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Datos del centro

El estudio se ha llevado a cabo en los laboratorios del Campus Sescelades en la Universitat
Rovira i Virgili, dentro del grupo de investigacion de Biotecnologia Enoldgica, a cargo de la Dra.

Maria Jesus Torija Martinez.

El grupo consta de diferentes lineas de investigacion relacionadas con los microorganismos
involucrados en la produccién del vino, las levaduras y las bacterias lacticas. Concretamente,
yo me he incorporado a la linea de investigacion sobre levaduras, donde se trabaja en el
desarrollo de técnicas para la identificacion y cuantificacién de las levaduras a lo largo de la
fermentacién, en el estudio de las interacciones entre levaduras Saccharomyces y no-
Saccharomyces, en el estudio de diferentes estrategias microbiolégicas para reducir el
contenido de etanol de los vinos y en la produccién de compuestos bioactivos por parte de las

levaduras, principalmente enfocado a la sintesis de melatonina.

Ademas, como el grupo forma parte de la Facultad de Enologia, tiene a su disposicién las
instalaciones de la bodega Mas dels Frares, donde se hacen fermentaciones experimentales

para diversos estudios.



Resumen y palabras clave

En anteriores investigaciones se han observado interacciones entre una cepa de Lachancea
Thermotolerans (Lt2) y una cepa de Torulaspora delbrueckii (Td5) cuando comparten medio de
cultivo. Visto el comportamiento de ambas especies, se quiere determinar el mecanismo de
interaccion entre las cepas Td5 y Lt2. Para ello, se realizaron fermentaciones secuenciales y
fermentaciones mixtas (coinoculaciones) en mosto sintético con ambas cepas. En unas de las
fermentaciones secuenciales se mantenia Td5 en el momento de inocular Lt2, ademas, se
afiadian 100 mg/L de nitrégeno asimilable (YAN). En las otras fermentaciones secuenciales, se
eliminaba Td5 antes de la inoculacién de Lt2 y la adicidon de nitrédgeno asimilable. Con estas
metodologias se quiso comprobar si los problemas de fermentacién observados se debian a la
falta de nutrientes, a la secrecidon de alguna molécula o la accién combinada de ambos. Las
fermentaciones se analizaron midiendo la cinética de fermentacion, mediante andlisis de
densidad del mosto, y midiendo la evolucion de la poblacién de levaduras, mediante densidad
Optica, siembra en placa y PCR cuantitativa (qPCR). Los resultados obtenidos fueron similares a
los estudios anteriores, observandose una inhibicién del crecimiento entre las cepas cuando se
coinoculan en ratio 1:1 y en inoculaciones secuenciales filtradas. Sin embargo, se observa una
sinergia en la fermentacidon secuencial cuando ambas levaduras mantienen contacto.
Analizando los resultados se concluye que la falta de nitrégeno asimilable no es la causa de la
inhibicidn de la fermentacidn, por lo que se requieren mas investigaciones para conocer el

mecanismo de la inhibicién.

Palabras clave: Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans, Interacciones entre

levaduras, no-Saccharomyces y Fermentacion alcohdlica.



Introduccion

El vino y su microbiologia

El mosto de uva es un sustrato que contiene varios tipos de microorganismos, donde puede
darse el crecimiento de diversidad de levaduras con capacidad de fermentarlo, convirtiendo el
contenido inicial de azucar en etanol, CO, y otros subproductos. El agente mas importante de

la fermentacidn alcohdlica es Saccharomyces cerevisiae.

La poblacion de microorganismos de las uvas incluye hongos filamentosos, levaduras vy
bacterias con diferentes caracteristicas fisioldgicas y diferente impacto sobre la calidad del
vino final. En 1998, Kurtzman & Fell describieron la poblacion de levaduras asociadas a la uva
en 15 géneros diferentes: Dekkera/Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora/Kloeckera, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, y Zygosaccharomyces.
Posteriormente, esta clasificacidn se ha ido modificando hasta mas de 40 géneros de levadura
diferentes por el aislamiento e identificacion de nuevas especies, asi como la reclasificacion de
algunas especies, como Candida zemplinina, actualmente conocida como Starmerella bacillaris

(Revisado por Romano et al., 2019).

