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Resumen

Este trabajo se centra en la técnica de identificacion de microorganismos MALDI-TOF,
enfocando su uso en la de levaduras enolégicas y en concreto, comparando la poblacion

microbiana de la vinificacion tradicional con la de la maceracion carbonica.

Desde hace afios el método de vinificacién clasico comienza por el despalillado y
estrujado de la uva; sin embargo, existe otra forma de elaboracion, la llamada de maceracion
carbonica. Es un proceso protagonizado por el metabolismo anaerobio que ocurre en las

bayas de uva intactas, sin estrujar, en ambientes enriquecidos en CO».

La identificaciébn de microorganismos presentes durante la vinificacion permite tener un
mayor control de las elaboraciones y por lo tanto, asegurar un producto final de calidad. La
técnica de identificacion microbiana MALDI-TOF se fundamenta en la espectrometria de
masas y se basa la separacién de iones formados de acuerdo con su relacion masa/carga.
El tiempo de vuelo de estos iones permite crear un espectro Unico basado en un peffil

protéico para cada microorganismo.

El hecho de que la técnica MALDI-TOF esté enfocada al entorno sanitario, nos ha
obligado a optimizar dicho equipo para su uso en levaduras enoldgicas. Por ello, el objetivo
de este estudio se ha centrado en comprobar la efectividad de la técnica para la identificacion
de levaduras vinicas, complementandola con otra técnica identificativa ampliamente
utilizada, como es la secuenciacion, y a continuacion observar si existen diferencias

poblacionales entre la vinificacién clasica y la vinificacion por maceracién carbénica.

Todo el proceso se ha llevado a cabo en el Instituto de las Ciencias de la Vid y el Vino
(ICVV) y el Complejo Cientifico Tecnolégico de la Universidad de La Rioja durante la
Vendimia 2020. Gracias a este estudio, se ha concluido que MALDI-TOF es una técnica
adecuada para la identificacién de levaduras enolégicas, por la alta efectividad y fiabilidad
de los resultados, y por la rapidez con la que éstos se obtienen. Ademas, su precio por
muestra es menor al de otras técnicas. Cabe resaltar, que la clave de estos buenos

resultados es tener una base de datos completa y actualizada.



Abstract

This work focuses on the MALDI-TOF microorganism identification technique, focusing its
use on the identification of enological yeasts more specifically, comparing the microbial

population of traditional winemaking with carbonic maceration.

For years, the classic winemaking method has started with the destemming and crushing
of the grapes; however, there is another way of making it, the so called “carbonic maceration”.
It is a process led by anaerobic metabolism that occurs in intact grape berries, without

squeezing, in environments enriched in CO2.

The identification of microorganisms present during the vinification process allows to have
a greater control of the elaborations, and therefore, to ensure a final quality product. The
MALDI-TOF microbial identification technique is based on mass spectrometry and is based
on the separation of ions formed according to their mass / charge ratio. The time of flight of
these ions allows to create a unique spectrum based on a protein profile for each

microorganism.

The fact that the MALDI-TOF technique is focused on the healthcare environment has
forced us to optimize this equipment for use in enological yeasts. For this reason, the
objective of this study has been focused on verifying the effectiveness of the technique for
the identification of wine yeasts, complementing it with another widely-used identification
technique such as sequencing, and observing if there are population differences between

classic winemaking and winemaking vinification trough carbonic maceration processes.

The entire process has been carried out at the Institute of Vine and Wine Sciences (ICVV)
and the Technological Scientific Complex of the University of La Rioja during the 2020
Harvest. Thanks to this study, it has been concluded that MALDI-TOF is a suitable technique
for the identification of enological yeasts due to their high effectiveness and reliability of
results, the speed which they are obtained with, and their lower price per sample comparing
it to other techniques. But it should be noted that the key to these successful results is having

a complete and up-to-date database.
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1. Introduccion
1.1. Lavinificacion por maceracion carbodnica.

De forma general, se denomina “vinificacion por maceracion carbonica” al proceso
que engloba los fendmenos quimicos, fisicos y microbiolégicos que tienen lugar
espontdneamente en las bayas de uva intactas, sin estrujar, en ambientes anaerobios.
El conjunto de estos fendmenos se conoce como “metabolismo anaerobio” (MA) de las
uvas, o como “fermentacion intracelular (FI)* (Flanzy et al., 2010). Cuando nos referimos
a dicha fermentacion, estamos hablando de la produccién de etanol y otros compuestos
exclusivamente por las enzimas enddgenas de las uvas, a partir de los metabolitos que
contienen. La vinificacion por maceracién carboénica (MC) induce rapidamente este
metabolismo en la uva, ya que aprovecha el enriquecimiento inicial con CO; de la
atmosfera del deposito de vinificacion lo que desencadena procesos diferentes a los que

se presentan durante la respiracion.

Tangue de vendimia
Lhaa entera » Ol
(afadir evadura; sulfitato; aftadir fartrat)
Bd
”2_ F(f-l”(‘: ':'?;:j' Viendimia
1* atapa de fermentacion « Cipitin
WA . — ;E—*" | (enmquecimisnio)
b NCImila
- Uvas enteras en anagrcbiosis gasacsa  « Opcidn
FAL ., | . Uvas enieras en anasrobiosis bquida  (cambios incrementados y prolongados
M Mesio procedente de wwas aplasiadas  SNire fase sdlida y fase liquida
COMOTesiEn [remomados, afadir enzenas, ...] al fnal
por - - d= la fase)
T e i
e Y
Ta20d
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Premca T
Mosto e flor o, Moswode =
Mesto de llor prensado superior
2% etapa de fermentacion al ot fior
— * Oiperidn
2°C | {lermentaciones separadas o tras mezclar
FAL hlosto de flor y (o) el mosio de ligrima y el de prensado)
de prensado acabando
FhiL de fermentar = Opeidn

(cormplemento de ennquecirmienta)

Figura 1.- Esquema de la vinificacion por maceracion carbénica. (Flanzy et al 2009). (MA=metabolismo
anaerobio de la uva; FAL= fermentacion alcohdlica por levaduras; FML= fermentacion malolactica; M=

maceracion).

Segun Flanzy et al. (2010), en el proceso de MC se establecen dos fases claramente
diferenciadas que se pueden observar en la Figura 1. La primera fase comienza cuando

la uva entera se vierte en los depdsitos llenos de CO; (exdgeno) sin prensado ni sulfitado
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previo. A partir de ese momento, las uvas del interior del depdsito se presentan de tres
formas: uvas enteras en la atmdsfera gaseosa empobrecida en oxigeno, uvas que al
caer o por el aplastamiento de la vendimia liberan mosto que es fermentado por
levaduras y uvas enteras y raspones flotando o suspendidas en el mosto de las uvas
estrujadas. Durante esta primera fase coexisten tres fendmenos diferentes: una Fl de
las uvas enteras que se encuentran en la atmosfera enriquecida en CO,, una
fermentacion del mosto por microorganismos y la maceracién de las partes sélidas en
el mosto en fermentacién. Tras un tiempo variable de esta primera fase se obtiene
“mosto yema” que en gran parte ya esta fermentado, d=1000-1010, y la vendimia que
todavia tiene azucares y tras su prensado pasara a ser el “mosto prensa” con una alta
densidad de entre 1020-1050.

En la segunda etapa tras el descube se producen las fermentaciones protagonizadas
por microorganismos: la fermentacion alcohdlica (FA) por levaduras y la fermentacion
malolactica (FML) por bacterias lacticas. Estas fermentaciones pueden llevarse a cabo

en el mosto yema y prensa, aislada o conjuntamente.

En la Denominacion de Origen calificada Rioja (D.O.Ca. Rioja) cada vez son mas las
bodegas que incluyen entre sus vinos los de MC, adaptando sus instalaciones a las
necesidades de este tipo de vinificacion. Ademas, ha despertado un gran interés entre
productores de diferentes paises con mayor o menor tradicion viticola. Se ha asentado
la utilizacién de esta técnica en Francia (Beaujolais nouveau) y se ha empezado a
implantar en paises como ltalia, Rumania, Yugoslavia, Bulgaria, Japén, Canada, USA,
Australia, etc. (Flanzy et al. 2010). En cuanto a Espafia, esta técnica ha existido en forma
de MC no estricta como método tradicional de elaboracion de vinos en Rioja, muy

practicada por cosecheraos o cooperativas principalmente en Rioja Alavesa.

