas de la variedad Prieto Picudo recolectadas en diferentes
vifedos adscritos a la DO «Tierra de Léon». Con esta cepa se realizaron microvinificaciones
para conocer su comportamiento (aptdo. 4.3.9). Sus propiedades fermentativas fueron
aceptables, comparables con algunos de los peores comportamientos descritos para las cepas
aisladas de entornos fermentativos. Sin embargo, el alto contenido de azlcares residuales y
su relativa baja tasa de fementacion (tabla 4.22) descartan su uso a escala industrial.

Las diferencias encontradas entre cepas aisladas de diferentes entornos son una prueba
experimental de como las cepas asociadas a la bodega han sufrifo un proceso evolutivo para
conseguir una total adaptacion al nuevo entorno. Los diferentes agentes estresantes en
entornos fermentativos (alto contenido en azlcares, bajo contenido de oxigeno, alta
concentracion de etanol, etc.) provocan la denominada “domesticacion” (Querol et al. 2003),
que se pone de manifiesto mediante un comportamiento fisiologico que nada tendra que ver
con el de las levaduras ailadas en entornos naturales (Liti et al., 2009).

5.2.6. ldoneidad de cepas como iniciadoras de fermentacion

Comprobada la gran influencia de las cepas en las caracteristicas finales de los vinos con
ellas producidos, parecia ldgico pensar que una correcta seleccion de levaduras iniciadoras
podria dar lugar a un producto final con unas caracteristica enoldgicas optimas. Ademas la
seleccion de una cepa autoctona adaptada a las condiciones especificas de una determinada
region de produccion pueden ayudar a mantener su calidad, aportando cualidades distintivas
al producto final (Rodriguez et al. 2010), siendo una estrategia interesante de cara a
introducir variabilidad en un mercado excesivamente competitivo.

En funcion de los resultados obtenidos son varias las cepas que podrian resultar de
interés a nivel industrial. Con todo lo visto hasta ahora vamos a hacer un analisis
pormenorizado sobre cada una de las bodegas.

En la bodega Gordonzello S.A. destaca la cepa G7-XIV sobre el resto. Presentd un buen
comportamiento en fermentacion (tablas 4.20 y 4.21), produciendo vinos con un adecuado
contenido en glicerol y niveles contenidos de acido acético. Adicionalmente presentd una
gran tolerancia al etanol (tabla 4.17), un buen comportamiento a baja temperatura (tabla
4.18) y mostro un fenotipo “killer” por produccion de la toxina K2.

En la bodega Cooperativa de los Oteros la cepa P7-VI present6 unas propiedades éptimas.
Los vinos con ella elaborados pueden ser considerados relativamente secos, con unos niveles
aceptables de glicerol y acido acético (en relacion a lo descrito en el apartdo 5.2.4). Resaltar
que fue la Unica cepa analizada en esta bodega que presentd fenotipo “killer”, ademas de
una gran tolerancia al etanol presente en el medio (tabla 4.17). La cepa P7-XIl puede resultar
de interés debido sobre todo a sus altos niveles de produccion de glicerol (9,3 g/L), muy
superiores al resto. En el resto de parametros estudiados presentdé un comportamiento similar
a la cepa P7-VI, salvo por una mayor produccion de acido acético. Algo que va en contra de
esta cepa es su caracter sensible a las toxinas killer, aunque como se ha indicado quizas esto
no sea tan determinante para su uso en procesos de vinificacion (aptdo. 5.2.3).

Las cepas C9-1 y C9-11 destacaban sobre el resto de cepas aisladas en la bodega Pedro
Casis. Los vinos obtenidos con ambas levaduras presentaron unas propiedades similares (tabla
4.21) dentro de los rangos considerados aceptables. Una mejor capacidad fermentativa
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(tablas 4.16 y 4.20), mejor comportamiento a bajas temperaturas (tabla 4.18) y su fenotipo
K2 parecen jugar a favor de la cepa C9-1.

En la bodega Cooperativa Vinicola Ribera del Cea se destacaba la cepa R8-VI. Esta cepa
produce unos vinos acordes a los estandares de calidad descritos, un buen comportamiento en
fermentacion y un comportamiento optimo a bajas temperaturas (el mejor comportamiento
entre todas las cepas analizadas, ver tabla 4.18). Esta cepa exhibié un fenotipo “killer”
sensible compartido con el resto de cepas analizadas en esta bodega.