La presencia de levaduras en la superficie de las uvas puede variar en niveles cualitativos y
cuantitativos también en funcién de los tratamientos agroquimicos y de la region donde se
cultiva. Estas comunidades microbianas se relacionan con rasgos climaticos especificos,
estableciendo una relacién entre las condiciones ambientales del vifiedo y los patrones de

habitado de los microorganismos.

El uso de S. cerevisiae como cultivo iniciador es la practica mas extendida en la elaboracién del
vino. En las Ultimas décadas, numerosos estudios (Ciani et al., 2016; Ciani et al., 2010; Ciani &
Comitini, 2019; Petitgonnet et al., 2019) han descrito la importancia de las levaduras no-
Saccharomyces en la mejora de la complejidad aromdtica del vino. En este contexto, se
propone la inclusién de ciertas levaduras no-Saccharomyces junto con S. cerevisiae para

mejorar las propiedades quimicas y sensoriales del vino.

Fermentacion alcoholica

El alcohol que caracteriza la mayoria de la bebidas fermentadas es resultado del metabolismo
de las levaduras, que convierten el azlicar presente en el sustrato (fruta, cereales, ...) y otras
fuentes de carbono en etanol. A partir de azlicares como la glucosa se dan las reacciones de

glucdlisis y fermentacién alcohdlica dando como resultado la siguiente reaccion:



CsH1206 + 2 ADP+Pi — 2 CH3CH,OH + 2 CO, + 2ATP

La fermentacion del vino es llevada a cabo tipicamente por un complejo de microrganismos
qgue involucran bacterias y levaduras. Junto con S. cerevisiae, las especies no-Saccharomyces
participan activamente durante la fermentacion alcohdlica. En el pasado, estas levaduras se
consideraban negativas para el vino ya que no son capaces de realizar la fermentacién y tienen
una alta produccion de productos no deseados que afectan al perfil aromatico del vino.
Recientemente, varios estudios han reevaluado el papel de las levaduras no-Saccharomyces
durante la fermentacién alcohdlica y su impacto en las caracteristicas sensoriales de los vinos

blancos y tintos (Romano et al., 2019; Varela, 2016).

Ecologia y dinamica de la fermentacion espontanea

Hasta la década de 1980, el vino se producia en gran medida por fermentacién espontdnea,
dependiendo de la microbiota que residia en las uvas, en el vifiedo y en la bodega. Las uvas
representan un nicho ecolégico complejo donde conviven hongos filamentosos, levaduras y
bacterias. La comunidad microbiana que coloniza este nicho ecoldgico incluye especies cuya
concentracion depende de multiples factores, los mas importantes estan relacionados con la
maduracién de la uva y la disponibilidad de nutrientes. Las comunidades microbianas pueden
verse afectadas por muchas otras variables como practicas viticolas, factores climaticos,

enfermedades y plagas que podrian modificar la integridad de la uva (Varela, 2016).

De forma general, se puede decir que Hanseniaspora y su forma anamorfa, Kloeckera, es el
género predominante en la uva, con mas del 50% de la poblacién total. En menor medida, se
detectan especies pertenecientes a los géneros Candida, Starmerella, Cryptococcus, Pichia,
Metschnikowia y Kluyveromyces (Lachancea), entre otros (Heard & Fleet, 1988; Mills et al.,

2002; Rosini et al., 1982).

Durante las fermentaciones, especialmente en fermentaciones espontdneas, hay una sucesion
secuencial de levaduras (Figura 1). A pesar de la presencia sostenida de ciertas levaduras no-
Saccharomyces, no es posible recuperar en placas la mayoria de levaduras durante las
primeras etapas de fermentacion debido a su lento crecimiento y a la inhibicién por los efectos

combinados del SO,, el pH, el aumento de etanol y la deficiencia de oxigeno.



M. pulcharrima —_— . rerricela —. parapsilosis == V. anomalus
L. thermorolerans —r=H. vineae — 5. corevisiae &, bacillaris

1.00E+08

LOQE+0T

1.ODE+06

LOOE+05

CEFLfml.

LOOE+04

LODE+03

1.OOE+02 -

LOOE+01

1.OOE+00

L=
(=
bt
=1

30 40 50 T 90 100
Sugar consumption (%)

Figura 1.Perfiles de crecimiento de la poblaciéon de levaduras durante la fermentacion NS-Sc del mosto
(Bagheri et al., 2017).