En cuanto a las diferencias entre el sistema de vinificacion de vinos tintos clasico y
por MC, en el primero la vendimia se despalilla y estruja, esto conlleva que los granos
se rompan quedando el mosto libre. Por ello, durante el encubado coexisten dos
fendmenos: la maceracion de los hollejos rotos en el mosto y la FA de éste por las
levaduras. Una vez se agotan los azucares es cuando se da por finalizada la FA, se
descuba y se obtiene el vino yema y el vino prensa. A partir de ese momento las
levaduras no vuelven a actuar. Por lo tanto, podemos destacar tres diferencias
importantes entre las dos técnicas: en el sistema clasico no existe el MA, se aplica
sulfuroso en el encubado y se estruja y despalilla. Ademas, en la vinificacion por MC el
vino prensa suele ser de mayor calidad que el vino yema, en el sistema clasico

generalmente ocurre lo contrario.

10
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Primera etapa

Para que comience el MA es necesario reducir el contenido de O en el depésito a
niveles inferiores al 1%. De hecho, el nivel de CO; contenido en el depdsito va a ser el
principal desencadenante del MA. En este periodo de tiempo se producen fenémenos
de sintesis y/o degradacién (produccion de etanol y compuestos secundarios,
transformacién de &cidos organicos, pectolisis, proteolisis, sintesis de compuestos
aromaticos) y fenébmenos de difusion de CO,, polifenoles y etanol. EI CO, va a ser
absorbido por las uvas, que lo transformaran en diferentes sustratos. Posteriormente,
serd compensado por el que expulsaran las bayas al realizar la fermentacion

intracelular.

Al igual que ocurre en la FA conducida por levaduras, en la FlI se genera etanol y
productos secundarios. Sin embargo, la concentracidn de etanol esta limitada al 2% v/v.
La acidez total de la uva disminuye en el MA, debido a la degradacion de acido malico
sin aumento simultaneo del 4cido lactico. El contenido en sustancias pécticas disminuye
progresivamente con el MA, lo que conlleva una modificacién de la estructura de la
pared de la baya con la consiguiente pérdida de resistencia mecéanica y liberacién del
mosto que incrementara la fase liquida del depdésito. En cuanto a los compuestos
nitrogenados, se produce un aumento de los aminoacidos libres, pero va acompafado
de una desaparicibn muy acusada del amoniaco y de un descenso continuo del
nitrdgeno proteico. Ciertos metabolitos evolucionan, formando precursores de aromas
gue posteriormente seran transformados por el metabolismo microbiano. Las sustancias
polifendlicas se difunden en mayor o menor medida, dependiendo del compuesto, desde

el hollejo hacia la pulpa, observandose una extraccion progresiva de color.

Todos estos fendmenos ocurren exclusivamente gracias al sistema enzimatico de la
uva. Pero como es logico, hay relacion entre el metabolismo de dentro de la baya y el
medio que le rodea. Los factores que condicionan el MA son la temperatura de la

vendimia, el tiempo y grado de hipoxia y por supuesto, la integridad de la cosecha.

Segun Flanzy et al. (2010), las mejores condiciones para el desarrollo del MA son
una temperatura comprendida entre los 30-32°C y una duracién variable en funcién del

producto a obtener entre 5-8 dias.

De forma simultanea al MA o Fl dentro de las uvas intactas, en el mosto liberado en
el deposito se produce la FA por levaduras. La fermentacion del mosto va a depender,
ante todo, de la composicién de éste, de los microorganismos presentes y de factores
como el pH, temperatura u O; disuelto. EI medio dentro del depdsito se encuentra en

continuo cambio, lo que hace que las levaduras y bacterias estén obligadas a adaptarse

11
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al constante aporte de nutrientes y elementos de crecimiento por parte de las bayas que
se van rompiendo. Hay que destacar por lo tanto esta diferencia entre la MC y la

vinificacion clasica, donde los nutrientes estan prefijados desde el encubado.

Otro aspecto importante por tratar es el bajo contenido en O, que hay en la MC.
Aungue las levaduras y las bacterias lacticas sean anaerobias facultativas, necesitan al
principio pequefas cantidades de O, para mantener su viabilidad (Ribéreau-Gayon et
al. 2003). En la vinificacion clasica las levaduras sintetizan gracias a aportes de O; en
los remontados &cidos grasos de cadena larga, que son considerados factores de
supervivencia. Para solventar ese problema en la MC, las levaduras utilizan la pruina

del hollejo de la uva, constituida principalmente por el acido oleico.

Segunda etapa

En la segunda etapa de vinificacion, tras el descube, finalizaran las fermentaciones

alcohdlica y malolactica.

El MA hace que la composicion del mosto de uva que va a fermentar cambie,
incrementandose el contenido en nutrientes, lo que hace que los mostos de MC tengan
poblaciones de levaduras mayores que en la vinificacion tradicional en el momento del
descube. Ademas, el continuo enriquecimiento del medio liquido provoca diferentes
condiciones de multiplicacién celular, lo que puede producir una seleccion de
microorganismos distinta. Esta cuestion va a ser el eje principal de estudio en este

trabajo.

También se ha descrito un crecimiento elevado de bacterias lacticas, que se ven

favorecidas por este tipo de vinificacion (Flanzy et al., 2010).

Las dos circunstancias anteriores (mayor poblacién de levaduras y bacterias en el
descube) favorecen el acabado de ambas fermentaciones. La elevada presencia de
bacterias lacticas ademas de favorecer la FML, que frecuentemente se superpone a la
FA, puede provocar alteraciones lacticas si hay cantidades altas de azucares. Cabe
destacar que es una situacion poco frecuente ya que el final de la FA se ve igualmente
muy favorecido. Sin embargo, el aumento de bacterias lacticas puede conllevar un

aumento de la acidez volatil.

Por todos los motivos anteriormente descritos, los vinos de MC tienen un acabado
muy rapido tras el prensado, lo que favorece que se obtengan vinos estabilizados

biol6gicamente mucho antes y, por lo tanto, puedan anticiparse en la salida al mercado.

12



Nerea Estalayo Ochoa TFG 2020/2021

Caracteristicas de los vinos de MC

En los vinos de MC el vino prensa suele ser de mayor calidad que el de yema. En
general, los vinos de MC tienen menor densidad, extracto seco y azlcares reductores,
aungue mayor pH y menor acidez total (Etaio et al., 2008). Esto se debe a la degradacion
del 4cido mélico en la primera etapa, a la mayor difusion de potasio y a que la FML se
produce rapidamente. Por ello, son vinos redondos y de consumo rapido, lo que a su
vez dificulta su envejecimiento. El CO, que sigue apareciendo en el vino durante un
tiempo en forma de aguja, asi como la gran carga aroméatica, hace que estos vinos sean
muy caracteristicos y diferenciables (Gonzalez-Arenzana et al., 2020), describiéndose
como florales y afrutados, con menores indices de polifenoles Totales (IPT) que los de

vinificacion clasica, debido a un menor contenido en catequinas y procianidoles.
1.2. Las levaduras presentes en vinificacion.

Actualmente, existen unos 100 géneros de levaduras y unas 700 especies, pero sélo
20 de ellas son importantes en el @&mbito de la enologia (Gil Gonzalo, 2019). Los criterios
de clasificacién taxonémica han pasado de estar basados en aspectos morfol6gicos a

métodos basados en el analisis de ADN.

En las uvas la comunidad microbiana esté integrada por mohos y al final de la fase
de maduracion empiezan a aparecer las levaduras. ElI 50-70% de las levaduras
corresponden con especies apiculadas, pero éstas varian segun el clima. La especie
Kloeckera (K.) apiculata predomina en climas frios y Hanseniospora (H.) uvarum lo hace
en climas calidos (Carrascosa et al., 2005). La poblacién de la especie Saccharomyces
(S.) cerevisiae, muy escasa en las uvas y el mosto inicial, va aumentando a medida que
avanza el proceso fermentativo y acaba siendo la levadura predominante en la
elaboracion de vino. Las causas son claras, tiene un alto poder fermentativo, resiste las
temperaturas elevadas, tolera el alcohol, también las condiciones anaerobias, y los

sulfitos (Carrascosa et al., 2005).