Las cepas analizadas en la bodega Vinicola Valmadrigal presentaron comportamientos
discretos, no destacando ninguna sobre el resto. La cepa V8-XVII sin embargo produce vinos
relativamente secos, con un marcado contenido en glicerol y un nivel moderado de acido
acético. Ademas presento6 un aceptable comportamiento a bajas temperaturas y fenotipo K2.

5.3. Caracterizacion aromatica

Quizas uno de los aspectos mas relevantes de este trabajo haya sido la caracterizacion
aromatica de los vinos englobados en la DO «Tierra de Leon», mediante el estudio de vinos
experimentales (elaborados empleando diferentes levaduras autoctonas) y vinos comerciales.
Esta caracterizacion permite destacar la gran “singularidad y peculiaridad” aromatica de los
vinos elaborados con uva Prieto Picudo.

Los vinos experimentales se elaboraron a partir del mismo mosto natural, variando
Unicamente la cepa empleada en cada caso. Resultaron llamativas las grandes diferencias
encontradas tanto en analisis descriptivo sensorial (tabla 4.24 y figura 4.40), analisis GC-O
(tabla 4.29), asi como en su composicion quimica (tabla 4.30). De nuevo los resultados
experimentales indicaban la gran influencia de las levaduras en las caracteristicas
organolépicas del producto final, de acuerdo a los descrito por varios autores (Fleet 2003;
Romano et al. 2003; Swiegers et al. 2005; Hernandez-Orte et al. 2008 ; Swiegers et al. 2009;
Alvarez-Pérez et al., enviado). Recientemente, algunos autores van mas alla y aseguran que
los vinos elaborados empleando cepas autoctonas presentan mejores perfiles aromaticos que
aquellos elaborados mediante fermentacion espontanea o empleando levaduras comerciales
(Callejon et al. 2010; Cortés y Blanco 2010).

Las cepas analizadas se comportaron mediante dos patrones bien diferenciados. Unas
eran capaces de producir en fermentacion altos niveles de ésteres de etilo y acetatos que
aportaban notas de fruta fresca al producto final, mientras otras destacaban por la liberacion
de compuestos tiolados (mercaptanos polifuncionales) presentes en la uva que aportaban
notas a fruta de la pasion.

Sorprendentemente, uno de los mercaptanos polifuncionales, el 4-mercapto-4-
metilpentan-2-ona (4MP), se encontrdo en unas concentraciones similares a los vinos
elaborados con uva Sauvignon Blanc, donde es considerado un marcador varietal (Bouchilloux
et al. 1996). Mateo-Vivaracho et al. (2010) determinaron que los valores encontrados en
varios vinos elaborados con otras variedades siempre eran inferiores a los resultados
obtenidos en los vinos elaborados con uva Prieto Picudo.

Recientemente se ha descrito que el gen ICR7 esta implicado en la liberacion del 4MP
desde su correspondiente presursor cisteinico, ya que codifa para una proteina con funcion
beta-liasa (Roncoroni et al. 2011). Del mismo modo se ha descrito uno de los genes implicados
en la liberacion de otro compuesto tiolado, el 3-mercaptohexanol (MH) (Holt et al. 2011). En
ambos casos se ha demostrado que la sobreexpresion de los genes correspondiente produce
un aumento en la concentracion final, mientras que su deleccién disminuye la concentracion
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hasta niveles no detectable. Parace logico pensar que mediante la modificacion genética
dirigida de las cepas se podria conseguir un aumento en las proporciones de estos compuestos
con la consiguiente mejora de las caracteristicas organolépticas de los vinos.

También resultdé muy llamativa la deteccion mediante GC-O del compuesto 3-metil-but-2-
en-1-tiol (MBT) en dos vinos experimentales (notas herbales/cannabis), resultando el
compuesto mas diferenciador y presentando la mayor intensidad para el vino elaborado con la
cepa C9-1 (tabla 4.28). Este compuesto, comln en cerveza, Unicamente se ha descrito en los
vinos de Sauternes (Francia) (Bailly et al. 2006) y en otro vino comercial perteneciente a la
DO «Tierra de Leon» (San-Juan y Ferreira, comunicacion personal). Algunos autores ponen de
manifiesto la importancia del sulfuro de hidrégeno producido en fermentacion en varios
mecanismos quimicos de generacion de este compuesto y otros tioles (Vermeulen et al. 2005).
Por tanto a falta de estudios mas exhaustivos, se podria apuntar el origen fermentativo de
este compuesto en vinos, altamente dependiente de la cepa empleada en fermentacion.