NS-Sc: no-Saccharomyces-Saccharomyces

Conforme avanza la fermentacién, la concentracion de azlcares disponibles en el mosto
disminuye y aumenta la concentracion de etanol, provocando, inicialmente, la imposicién de
especies no-Saccharomyces con mayor resistencia al etanol, como los géneros Torulaspora y
Lachancea. Posteriormente, son las especies del género Saccharomyces, y especialmente S.
cerevisiae, las que dominan el proceso desde mitad de fermentacion hasta que todos los

azucares fermentables son consumidos (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

La poblacidon de S. cerevisiae puede modificar el comportamiento de las levaduras no-
Saccharomyces. Por ello, se han llevado a cabo estudios para determinar las propiedades
enoldgicas y los posibles roles de las levaduras no-Saccharomyces en la vinificacidn,
destacando el papel positivo de algunas de estas levaduras en la composicién analitica del vino

(Ciani et al., 2010; Comitini et al., 2011; Varela, 2016).

Fermentacion inoculada

Uno de los avances tecnoldgicos mas importantes en vinificacion ha sido la inoculacion del
mosto de uva con cultivos seleccionados de S. cerevisiae. Un control microbioldgico del
proceso fermentativo permite un mayor control de la fermentacion alcohdlica. La inoculacion
de S. cerevisiae junto al uso de agentes antisépticos, como el SO,, garantiza el dominio de la
cepa inoculada, ya que las poblaciones indigenas no son capaces de crecer bajo esas

condiciones, permitiendo a las bodegas producir vinos con criterios de calidad establecidos.



El perfil sensorial de los vinos producidos utilizando cultivos iniciadores de S. cerevisiae difiere
sustancialmente de aquellos que fermentan espontaneamente. Los vinos que son fermentados

por una Unica cepa son menos complejos que los vinos donde participan varias levaduras.

A pesar de la creencia de que el indculo de S. cerevisiae suprime cualquier especie no-
Saccharomyces indigena y domina el proceso fermentativo, muchos estudios (Ciani & Comitini,
2015; Comitini et al., 2011) han revelado que las levaduras no-Saccharomyces pueden persistir
durante varias etapas en fermentaciones que han sido inoculadas con un cultivo puro de S.

cerevisiae.

En la comunidad enoldgica hay controversia en el uso de cultivos iniciadores de S. cerevisiae,
ya que, por un lado, resulta interesante mantener la diversidad microbioldgica para obtener
vinos con mayor complejidad organoléptica, pero por otro lado, el uso de starters comerciales

garantiza un mayor control y reproducibilidad de la fermentacion.

Un compromiso propuesto por la comunidad cientifica y aceptado por la industria enoldgica es
la selecciéon de cepas de levaduras no-Saccharomyces aisladas del entorno de la vifia, con
propiedades enoldgicas interesantes, y utilizarlas como starters juntamente con S. cerevisiae.
Este tipo de indculo permitira el control de la microbiota indeseada y del proceso de
fermentacién, aumentando al mismo tiempo la complejidad de los vinos (Benito et al., 2019;

Ciani et al., 2010; Comitini et al., 2011; Varela, 2016).

Levaduras no-Saccharomyces

Al comienzo del desarrollo de la microbiologia industrial las levaduras no-Saccharomyces se
consideraban organismos indeseados o alterantes del vino, ya que, en general, por si solas no
pueden completar la fermentacion alcohdlica, resultando en una ralentizacion del proceso e

incluso en paradas de fermentacién.

En vinificacion, las levaduras no-Saccharomyces se han estudiado para mejorar diferentes
factores de la calidad del vino, asi como de seguridad alimentaria (Tabla 1). Sin embargo, su
escalado a escala industrial es complejo, ya que la mayoria de levaduras no-Saccharomyces
poseen poca-moderada actividad fermentativa. Es decir, la produccion de vinos no es posible

para la mayoria de levaduras no-Saccharomyces cuando estan en cultivo puro.



Tabla 1. Ventajas principales del uso de especies no-Saccharomyces en vinificacion (Adaptado de la
revision Benito, 2018b).