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, tanto en la
superficie de las uvas como en el ambiente de la bodega (suelo, depdésitos, prensas,
etc). Sin embargo, la presencia de unas especies u otras van a ser caracteristicas de la
zona de produccion, y de las condiciones generales de elaboracion. Esto se debe a que
factores como las condiciones meteoroldgicas, el grado de madurez de la vendimia, el
uso de pesticidas y fungicidas son determinantes en la distribucién espacial y temporal
de las levaduras. Tradicionalmente las bodegas utilizaban esas levaduras autdctonas
del ambiente, pero como no todas las cepas se adaptan igual a las diferentes
condiciones de vinificacién, en la actualidad la tendencia implica la inoculacién de

13



Nerea Estalayo Ochoa TFG 2020/2021

levaduras secas activas (LSA) (Gutiérrez Fernandez De Piérola, 2018). Este método
permite seleccionar la cepa de levadura deseada para llevar a cabo la FA, reproducir
las caracteristicas del vino todos los afios y evitar paradas de fermentacion, asegurando
una rapida puesta en marcha de ésta (Bauer y Pretorius, 2000; Fleet y Heard, 1993). En
los dltimos afios se ha fomentado la seleccion de levaduras autdctonas de cada region

para que el vino tenga unas caracteristicas sensoriales propias de la zona vitivinicola.

Con el fin de fomentar la utilizacion de distintas especies de levaduras en el campo
de la enologia para dar identidad propia a los vinos se han realizado numerosos estudios
sobre las levaduras no-Saccharomyces (Escribano-Viana et al., 2018). Estas especies
tienen su mayor protagonismo al principio de la fermentacion. Entre ellas nos
encontramos a los géneros Candida, Debaryomyces, Dekkera, Hanseniaspora,
Metschnikowia, Pichia, Torulaspora y Zygosaccharomyces (Heard y Fleet, 1985). Tras
crecer durante los 2-3 primeros dias de fermentacion acaban muriendo por intoxicacién
del etanol. A la vez que éstas van disminuyendo, las cepas de S. cerevisiae empiezan
a multiplicarse hasta tomar todo el protagonismo de la FA. Sin embargo, aunque las
levaduras no-Saccharomyces solo aparecen al principio de la fermentacion, producen
compuestos que pueden influir en gran medida en la calidad del vino (Fleet y Heard,
1993). La relacion entre levaduras no-Saccharomyces/Saccharomyces es un indicador
que nos permite observar los cambios quimicos y sensoriales durante la fermentacion.
Algunos autores indican que la diferencia principal entre estos dos grupos de levaduras
es la capacidad de las no-Saccharomyces para producir enzimas como esterasas,
glicosidasas, lipasas, B-glucosidasas, proteasas o celulasas que interactian con
compuestos presentes en el vino (Carrascosa et al.,, 2005). Su presencia en la
vinificacion conllevaria un aumento del rendimiento de ciertas etapas de la vinificacién
(maceracion, filtracion y clarificacion), ademas de un incremento de la extraccién de
color y aromas (Charoenchai et al., 1997). Cabe destacar que S. cerevisiae no es una
gran productora de enzimas. Por lo tanto, fomentar este tipo de levaduras no-
Saccharomyces nos permitiria reducir la adicién de enzimas exdgenas y obtener vinos

mas “naturales” con caracteristicas organolépticas definidas.

Las especiales condiciones de la MC podrian hacer que las levaduras que participan
en la vinificacion sean diferentes en nimero y especies. Es por ello interesante realizar
una adecuada caracterizacion e identificacion de las levaduras presentes en ambos

métodos de vinificacion.
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1.3. Identificacion de levaduras mediante la técnica MALDI-TOF.

Los primeros métodos que se empezaron a utilizar para caracterizar e identificar
levaduras fueron los llamados métodos clasicos. Estos se apoyaban en la morfologia de
las colonias, su tipo de reproduccion o sus propiedades fisiologicas, como la capacidad
fermentativa, asimilacion de azlcares y nitratos o resistencia a diferentes temperaturas
(Carro y Pifia, 2007). Sin embargo, estas caracteristicas pueden cambiar segun las
condiciones de cultivo (Yamamoto et al., 1991). Posteriormente, se utilizaron técnicas
basadas en las proteinas totales de las levaduras, patrones de isoenzimas y analisis de
acidos grasos por cromatografia de gases. Debido a su poca fiabilidad y
reproducibilidad, ya que dependian del estado fisiolgico de la levadura en cuestion, se
acabaron sustituyendo por los métodos moleculares (Carrascosa et al., 2005). Estas
Ultimas técnicas basadas en el andlisis del genoma son independientes del estado
fisiologico de la célula. Estos métodos se dividen en dos grupos, los que identifican a
nivel de cepa y los que lo hacen a nivel de especie. Algunos autores indican que es
necesaria la utilizacién de varias de las técnicas para cerciorarse la identificacion a nivel
de cepa (Fernandez-Espinar et al., 2001; Pramateftaki et al., 2000; Baleiras Couto et al.,
1996).

Recientemente se ha empezado a utilizar la espectrometria de masas para la
identificacion microbiana a nivel de especie, principalmente en el entorno sanitario, y
cada vez mas en la microbiologia de los alimentos. En el campo de la enologia son muy
escasos los trabajos que utilicen esta tecnologia para la identificacién de levaduras y

bacterias.

La espectrometria de masas es una técnica de identificacién basada en la separacion
de los iones formados de acuerdo con su relacibn masa/carga (m/z). Se genera una
informacién bidimensional, denominada espectro de masas, determinado por la
estructura quimica del compuesto analizado. El espectrémetro de masas debe ser capaz
de volatilizar la muestra, originar iones a partir de esta, separarlos en funcién a su masa
y carga y finalmente, detectarlos y registrar la informacion obtenida adecuadamente
(Hoffmann y Stroobant, 2007). Como se muestra en la Figura 2 los espectrémetros de
masas estan formados por cuatro componentes: un sistema de inyeccién directo o por
sistemas de entrada cromatografico, una fuente de ionizacion formadora del haz de
iones en estado gaseoso, un analizador de masas, responsable de la separacion por su
relacion masa/carga, y un sistema detector y registrador que detecte, procese y

amplifique de la sefial.
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Figura 2.- Esquema componentes espectrometria de masas (MS).

El elemento fundamental del espectrémetro de masas es el analizador. Los hay de
varios tipos, pero el mas utilizado en microbiologia es el analizador de tiempo de vuelo
o también llamado TOF (Time Of Flight). Su fundamento se basa en la aplicacién de un
potencial eléctrico a una muestra sélida que hace que se formen iones acelerados que
viajaran por un tubo de vuelo en vacio hasta el detector. De esta forma, los iones de
mayor masa se desplazaran mas lentamente que los que tengan una menor masa v,

por lo tanto, tardaran mas en llegar al detector (Figura 3).
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Electrodo  Electrodo
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Figura 3.- Esquema analizador tiempo de vuelo (TOF).

Otro punto importante para el correcto funcionamiento de la espectrometria de masas
es la desorcion laser. Es la parte donde a través de un pulso laser de alta intensidad se
generan iones que seran los que se analizaran en funcion de la masa. Tras afios de

investigacion se llego a la conclusion de que la técnica que mejores resultados obtenia
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era utilizar un laser ultravioleta sumergiendo la muestra en una matriz (Karas et al.
1987). De esta forma se conseguia una ionizacion suave que proporcionaba fragmentos
correctos para la identificacion de moléculas labiles (Croxatto et al., 2012).

En enologia es muy interesante su utilizacién en la microbiologia enolégica para
poder caracterizar levaduras y bacterias mediante su huella peptidica (Plamen et al.,
1999). Esta huella se consigue mediante la hidrélisis de las proteinas del
microorganismo a estudiar. De esta forma, se genera un espectro de masas Unico para
cada microbio. Gracias a la base de datos del equipo, se puede comparar la huella
objeto de estudio y asi identificar la levadura o bacteria que se desee. Por lo tanto, hay
gue destacar que la técnica MALDI-TOF permite la identificacion rapida y fiable de

proteinas sin conllevar un coste elevado en comparacion con otras técnicas.
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2. Objetivos

El Trabajo Fin de Grado de Enologia que lleva por titulo “Estudio de la microbiota
presente en vinificacion por maceracion carbonica mediante espectrometria MALDI-

TOF” se planted con los siguientes objetivos:

1. Optimizar la técnica de identificacibn de microorganismos MALDI-TOF en
levaduras enoldgicas.

2. Comparar la eficacia de esta técnica con otras utlizadas habitualmente
(secuenciacion ADN).

3. Estudiar y comparar las levaduras presentes en la vinificacion por MC y en la

vinificacion clasica mediante la técnica MALDI-TOF.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Vinificaciones.