En cuanto a la influencia de una determinada cepa en el vino obtenido, destaca
especialmente la cepa C9-1 (bodega Pedro Casis). Esta cepa fue capaz de producir los vinos
con un perfil aromatico mas complejo, ya que los compuestos mas diferenciadores obtenian
valores maximos (ver tabla 4.28). Ademas los altos niveles de 4MP detectados en el estudio
GC-0 explican sus notas a frutas de la pasion (figura 4.40) tan valorada por los consumidores
en los vinos jovenes.

Se ha discutido, por un lado, la capacidad fermentativa de las cepas, mientras que ahora
valoramos su capacidad para producir unos perfiles sensoriales adecuados. Desgraciadamente
ambos comportarmientos no siempre estan relacionados y se debe de llegar a una situacion
de compromiso. Es preferible sacrificar una cepa con un comportamiento excelente en
fermentacion si produce vinos sensorialmente desagradables, y viceversa. A modo de
ejemplo, podemos citar la cepa G5-Il. Presentaba un buen comportamiento en fermentacion
(salvo por la produccion elevada de acido acético) (tablas 4.20 y 4.21). Sin embargo tras el
analisis descriptivo sensorial se comprobo su alta puntuacion para el atributo aromatico
“reduccion”, disminuyendo la calidad del producto final. Este resultado descartaria su uso en
procesos fermentativos dirigidos.

5.4. Perspectivas futuras

Todas las conclusiones extraidas de este trabajo se han realizado a partir de procesos
realizados a pequefia escala en laboratorio. Parece logico pensar que seria necesario realizar
un escalado a nivel industrial con alguna de las cepas seleccionadas para comprobar su
comportamiento real. Realizar un proceso a gran escala supone un mayor coste (econémico y
de recursos), por tanto las puebas a pequena escala permiten realizar un rastreo previo del
conjunto de cepas disponibles. En nuestro caso, aunque varias cepas exhibian un
comportamiento adecuado, la cepa C9-1 presentaba un buen comportamiento en todas las
pruebas realizadas, junto con un perfil aromatico mas intenso y complejo. Esta cepa sera un
candidato ideal para elaborar vino en un entorno industrial, de acuerdo a las practicas
empleadas en bodega, a fin de comprobar su comportamiento en una situacion real.

También podria ser interesante realizar vinos coinoculando con 2 o mas cepas
seleccionadas, de manera que pudieran aportar caracteristicas o aromas suplementarios, a fin
de producir vinos mas complejos y equilibrados.

Si alguna de las cepas presentara un comportamiento adecuado, podrian emplearse
rutinariamente en bodega para producir vinos rosados o tintos englobados bajo la DO «Tierra
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de Léon~». Existen métodos descritos para producir un indculo viable con bajo coste y de facil
empleo (Maqueda et al. 2010), no siendo necesario recurrir a la preparacion de cultivos secos
activos (formato en que se suministran las LSAs comerciales).

Existe una creencia que indica que la contribucion de las levaduras no Saccharomyces
(levaduras pertenecientes a los géneros Hanseniaspora, Pichia, Saccharomycodes vy
Zygosaccharomyces, entre otras) aportan mayor complejidad al aroma de los vinos y mejora
la calidad del vino final (Romano 1997; Ciani y Maccarelli 1998). Sin embargo algunas
levaduras no Saccharomyces producen altos contenidos de acido acético ademas de elevadas
concentraciones de ciertos compuestos aromaticos no deseados como el acetato de etilo o del
acetaldehido (Pretorius 2000). Sin embargo los estudios realizados sobre diferentes géneros
de levaduras no Saccharomyces demuestran que el perfil aromatico obtenido es mas amplio
que el encontrado dentro del género Saccharomyces, presentando la capacidad de producir
unas proporciones adecuadas de ésteres y acetatos (Hernandez-Orte et al. 2008; Viana et al.
2008). Ademas estas levaduras presentan una gran capacidad de produccion de enzimas
capaces de liberar compuestos aromaticos a partir de precursores no aromaticos presentes en
la uva, con la consiguiente mejora del aroma de los vinos con ellas producidos (Fernandez et
al. 2000; Mendes Ferreira et al. 2001; Hernandez-Orte et al. 2008). Varios autores han
realizado un estudio del comportaminento en fermentacion con mezclas de cultivos (no
Saccharomyces junto con S. cerevisiae) obteniendo comportamientos dispares en cuanto a la
produccion de compuestos aromaticos (Ciani et al. 2006; Moreira et al. 2005, 2008) e incluso
en las cinéticas de crecimiento durante el proceso de fermentacion (Moreira et al. 2005; Ciani
et al. 2006; Mendoza et al. 2007).