Especies de levaduras Ventajas

Torulaspora delbrueckii Acido acético |, complejidad aromética ", tioles

Metschnikowia pulcherrima Esteres 1, terpenos 1, tioles 1, complejidad aromética

Kloeckera apiculata Complejidad aromatica

Hanseniaspora vineae Complejidad aromatica 1%, 2-fenil-etil acetato 1, aminas bidgenas |,
Hansenula anomala Reduccién de alcoholes C6

Pichia kluyveri Complejidad aromatica 1, tioles 1, ésteres

Pichia guillermondii Estabilidad del color

Candida stellata Glicerol T

Zygosaccharomyces bailii Polisacaridos

Schizosaccharomyces pombe  Acido L-malico {, desacidificacién 1

Lachancea thermotolerans Acido L-lactico 1, acidificacién

Durante los ultimos afios, se ha promocionado el uso de fermentaciones con multi-starters,
utilizando cultivos seleccionados de S. cerevisiae y levaduras no-Saccharomyces. Muchos
aspectos apoyan el uso de fermentaciones multi-starter en la vinificacidn, los mas importantes

son:

- Modificacién de algunos componentes analiticos especificos, como el aumento del
glicerol, la mejora de la acidez total o la disminucidon de la acidez volatil del vino.

- Mejora del perfil analitico del vino (ésteres, tioles volatiles).

- Reduccidn del contenido de etanol del vino.

- Control de la microbiota alterante.

- Mejora general de la calidad y complejidad del vino.

El aumento de temperaturas causado por el cambio climatico global provoca una maduracién
mas rapida de las uvas, aumentando su contenido de azlcar, pero no asi su madurez fendlica.
Este desfase provoca que la necesidad de esperar a que la uva alcance la madurez fendlica
resulte en un aumento del contenido de azucar y en la disminucion de la acidez del mosto de
uva. Cuando el mosto es fermentado por el cultivo de S. cerevisiae, el mayor contenido de
azucar da como resultado vinos con mayor contenido alcohdlico. Este efecto es comun en

regiones vitivinicolas calidas, donde el riesgo de sobre maduracidn es alto.

Sin embargo, el mercado apuesta por vinos con un contenido de alcohol moderado. Ademas,
estos altos grados alcohdlicos pueden producir problemas econémicos para las bodegas

debido a las altas tasas impuestas en algunos paises.

Por tanto, para solucionar el problema de tener vinos con un grado alcohélico excesivo, desde

hace unos afos, se estdn buscando diferentes aproximaciones para la reducciéon de dicho
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grado alcohdlico. Existen métodos fisicos para reducir el contenido de alcohol del vino, pero
estos pueden suponer la pérdida de parte del aroma del vino. Una aproximacion
microbioldgica para reducir los niveles de etanol es el uso de levaduras no-Saccharomyces. Las
especies de levaduras no-Saccharomyces permiten reducir el contenido inicial de etanol sobre
un 1-2% (v/v), dependiendo de la especie y las condiciones de fermentacion (Benito et al.,

2019).

Otro problema ligado a la sobre-maduracion de la uva es la disminucidn de la acidez del mosto,
esta acidez es esencial desde distintos puntos de vista como la conservacién del vino, sus
propiedades organolépticas y, en ultima instancia, su degustacién. La solucion mas comun
utilizada para gestionar la falta de acidez del vino es la adicidon de acidos comerciales, aunque
presenta problemas, como la falta de estabilidad quimica. La acidificacion microbiana permite
la produccidn de vinos de calidad gracias a su habilidad de incrementar la acidez del vino y otro

parametros secundarios (Benito, 2018b).

Por tanto, como se ha comentado anteriormente, uno de los principales problemas del uso de
levaduras no-Saccharomyces es su baja capacidad fermentativa, por lo que la solucién
propuesta es su uso combinado con S. cerevisiae (Benito, 2018a; Ciani & Comitini, 2019; Ciani

et al., 2010; Tempeére et al., 2018; Varela, 2016).

Uso de las levaduras no-Saccharomyces en la vinificacion

Con el objetivo de proporcionar al vino perfiles sensoriales novedosos o complejos, mas
relacionados con las fermentaciones espontaneas, pero manteniendo el control de la
fermentacién que nos proporciona la fermentacion inoculada, la investigacion enoldgica ha
explorado el uso de cultivos mixtos formados por levaduras Saccharomyces y no-

Saccharomyces, utilizando dos metodologias diferentes de inoculacién.