Las vinificaciones se llevaron a cabo con la uva de la variedad Tempranillo
procedente de la parcela ubicada en la Finca La Grajera, propiedad del Gobierno de La
Rioja. Se realizaron vinificaciones por triplicado (n=3) por MC y por el método clasico o

tradicional de despalillado estrujado.

El dia 22 de octubre se realizé una prevendimia en la misma finca donde
posteriormente se realizo la vendimia, con el fin de preparar un pie de cuba natural para
inocular los depésitos. Se cosecharon 300 kg de uva (unas 20 cajas), que se estrujaron
y despalillaron para después sulfitarlas con 20 mg/l de SO; y colocarlas en depdésitos a
25°C para favorecer la fermentacion. El pie de cuba se utilizé para que las levaduras
procedentes de la prevendimia que ya habian comenzado la fermentacién arrancasen
rapidamente los depdésitos del ensayo sin necesidad de sembrar con levaduras
comerciales. Esta idea surgi6é a partir de la experiencia del afio anterior en este tipo de
vinificaciones por MC a pequefia escala, en las que se observé una alteracién en el
proceso de vinificacion debido al retraso en el arranque de la FA en el mosto del fondo

de los depdsitos de MC.

La vendimia se realizé el 25 de octubre de 2020 en cajas, obteniendo una cantidad
final de 2.000 kg de uva (alrededor de 130 cajas). Las cajas de uva fueron distribuidas
aleatoriamente en 6 lotes, tres de los cuales se destinaron a vinificacién por MC, y los

otros tres a vinificacion clasica por despalillado y estrujado (Figura 4).
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Tempranillo: 2000 kg

Depésitos de 270 kg

Elaboracion Tradicional v Maceracion Carboénica

N

Cd

Pie de cuba: afiadir en cada depdsito:
- 25 L del mosto en fermentacion

Figura 4.- Esquema depositos de vinificacion.

Los depositos utilizados para las elaboraciones tenian una capacidad de 270 kg y eran
especificos para la vinificacién por MC, ya que la boca del depésito era mas ancha para
facilitar la entrada de los racimos enteros. Son depésitos de poca altura para evitar la
excesiva rotura de las bayas por el peso de la vendimia y tienen una puerta de descube
de mayor tamafio para facilitar la evacuacion de las partes sélidas. Estos depésitos se
llenaron manualmente con los racimos contenidos en las cajas correspondientes. Los
depositos para las vinificaciones clasicas se llenaron por gravedad con la pasta
procedente de la despalilladora-estrujadora y se sulfitaron a razén de 40 mg/L. Tanto
las uvas enteras como la pasta se adicionaron en los depdésitos que contenian 25 L del
pie de cuba preparado tres dias antes y 2 cajas de uva estrujada y sulfitada a razon de
40 mg/L. Esta adicion de uva estrujada en los depésitos de MC se realiz6 para simular

la rotura de uvas que tiene lugar en las vinificaciones industriales por este sistema.

Una vez llenados los depositos de MC, se realizaron remontados de
homogeneizacién diarios a lo largo de todo el proceso de encubado, vaciando por la

tuberia inferior 30 litros de mosto en cubos y afiadiéndolos por la superficie de los
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depésitos. En los depdsitos despalillados y estrujados la homogeneizacion se llevo a

cabo mediante bazuqueo. Todos los depdsitos se colocaron en cdmara a 30°C.
3.2. Seguimiento de las fermentaciones alcohdlicay malolactica.

En el caso de la FA, se midio diariamente la densidad y la temperatura para controlar
la fermentacion. En el caso de la MC se midié ademas la temperatura de la masa de
racimos. En el momento en que el mosto de los depdsitos alcanzé una densidad de
1.000, se dio por finalizada la primera etapa de vinificacion. La elaboracion tradicional
se descubd, prenso y trasegd. En la MC se sangré el mosto-vino de lagrima y las partes
sblidas se prensaron en prensa neumatica vertical. Por lo tanto, en este caso los

depositos de la MC se dividieron en dos fracciones: prensa (MCP) y lagrima (MCL).

El vino de todos los depdsitos se trasegd a depdsitos de 30 y 50 L donde tuvo lugar
la FML de forma espontanea. Se tomaron muestras una vez por semana para controlar
el inicio de dicha fermentacion, y una vez comenz6 a degradarse el acido malico por
accion de las bacterias lacticas se muestre6 cada dos dias. El control de la FML se llevo
a cabo mediante el andlisis de los acidos malico y lactico con el autoanalizador Miura
One, TDI. Tras finalizar la FML, los depdsitos se sulfitaron a razén de 40 mg SO,/ L de
vino. Durante un mes, se estabilizé el vino manteniendo los depésitos entre 8-10°C y

posteriormente se procedio al embotellado.
3.3. Estudio de la poblacién de levaduras y aislamiento de colonias.

En total se realizaron 5 muestreos: en el pie de cuba procedente de la prevendimia
(Toma 0), a las 24 horas del encubado (Toma 1), en fermentacién tumultuosa con
densidad 1.025 (Toma 2), al final de la FA con densidad 1.000 (Toma 3) y tras la FML
(Toma 4).

Se estudio la poblacion de levaduras presentes en diferentes momentos de la
elaboracion en cada una de las vinificaciones. Se realizaron recuentos de levaduras en
los 5 momentos citados anteriormente en cada una de las fermentaciones y se
caracterizaron las diferentes especies de levaduras presentes mediante la técnica

MALDI-TOF. En total se aislaron e identificaron 750 levaduras.

Para el recuento de levaduras utilizo el sistema de diluciones decimales sucesivas
escogiendo diferentes diluciones de las muestras segun el momento de elaboracién en
el que nos encontrabamos. De cada toma se recogia un tubo Falcon del cual se seriaban
diluciones de hasta 10° del mosto/vino. Se sembraron en superficie 100 pl de cada
dilucion en placas Petri que contenian medios de cultivo sélidos y estériles preparados

en el laboratorio.
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Para el aislamiento de levaduras totales se utilizé el medio GYP (glucosa 20 g/L,
peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, agar 20 g/L y 3 mL de cloranfenicol 25 g/L en
etanol) en condiciones de aerobiosis a 25°C durante 2 dias. Para las levaduras no-
Saccharomyces se utilizé YPD (glucosa 20 g/L, peptona 20 g/L, extracto de levadura 10
g/L, agar 20 g/L) adicionado con cicloheximida (0,003 L de cicloheximida 25 g/L en
etanol) para inhibir el crecimiento de S. cerevisiae y estudiar la presencia de levaduras
no-Saccharomyces. Para detectar las levaduras del género Brettanomyces en los vinos
terminados (Toma 4), se utilizé el medio DBDM (YNB 67 g/L, agar 20 g/L, etanol 0,06 L,
cicloheximida 0,01 g/L, p-cumérico 0,1 g/L y verde bromocresol 0,022 g/L) en
condiciones de anaerobiosis a 25°C durante 21 dias. Una vez sembradas las diluciones,

todas las placas se incubaron segun las condiciones ideales para cada levadura.

Tras realizar los recuentos de la placa en la dilucion que contenia entre 30 y 300
unidades formadoras de colonias (UFC), se aislaron 10 elegidas al azar en nuevas
placas Petri con el mismo medio y encubando bajo las mismas condiciones, excepto en
el pie de cuba, que se aislaron 25 en cada uno de los medios. Una vez se observo
crecimiento en las placas tras sucesivas siembras y pases, que aseguraron cultivos
puros de especies Unicas aisladas y conservadas independientemente, se procedio a la
identificacién de los microorganismos mediante la técnica espectroscépica MALDI-TOF,
MS.

3.4. Técnicade espectrofotometria de masas MALDI-TOF.

Para llevar a cabo esta técnica se utiliz6 el equipo de espectrometria de masas
MALDI Biotyper de la casa comercial Bruker (Figura 5), que se encuentra en las

instalaciones de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad de La Rioja.
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Figura 5.- Equipo MALDI Biotyper.

3.4.1. Preparacién de las muestras

Para la identificacién de las colonias de levaduras se pueden utilizar tres métodos
para procesar los microorganismos aislados: transferencia directa placa, extraccion
corta con &cido férmico en placa y la extraccion larga en diferentes etapas con etanol y

acido férmico.