En el presente trabajo se han considerado fermentaciones dirigidas por una Unica
levadura pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. Ciertamente, esta levadura
presenta presenta la mayor capacidad fermentativa y es capaz de producir y liberar (a partir
de precursores presentes en la uva) una gran cantidad de compuestos aromaticos durante la
fermentacion, de hay que se haya ganado el titulo de “levadura del vino” (Pretorius 2000;
Swiegers et al. 2005). Algo que se podria considerar en un futuro seria emplear como
iniciadores de fermentacion una mezcla de levaduras, S. cerevisiae junto con alguna cepa no
Saccharomyces. La correcta eleccion de la cepa “complementaria” y el ratio de inoculo entre
ambas cepas puede dar lugar a unos vinos con unas mayores proporciones en polisacaridos,
perfiles aromaticos adecuados y un contenido en acido acético moderado (Ciani et al. 2010;
Domizio et al. 2011). Es conveniente recordar que se dispone de una coleccion de levaduras
no Saccharomyces aisladas directamente desde la uva, que junto con la coleccion de cepas
aisladas de entornos fermentativos, pueden dar lugar a combinaciones interesantes de cara a
la obtencion de un producto de calidad empleando levaduras con una regionalidad
contrastada.
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10.

11.

La microbiota de levaduras vinicas de la especie Saccharomyces cerevisiae perteneciente
a las 5 bodegas analizadas de la DO «Tierra de Ledn» es muy diversa como quedd
demostrado tras el aislamiento de un total de 119 cepas diferentes.

La mayor parte de las cepas aisladas se consideran autéctonas de bodega ya que se
aislaron especificamente en una determinada bodega, incluso en dos o mas de las
cosechas analizadas, no siendo posible su deteccion en el resto de bodegas analizadas. .

La proporcion de levaduras consideradas autoctonas de la variedad (aquellas que
aparecen en dos o méas bodegas) fue relativamente baja (9 de 119 cepas aisladas).
Destacar la aparicion de una cepa en cuatro de las cinco bodegas estudiadas.

La presencia de cepas de S. cerevisiae en uvas de la variedad Prieto Picudo es pobre junto
con una excasa variabilidad, ya que Unicamente se pudo aislar una cepa que en ningul caso
se detect6 en bodega. Dicha cepa podria considerarse como una levadura autoctona de la
variedad.

Las cepas de S. cerevisiae analizadas (un total de 30) mostraron una alta variabilidad
fenotipica y enoldgica.

Las cepas aisladas en bodega presentaron una mayor eficiencia fermentativa en relacion a
la cepa aislada directamente desde la uva.

Las cepas de S. cerevisiae tienen una influencia muy alta sobre el perfil aromatico de los
vinos con ellas producidos.

Las cepas de S. cerevisiae caracterizadas destacan por presentar dos patrones bien
diferenciados: aquellas cepas capaces de producir vinos con altos niveles de ésteres de
etilo y acetatos (notas a fruta freca), mientras que otras son capaces de liberar
compuestos tiolados (mercapatonos polifuncionales) a partir de presurosores inodoros
presentes en el mosto.

Los vinos elaborados con la variedad de uva Prieto Picudo muestran un perfil aromatico
muy complejo, caracterizado por la presencia de niveles destacables de ésteres de etilos
y acetatos (notas frutales), asi como de terpenoides, norisoprenoides y mercaptanos
polifuncionales.

En algunos de los vinos elaborados con la variedad Prieto Picudo se ha detectado del 3-
metilbut-2-entiol (MBT) altamente infrecuente en vinos (evoca notas herbales/cannabis),
unicamente detectado en vinos Sauternes (Francia).

Los niveles de de 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona (4MP) (responsables de notas a fruta
de la pasion) detectados en los vinos elaborados a partir de uva Prieto Picudo son
elevados, del orden a los encontrados en los vinos elaborados con la variedad Sauvignon
Blanc, donde este compuesto es considerado como un marcador varietal.
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