Los dos primeros métodos citados siguen los mismos pasos en un principio. Se
coloca una pequefia cantidad del material biolégico (una pelicula delgada de un cultivo
de 24 horas) con la ayuda de un palillo, esterilizado previamente, en cada pocillo de los
96 que contiene la placa metélica (Figura 6). En el caso de la extraccion corta en placa,
se aflade 1 pL de &cido férmico al 70% sobre el cultivo fresco que rompe la pared celular
de las levaduras y asi se consigue una extraccion directa de las proteinas. Siempre se
ha de dejar un pocillo libre para poner 1 uL del patrén, muestra de Escherichia coli que
sirve para calibrar el equipo. Seguidamente, se afiade 1 pL de matriz HCCA (incluido al
patron) sin dejar que transcurran 30 minutos. Finalmente se deja secar de nuevo y se
analiza. Hay algunas especies que necesitan una extraccion del cultivo previa a la
preparacion de la placa, por lo que se les realiza una extraccion larga en diferentes

etapas. En un tubo de centrifuga Eppendorf con 300 pL de agua HPLC se introduce una
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pequefia cantidad de la muestra con ayuda de un asa de siembra. Se agita con el vortex
hasta que la disolucién sea homogénea. Posteriormente se adicionan 900 uL de etanol
absoluto y se vortea de nuevo. A continuacion, se introduce el tubo en la centrifuga
durante 2 minutos a 13.000 rpm. De esta forma, las proteinas sedimentan en la parte
inferior del tubo, por lo que se elimina el sobrenadante con ayuda de una micropipeta.
Para cerciorarnos de que se evapora todo el etanol restante, se deja el tubo abierto
minimo 15 minutos. Trascurrido ese tiempo, se afiaden 25 pL de &cido férmico al 70%
y se mezcla bien con ayuda de la punta de la micropipeta y el vortex. Posteriormente se
adicionan 25 UL de acetonitrilo y se centrifuga durante 2 minutos a 13.000 rpm. Se
transfiere 1 pL del sobrenadante al pocillo de la placa MALDI-TOF y se deja secar. Al
igual que en los métodos anteriormente descritos, se deja un pocillo libre para poner 1
UL del patron. Para finalizar, se afiade 1L de la matriz HCCA (1 puL extra al patrén) y

se deja secar a temperatura ambiente.

e

Figura 6.- Placa metalica para equipo MALDI Biotyper.

Para evitar posibles confusiones durante la preparacion de la tarjeta metalica, se
utilizan unas plantillas con la numeracion y distribucién de cada pocillo. Tras los andlisis
es de gran importancia limpiar la placa meticulosamente con etanol al 70% y TFA al

80% siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3.4.2. Reactivos utilizados
Se prepararon los siguientes reactivos:

e Etanol al 70%: se utiliza para la limpieza de la tarjeta MALDI.

e Acido trifluoroacético (TFA) al 80%: es importante manejarlo en campana y con
guantes, debido a su alto poder corrosivo. También se utilizé para la limpieza de
la placa.

e Acido férmico al 70%: su funcion es extraer las proteinas con etanol/ ac. férmico.

e Solvente organico: para su preparacién (1,5 ml) se emplea 475 uL de agua
HPLC, 500 pL de acetonitrilo y 25 pyL de TFA. Manejarlo siempre en campana y
con guantes. Se utiliza para reconstruir la matriz y el patrén BTS.

e Solucion matriz: acido a-ciano-4-hidroxicinamico que esta contenido en un tubo
liofilizado al que se afiade 250 uL de solvente organico. Hay que conservarla en
un lugar oscuro, envuelto en papel de aluminio para una total proteccion.

e Solucion Bruker Bacterial Test Standard (BTS): es el patrén utilizado en este

equipo. Se le afiaden 50 pL al tubo proporcionado por Bruker.
3.4.3. Interpretacién de los resultados

Una vez preparada la placa, ésta se introduce en el aparato que hace el analisis y la
identificacion de forma automatica. El software del MALDI Biotyper genera unos

informes similares al que aparece en la Figura 7.
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Figura 7.- Informe de resultados de identificacion MALDI Biotyper.

En estos informes se recoge informacién sobre la especie identificada (se dan dos
opciones siendo la primera la mas coincidente), el porcentaje con el que el software
identifica la cepa comparandola con los espectros guardados en la base de datos,
sugerencias de coincidencias en espectros diferentes e interpreta los resultados

clasificandolos con ayuda de colores y simbolos.

Los resultados se muestran en verde cuando identifica un microorganismo en género
y especie y el valor de puntuacion de la identificacion se encuentra entre 2,00-3,00.
Significa, por lo tanto, que la identificacion es de alta confianza y el simbolo que se
representa es (+++). Si el valor de puntuacion se encuentra entre 1,70-1,99 se muestra
el microorganismo identificado en amarillo, con el simbolo (+), lo que indica que la
identificacion es de baja confianza. Por ultimo, cuando el valor de puntuacion esta entre
0,00-1,69, con el simbolo (-) y en color rojo, aparece el texto “no es posible la
identificacion del organismo”. Si se detecta una puntuacién de 0,00 significa que “no se

encontraron picos” y por lo tanto no fue posible la identificacion. En los dos dltimos
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casos, se optd en primer lugar por repetir la muestra, y si tampoco se obtenia

identificacion, por mandar el ADN del microorganismo a secuenciar.
3.5. Identificacién de levaduras mediante secuenciacion del ADN.

Las muestras que no se pudieron identificar mediante MALDI Biotyper se identificaron
por secuenciacion. Para ello, se procedié a amplificar la region D1/D2 del gen codificante
del rRNA 26S mediante PCR usando los primers NL1 y NL4 (Cocolin, 2000). Para
identificar las especies de levaduras se utilizaron los cebadores y condiciones descritos
por Kurtzman et al. (1998) y que se detallan en la Tabla 1. Antes, se realizd la extraccion
y purificacion del ADN: se prepararon tubos Eppendof con 1 mL de solucién salina, se
inocularon con las muestras y con ayuda de un vortex se resuspendié la muestra. Tras
introducir las muestras en una microcentrifuga 5 minutos a 13.000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se afiadieron 250 L de buffer de lisis (B-mercaptoetanol) a -20°C. Se
dejo reposar durante 10 minutos y posteriormente se incub6 a 100°C otros 10 minutos.
A continuacion, se vorte6 el tubo Eppendorf en caliente, se centrifugd durante 3 minutos
a 13.000 rpm y se seleccion6 el sobrenadante que se guardé en el frigorifico listo para

ser secuenciado.

Tabla 1.- Cebadores y condiciones de la PCR universal de levaduras (Kurtzman et
al., 1998).

Cebadores (secuencia5” — 3°) Fragmento Cono_llf:lon_e,s de
amplificado (pb) amplificacion
3
min
NL1 94°C 1 ciclo
1
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 94°C | min
52°C | 45s 36
NL4 580 720C | 2 | ciclos
min
GGTCCGTGTTTCAAGACGG 720C 1 ciclo
4
min

Los productos de PCR se purificaron y se secuenciaron por Macrogen Inc. Facilities
(Seoul, South Korea), para determinar el género y especie de levadura. Las secuencias
resultantes fueron comparadas en la base de datos GenBank del NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.org) usando la BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) para obtener la identificacion correcta (>98%) de la especie de levadura a la que

pertenecia cada colonia aislada.
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4. Resultados y discusion

4.1. Validacién de la técnica MALDI-TOF para identificar levaduras

enologicas.

4.1.1. Identificacion de levaduras enoldgicas.

Como ya se ha mencionado en la introduccién (apartado 1.3), el método MALDI-TOF

utiliza la huella peptidica de cada microorganismo para crear un espectro propio de cada

especie que se compara con los espectros que conforman la base de datos del equipo

MALDI Biotyper para dar asi una identificacion a nivel de especie. Con el objetivo de

valorar la utilidad de esta técnica para el estudio de levaduras enoldgicas, se testaron

42 clones pertenecientes a 33 especies y a 19 géneros de levaduras asociadas a

ambientes enoldgicos cuya identidad era conocida. Estas levaduras procedian, de forma

mayoritaria, de la coleccion espafiola de cultivos tipo (CECT), aunque algunas de ellas

fueron aisladas por el grupo GESVIN formando parte del banco de levaduras del Instituto

de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV). En la Tabla 2 se muestra la procedencia de

cada una de las especies de levaduras y los resultados de identificacién obtenidos con

el método MALDI-TOF.

Tabla 2. Especies de levaduras enolégicas testadas en el equipo MALDI-TOF.

Especie Procedencia (c6digo) -Resullt.ado.de 2
identificacion

Brettanomyces bruxellensis CECT (1009) Correcta
Brettanomyces bruxellensis ICVV Correcta
Candida glabatra CECT (1448) Correcta
Candida pararugosa ICVV Correcta
Candida sarbosa ICVV Correcta
Candida stellata CECT (11110) Correcta
Candida vini CECT (10053) Correcta
Citeromyces matritensis CECT (1073) Correcta
Cryptococcus albidus CECT (1073) Correcta
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Cryptococcus magnus CECT (1103) Correcta
Debaryomyces hansenii CECT (10386) Correcta
Dekkera bruxellensis CECT (11045) Correcta
Dekkera bruxellensis CECT (1010) Correcta
Hanseniaspora guilliermondii CECT (11027) Correcta
Hanseniaspora uvarum CECT (1444) Correcta
Kluyveromyces marxianus CECT (1446) Correcta
Lachancea thermotolerans ICVWV Incorrecta
Metschnikowia pulcherrima CECT (10546) Correcta
Metschnikowia pulcherrima ICVV Incorrecta
Metschnikowia reukaufii CECT (10395) Correcta
Pichia anomala CECT (10590) Correcta
Pichia anomala CECT (1114 Correcta
Pichia fermentans CECT (1455) Correcta
Pichia kluyveri ICVV Correcta

Pichia kluyveri var. kluyveri ICVV Correcta
Pichia membranafaciens CECT (1115) Correcta
Saccharomyces bayanus CECT (1941) Correcta
Saccharomyces bayanus CECT (10013) Correcta
Saccharomyces cerevisiae ICVV Correcta
Saccharomyces cerevisiae ICVV Correcta
Saccharomyces paradoxus CECT (1939) Correcta
Saccharomyces pastorianus CECT (1940) Correcta
Saccharomyces ludwigii ICVV Correcta
Schizosaccharomyces pombe CECT (1379) Correcta
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Torulaspora delbrueckii CECT (10651) Correcta
Torulaspora delbrueckii ICVV Correcta
Torulopsis glabatra ICVV Correcta
Williopsis spp. ICVV Correcta
Zygosaccharomyces bailii ICVV Correcta
Zygosaccharomyces bailii CECT (11042) Correcta
Zygosaccharomyces rouxii CECT (1232) Correcta
Zygosaccharomyces veronae ICVV Correcta

Tal y como se puede observar en la Tabla 2, de las 42 levaduras testadas, solo dos
especies no fueron identificadas por el equipo MALDI Biotyper, lo que equivalia a un 5%
de ausencia de identificacion inicial. En ambos casos, los resultados del analisis
indicaban la presencia de picos, pero no era posible la identificacion. El andlisis de
ambas cepas mediante secuenciacion indico que pertenecian a las especies Lachancea

(L.) thermotolerans y Metschnikowia (M.) pulcherrima.

Al analizar la base de datos del equipo se observé que ninguna de las dos especies
estaba incluida en la misma. Dada la importancia de estas levaduras no-Saccharomyces
y su frecuente aparicion en las vinificaciones, decidimos ampliar la base disponible con

estos microorganismos.

Con el objetivo de incluir estas levaduras en la base de datos de Bruker MALDI
Biotyper, el servicio de laboratorios de la Universidad de La Rioja, siguiendo las
indicaciones del equipo técnico de la empresa Bruker, procedié a la inclusiéon de los
espectros de ambas levaduras. Nuestra tarea en el proceso fue proporcionar extractos
de 10 colonias de cada una de las especies anteriores, obtenidas segun el método largo
de extraccion que se describe en esta memoria. De esta forma el equipo quedd
optimizado para identificar dichos microorganismos en el caso que apareciesen entre

los aislados de las muestras.
4.1.2. Optimizacién del protocolo de extraccién.

Una vez completada y actualizada la base de datos para la identificacion de las
especies de levaduras enolégicas mas comunes, se puso a punto el protocolo de

preparacion de los aislados de levaduras.
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Debido a la variabilidad entre los diferentes microrganismos que se pueden identificar
por este método, existen protocolos diferentes de preparacion de las muestras antes de
su andlisis (Bruker, 2015). Hay algunas especies que necesitan una extraccion del
cultivo previa a la preparacién de la placa, otras en la que la extraccion se hace
directamente en la placa mediante la adicién de 1 yL de &acido férmico al 70% sobre el
cultivo fresco, y también hay microorganismos que no nhecesitan ningudn tipo de

extraccion.

La inclusién directa de la colonia a identificar en la placa sin extraccion es el método
mas sencillo y barato, ya que es mas rapido y no utiliza ningin aditivo. La extraccion
directa en la placa mediante la adicion de 1 pL de acido formico sobre el pocillo de la
placa alarga y encarece un poco el proceso, y finalmente la extracciéon previa fuera de
la placa y posterior colocacion de 1 pL de extracto en el pocillo de la placa alarga
considerablemente el tiempo de preparacion de las placas.

Se identificaron las levaduras del listado anterior por el método MALDI-TOF
siguiendo las tres técnicas detalladas en el apartado de materiales y métodos (apartado
3, subapartado 3.1.1), los resultados obtenidos (datos no mostrados) indicaron que el
analisis con la inclusion directa en placa del cultivo sin extraccién no lograba identificar
la totalidad de las levaduras. Sin embargo, tanto la extraccién en placa con &cido
férmico como la extraccioén larga fuera de la placa si lo conseguian. Por ello, se eligio la
extraccion directa en placa con 1 yL de acido férmico para la identificacion de levaduras
por el método MALDI-TOF, por ser un método mas corto, barato e igualmente fiable que

la extraccion larga.

4.1.3. Comparacién de los resultados con otros métodos de identificacion.

En general, del total de las identificaciones llevadas a cabo, los resultados de
identificacion por MALDI-TOF aportaron un 85 % de identificaciones correctas, siendo
un 15% de los aislados los que no pudieron ser identificados por dicha técnica. La
identificacion de ese 15% se llevé a cabo por secuenciacion de ADN. Las cepas no
identificadas pertenecian a las especies Starmerella (St.) bacillaris, Trigonopsis (Tr.)
cantarelli y Tr. variabilis. Al analizar las levaduras presentes en la base de datos se pudo
comprobar que ninguna de estas tres especies estaba incluida en la misma. Estas
levaduras tampoco se incluyeron en el screening inicial debido a que no son especies

habitualmente descritas en ecosistemas vinicos (Tabla 2).

Otro factor a tener en cuenta es la rapidez de este método de identificacion. Entre la
preparacion de la placa y el andlisis del equipo, analizar 96 muestras conllevan

solamente unas 2-3 horas de trabajo. Sin embargo, otro método molecular de

31



Nerea Estalayo Ochoa TFG 2020/2021

identificacion utilizado como la secuenciacion conlleva dias de trabajo: realizar la PCR,
el envio de las muestras, el tiempo de analisis requerido por el laboratorio externo y la

recepcion e interpretacion de los resultados.

En cuanto al precio por analisis en reactivos (calibrante: 0,02 €/muestra y matriz 0,26
€/muestra) se estima unos 0,28€ por muestra. A este valor habria que sumar la
amortizacién de la placa reutilizable (470 €) y la amortizacion y mantenimiento del

equipo de analisis. Por el contrario, la secuenciacion alcanza unos 5 € por muestra.

Un inconveniente de este método es que no todas las muestras se identificaron en el
primer analisis. Un 25% del total de las muestras identificadas por el método MALDI-
TOF tuvieron gue ser repetidas hasta su correcta identificaciébn o ser analizadas por

otros métodos.

En base a estos resultados, se puede afirmar que el método MALDI-TOF es una
técnica rapida y eficaz en la identificacion de un porcentaje elevado de levaduras
enologicas. Otros autores (Lartigue, 2013) han llegado a resultados similares,
mostrando que la técnica tiene un porcentaje de fallo que se puede compensar con la
secuenciacion genética posterior de las cepas no identificadas. En nuestro estudio
hemos visto que todos los fallos estaban relacionados con la no inclusién de los
microorganismos a identificar en la base de datos. Por ello, la técnica es muy adecuada,
pero es requisito que las especies estén incluidas en la base de datos del equipo. En el
caso del equipo disponible en la Universidad de La Rioja la solucion pasaria por ir
incluyendo en la base de datos nuevos microorganismos gue se vayan identificando o

en adquirir una nueva base de datos mas completa.

4.2. Comparacion de la poblacion de levaduras presente en las
vinificaciones por maceracion carbdnica y por despalillado y

estrujado, en los diferentes momentos de la elaboracion.

En total, se analizaron por esta técnica 750 colonias de levaduras de las cuales un
7% procedian de la toma O (pie de cuba), un 8% de la toma 1 (a las 24 h del encubado),
un 28% de la toma 2 (en fermentacion tumultuosa), un 17% de la toma 3 (a fin de FA) y
un 40% de la toma 4 (tras la FML).

4.2.1. Especies de levaduras identificadas en el pie de cuba.

En la primera fase de muestreo (toma 0) se tomd una muestra del pie de cuba que
se prepar6 para sembrar los vinos de MC. En esta etapa de la vinificacion se emplearon
dos medios de cultivos, GYP para detectar levaduras totales, e YPDcc para detectar
levaduras no-Saccharomyces. La Unica diferencia entre ambos medios de cultivo es la
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presencia de cicloheximida en el medio YPDcc. Las levaduras de la especie S.
cerevisiae son muy sensibles a este compuesto. Por ello, en nuestro estudio lo
adicionamos a uno de los medios con el objetivo de estudiar la diversidad de levaduras

no-Saccharomyces presentes sin la interferencia de las levaduras S. cerevisiae.

En la Figura 8 se muestran los porcentajes de cada especie de levadura detectada

en el pie de cuba en ambos medios de cultivo.

GYP YPDcc

Hanseniaspora
uvarum
42%

Saccharomyces
cerevisiae
54%

Hanseniaspora
uvarum
100%

T Metchnikowia
pulcherrima
4%

Figura 8.- Porcentaje medio de cada una de las especies de levaduras identificadas en GYP e YPDcc

en el pie de cuba.

Como se puede observar en la Figura 8 en el medio de cultivo GYP se detect6 un
54% de levaduras pertenecientes a la especie S. cerevisiae, un 42 % fueron
identificadas como H. uvarum y el 4 % restante como M. pulcherrima. Sin embargo, en

el medio YPDcc la totalidad de los aislados se identific6 como H. uvarum.

Tal y como era previsible, en el pie de cuba S. cerevisiae suponia aproximadamente
la mitad de la poblacion de levaduras. Hay que tener en cuenta que el pie de cuba
llevaba 3 dias encubado y no hay que olvidar que esta especie en estadios iniciales no
suele ser la mayoritaria. Ademas, se observé que H. uvarum era practicamente la otra
mitad poblacional, lo que coincide con lo establecido por otros autores (Ribereau-Gayon,
2003). Esta especie fue la Unica aislada en el medio para no-Saccharomyces, YPDcc.
Por otro lado, en el medio GYP fue posible identificar un porcentaje pequefio (4 %) de
otra especie no-Saccharomyces, M. pulcherrima, que habitualmente se detecta también
en etapas iniciales de la FA (Heard y Fleet,1985), sin embargo, dicha especie no se
detect6 en el medio YPDcc que recordamos se empled precisamente para la detecciéon

de especies de levaduras no-Saccharomyces.

33



Nerea Estalayo Ochoa TFG 2020/2021

4.2.2. Especies de levaduras identificadas a las 24 horas del encubado.

Tras 24 horas de encubado (toma 1) se recogieron muestras en los 6 depdsitos que
contenian las elaboraciones tradicional y MC, ambas por triplicado. En este caso todas

fueron inoculadas en el medio GYP para detectar levaduras totales.

En la Figura 9 se muestran los porcentajes de cada especie de levadura detectada

24 h después del encubado en el medio GYP.

Star mer. el//ﬂ o Starmerella bacillaris Hanseniaspora
bacillaris Metc.hn/kf)wm 13,3+£11,5% uvarum
13,345,7% sirensis 6,7+ 11,5%

3,3%5,7%

Saccharomyces

cerevisiae Saccharomyces
+26 59 Metchnikowia \ cerevisiae
+50,0426,5% pulcherrima o 80,0+0,0%
< 3,3£5,7% \\\-—__4-‘//

Figura 9.- Porcentaje medio y desviacion estandar de cada una de las especies de levaduras
identificadas a las 24 h del encubado en las elaboraciones de maceracion carbonica (MC) y de elaboracion

tradicional por despalillado y estrujado (DE).

Como se puede observar en la Figura 9 en la elaboracion tradicional (DE) S.
cerevisiae fue el 50% del total de levaduras identificadas. Sin embargo, en la MC su
porcentaje aumenté y pasd a ser el 80% de la poblacion de levaduras aisladas
identificada. En el DE se encontr6 mas diversidad de levaduras no-Saccharomyces.
Aparecidé H. uvarum en un 30%, St. bacillaris en un 13,3% y las levaduras M. sirensis y
M. pulcherrima igualados con un 3,3 %. Por otro lado, en la MC estas dos Ultimas
levaduras no se detectaron, mientras que St. bacillaris se mantuvo en un 13,3% y H.

uvarum estuvo presente en un porcentaje cinco veces menor que en DE, un 6,7%.
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Los resultados de la elaboracion tradicional coinciden con la teoria citada en la
introduccion en referencia a la presencia moderada del género Saccharomyces al inicio
de la fermentacién. Sin embargo, en la MC el porcentaje aumenta. Este hecho podria
deberse a que en esta vinificacion las condiciones de los depdésitos en las primeras 24
horas (menos dosis de sulfuroso y menor dilucion del pie de cuba, conllevando mayor
proporcion inicial de levaduras fermentadoras), favorecieron el desarrollo de las
levaduras presentes en el pie de cuba, principalmente la especie fermentadora por
excelencia S. cerevisiae. Por este motivo, la FA se produjo de forma rapida (datos no
mostrados) tal y como indicaban Flanzy et al. (2010) por lo que también las levaduras
S. cerevisiae fueron mas abundantes en los depdsitos de MC vy la diversidad fue menor.
Otro motivo de esa elevada presencia de S. cerevisiae en MC, podria ser que esta
especie se adapta mejor a las condiciones de anaerobiosis que se encuentran en el

depdsito durante el encubado de la vinificacién por MC.

4.2.3. Especies de levaduras identificadas en fermentacion alcohdlica

tumultuosa.

Durante la FA (toma 2) se muestredé a densidad 1.025, pero en este caso se
muestrearon 9 depdsitos en total porque cada depésito vinificado por MC dio lugar a dos
fracciones, lagrima (MCL) y prensa (MCP), ademas de la elaboracion tradicional por
despalillado y estrujado (DE).

Al fijar el muestreo de esta toma 2 a densidad 1.025, en DE y MCL las muestras se
recogieron antes del descube mientras que los depésitos de MCP se muestrearon tras
el descube. Todas las muestras se sembraron en el medio de cultivo GYP para detectar

levaduras totales y en YPDcc para aislar levaduras no-Saccharomyces.

En la Figura 10 se muestran los porcentajes de cada especie de levadura detectada

en FA tumultuosa en el medio de cultivo GYP.
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Figura 10.- Porcentaje medio y desviacion estandar de cada una de las especies de levaduras
identificadas en fase tumultuosa de la FA en las elaboraciones de maceracion carbénica lagrima (MCL),

maceracion carbdnica prensa (MCP) y de vinificacion tradicional por despalillado y estrujado (DE).

Tal y como era de esperar, en plena fermentacién tumultuosa S. cerevisiae que es la
levadura fermentadora por excelencia, fue la mayoritaria con el consiguiente descenso
de las levaduras no-Saccharomyces respecto a los muestreos anteriores (Carrascosa
et al., 2005). En la Figura 10 se puede apreciar que S. cerevisiae se identific6 en un
83,3% en la MCL y aument6 a un 100% en la MCP. Sin embargo, en la vinificacion
tradicional (DE) el porcentaje fue de un 93.3%, intermedio entre las otras dos
elaboraciones. En cuanto a las levaduras no-Saccharomyces, solo se detectaron dos
especies en GYP, St. bacillaris en un 13,3% en MCL y en un 6,7% en DE y H. uvarum

que solo aparecieron en un 3,3% en la MCL.

Las fracciones que en esta toma serian comparables son la DE y MCL porque en
ambos casos el mosto analizado lleva los mismos dias fermentando y en condiciones
similares. Como se puede observar, la distribuciéon de levaduras entre ambas

vinificaciones es muy similar. Sin embargo, la fraccion MCP se obtuvo posteriormente a
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partir de la fermentacion del mosto procedente de uvas enteras que dieron lugar a un
mosto con alta concentracion de azuUcares. Estas diferencias se tradujeron en
diversidades de especies diferentes, siendo S. cerevisiae la Unica identificada con GYP
en la MCP.

Curiosamente, la diversidad de levaduras descrita anteriormente en los depdsitos de
MC de la toma 1, fue practicamente la misma que la descrita en la FA tumultuosa de la
MCL.

En la Figura 11, mostrada a continuacion, se detallan los porcentajes de cada especie
de levadura detectada en fermentacion tumultuosa en el medio de cultivo YPDcc. A
pesar de que la cicloheximida se utiliz6 para inhibir levaduras de la especie S.
cerevisiae, podemos observar que se detectaron levaduras de esta especie, aunque en
menor porcentaje que en el medio GYP. Ello podria deberse a diferencias en la
resistencia a este compuesto dentro de los diferentes clones de S. cerevisiae presentes

en el depésito de fermentacion (Pozo Moreno, 1991).
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Figura 11.- Porcentaje medio y desviacion estdndar de cada una de las especies de levaduras
identificadas en YPDccen fase tumultuosa de FA en las elaboraciones de maceracion carbénica lagrima
(MCL), maceracion carbonica prensa (MCP) y de vinificacion tradicional por despalillado y estrujado (DE).

Se aprecio también que la identificacion de especies no-Saccharomyces fue mucho
mayor en el medio YPDcc que en el GYP, tal y como se esperaba, porque ese medio

se empled con esa finalidad.

Si nos centramos en la Figura 11, se puede observar como H. uvarum predominé en
las elaboraciones MCL (46,7%) y DE (40,0%), sin embargo, no se detecté esta especie
en la MCP. St. bacillaris por el contrario, si aparecio en las tres elaboraciones, en un
46,7% en la MCP, con un 40,0% en MCL y en un 33,3% en la elaboracion tradicional.
Solamente en esta Gltima vinificacion se identificé una nueva levadura, Metschnikowia

(M.) fructicola, con un 3,3% de media.
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En esta etapa de vinificacion nos volvimos a encontrar con que la microbiota presente
en DE y MCL fue similar y diferente a MCP. Las razones serian similares a las indicadas

en el muestreo de 24 horas.

4.2.4. Especies de levaduras identificadas al final de la fermentacién

alcohélica.

La toma 3 se realiz6 una vez terminada la FA en el medio GYP para detectar
levaduras totales. Se muestrearon las vinificaciones de MC lagrima, prensa y
despalillado/estrujado por triplicado.

En la Figura 12 se muestran los porcentajes de cada especie de levadura detectada

en fin de FA en el medio de cultivo GYP.

MCL MCP
S. cerevisiae S. cerevisiae
ioo 0+0,0% 100,0+0,0%

DE

St. bacillaris
3,315,7%

S. cerevisiae
96,715,7%

Figura 12.- Porcentaje medio y desviacion estandar de cada una de las especies de levaduras
identificadas en GYP en fase al final de FA en las elaboraciones de maceracion carbénica lagrima (MCL),

maceracion carbénica prensa (MCP) y de vinificacion tradicional por despalillado y estrujado (DE).
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La totalidad de las cepas que se identificaron tras acabar la FA fueron S. cerevisiae
en las muestras de MCL y MCP., excepto en la vinificacion clasica (DE) donde se detectd
un pequefo porcentaje de St. bacillaris (3,3%) gue continlla acompafiando a la levadura
S. cerevisiae, que es el agente microbioldgico encargado de completar la FA, de ahi su
presencia mayoritaria en etapas fermentativas. Sin embargo, en este caso en particular,
en la elaboracion tradicional se detect6 otra especie de levadura no-Saccharomyces,
St. bacillaris, aungque con un porcentaje minoritario. Segun algunos autores, el pequefio
porcentaje de levaduras no-Saccharomyces que sobreviven y por lo tanto contribuyen a
la fermentacion, podrian influir de forma directa en la calidad organoléptica del vino final
(Gutiérrez-Lopez, 2017).

4.2.5. Especies de levaduras identificadas al final de la fermentacién

malolactica.

En la ultima fase del muestreo (toma 4) se recogieron muestras de las tres
vinificaciones por triplicado (maceracion carbdnica lagrima, prensa y despalillado vy
estrujado) una vez finalizada la FML. Las muestras se inocularon en el medio de cultivo

GYP para detectar levaduras totales y en el medio DBDM para aislar Brettanomyces.

A continuacién, en la Figura 13 se muestran los porcentajes de cada especie de

levadura detectada en el pie de cuba en ambos medios de cultivo.
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Figura 13.- Porcentaje medio y desviacion estandar de cada una de las especies de levaduras
identificadas en GYP al final fermentacion malolactica de maceracién carboénica lagrima (MCL), maceracion

carbonica prensa (MCP) y de vinificacién tradicional por despalillado y estrujado (DE).

Como se puede comprobar en la Figura 13, en el medio de cultivo GYP se detect6
un 100% de levaduras S. cerevisiae en la MC tanto en la lagrima como en la prensa,
exactamente igual que el resultado observado en la etapa anterior. Sin embargo, en la
vinificacion tradicional, S. cereviae fue un 80% de los aislados totales, apareciendo tres
especies diferentes que no se habian detectado en todo el proceso de elaboracion:
Filobasidium (F.) capsuligenum, Lodderomyces (L.) elongisporus y Rhodotorula (R.)
mucilaginosa. Ciertos autores destacan la importancia de estudiar estas especies poco
convencionales no solo por el impacto que tienen en los vinos finales, sino también, por
la alta tolerancia que tienen al alcohol o a los altos pHs como en es el caso de L.
elongisporus, aspecto muy interesante teniendo en cuenta la subida de estos debido al

cambio climatico (Ruiz et al., 2019).
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A continuacion, se muestra en la Figura 14 se muestran los porcentajes de las

levaduras identificadas en el medio de cultivo DBDM.

M CL Trigonopsis M CP

variabilis
Trigonopsis 11,0%
variabilis
35,0%

Trigonopsis
cantaroelll Trigonopsis
65,0% cantarelli
N h 89,0%
Trigonopsis
variabilis

25,0%

Trigonopsis
cantarelli
75,0%

Figura 14.- Porcentaje medio de cada una de las especies de levaduras identificadas en DBDM al final
FML de maceracion carboénica lagrima (MCL), maceraciéon carbonica prensa (MCP) y de vinificacion

tradicional por despalillado y estrujado (DE).

Como se puede observar en la Figura 14, en el medio de cultivo DBDM, selectivo
para Brettanomyces, no se aislé ninguna cepa de dicha especie. Sin embargo, fueron
dos las especies detectadas en este medio: Trigonopsis (T.) cantarelli y Trigonopsis (T.)
variabilis. T. cantarelli identificada en un 65,0% en MCL, un 75,0% en MCP y con un
89,0% en DE. y T. variabilis aislada en un 35.0%, 25,0% y 11,0% respectivamente.
Barbosa-Portugal (2012) afirma que T. cantarelli se ha relacionado con alteraciones
sensoriales, desviaciones aromaticas y evoluciones a colores marrones en los vinos,
pero en menor medida que Brettanomyces. Aunque no hay olvidar que su presencia no
se detectd con el medio GYP, por lo que su importancia entre las levaduras totales no

debia ser muy elevada, sino una mera presencial residual.
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5. Conclusiones

Bajo las condiciones de trabajo en que se realizd este estudio, se pueden establecer

las siguientes conclusiones:

1. El método MALDI-TOF es un sistema rapido, barato y eficaz para la identificacion
de levaduras enoldgicas debido al porcentaje tan elevado (85%) de levaduras
identificadas. Cabe destacar que no todos los aislados fueron identificados en el
primer analisis.

2. Para la identificacion correcta de levaduras por el método MALDI-TOF es
requisito indispensable que los microorganismos a identificar estén incluidos en
la base de datos MALDI Biotyper.

3. El método méas adecuado de preparacion del cultivo de levaduras para su
identificacion por la técnica MALDI-TOF es la extraccion directa en placa con
acido férmico.

4. Ladiversidad de levaduras analizada por el método MALDI-TOF fue mayor en la

elaboracion tradicional que en las vinificaciones por maceracion carbénica.

En términos generales, se podria concluir que la técnica de MALDI-TOF es
perfectamente valida para el estudio de diversidad microbioldgica de levaduras en la
vinificacién, siempre y cuando la base de datos sea completa y esté actualizada. El
porcentaje de fallo se puede compensar con la secuenciacion de las cepas no

identificadas.

Al aplicar esta técnica a la comparacion de levaduras presentes en la vinificacion por
maceracion carbénica y por el sistema despalillado y estrujado, se pudo observar que
la diversidad de levaduras fue mayor en la elaboracion tradicional que en las
vinificaciones por maceracion carbonica, especialmente tras la fase de fermentacion

alcohdlica tumultuosa.
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