Coinoculacion

La coinoculacién o inoculacién simultdnea consiste en la adicion de dos o mas cepas de
levadura al mismo tiempo (al inicio de la fermentacién). Para favorecer el crecimiento y la
influencia de la levadura no-Saccharomyces, esta inoculacidon puede hacerse en distintitas
proporciones de S. cerevisiae y no-Saccharomyces (Ciani et al., 2016; Romano et al., 2019).
Diferentes estudios (Ciani et al., 2016; Ciani & Comitini, 2015; Tempére et al., 2018; Varela,
2016) han mostrado que, en fermentaciones naturales, las levaduras Saccharomyces y no-
Saccharomyces no coexisten pasivamente, sino que interactian entre ellas inhibiendo su
crecimiento, retrasando la fermentacién y secretando moléculas que afectan al metabolismo

de las otras especies de levaduras.



Inoculacion secuencial

La inoculacidn secuencial consiste en la inoculacién primero de una cepa vy, transcurrido un
tiempo, la inoculacion de la segunda. Como hemos visto anteriormente, las levaduras no-
Saccharomyces generalmente no pueden completar la fermentacién alcohdlica por si mismas,

por ello se utilizan junto con una cepa vinica de S. cerevisiae (Romano et al., 2019).

Varela (2016) describe el proceso de inoculacidon secuencial con una primera inoculacién de la
especie no-Saccharomyces vy, tras 24/48 h de fermentacion, la inoculacién de una cepa de S.
cerevisiae. De este modo la levadura no-Saccharomyces influencia positivamente el producto y

S. cerevisiae garantiza que se complete la fermentacidn.

Entre las posibles aproximaciones, la fermentacion secuencial parece ser la mas exitosa, ya que
prolonga el potencial enoldgico de las levaduras no-Saccharomyces sin los posibles efectos
inhibitorios del género Saccharomyces durante los primeros dias de fermentacion alcohdlica.
El momento de la segunda inoculacion permite obtener una interaccion sinérgica entre ambas

cepas inoculadas (Benito, 2018a; Ciani et al., 2016)

Un posible problema de estas fermentaciones es el retraso de la fermentacidn secuencial no-
Saccharomyces y S. cerevisiae comparado con la realizada con el inéculo puro de S. cerevisiae.

(Benito et al., 2019)

Interacciones entre levaduras en fermentaciones mixtas
La fermentacion del vino es un proceso complejo, donde las condiciones fisicoquimicas vy las
interacciones microbianas influencian el crecimiento y metabolismo de los microorganismos

involucrados.

Se ha demostrado que, cuando algunas levaduras se desarrollan juntas en condiciones de
fermentacidn, estas interactuan entre ellas y producen compuestos impredecibles o diferentes
niveles de productos de fermentacidn que pueden afectar a la composicion quimica vy

aromatica de los vinos (Figura 2).

Aunque la base fisioldgica y bioquimica de las interacciones entre las levaduras vinicas son
factores poco definidos, los factores ambientales, la produccidn de compuestos bioactivos o la

interaccion levadura-levadura se cree que pueden estar involucrados.

La composicién y complejidad de la microbiota de las uvas es generalmente estable en el

tiempo y depende de varios factores bidticos y abidticos (Romano et al., 2019).
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Figura 2. Factores que afectan a las interacciones entre levaduras en la fermentaciéon de vinos
inoculados (Ciani et al., 2016).

Factores abiodticos

Entendemos por factores abidticos a los componentes no vivos, quimicos y fisicos del

ecosistema.

La concentracién creciente de etanol durante el proceso de fermentacion es el factor principal
gue determina el dominio de S. cerevisiae sobre levaduras no-Saccharomyces, ya que las cepas

de S. cerevisiae tienen mayor tolerancia al etanol que las levaduras no-Saccharomyces.

Otro factor importante es la disponibilidad de fuentes de nitrégeno y vitaminas que puede
influir en el comportamiento y el dominio de las cepas de levadura en la fermentacion mixta.
En general, cuando especies de no-Saccharomyces crecen temprano durante la fermentacion
del vino, estas especies pueden consumir aminoacidos y vitaminas limitando el crecimiento de
S. cerevisiae. Diferentes fuentes de nitrégeno tienen diferente impacto en el crecimiento y el
comportamiento de la fermentacién. La disponibilidad de oxigeno también afecta al
crecimiento y rendimiento de la fermentacién ya que en presencia de bajos niveles de oxigeno
el comportamiento de las levaduras se altera. En condiciones anaerdbicas S. cerevisiae es
capaz de crecer rapidamente, mientras que géneros como Torulaspora crecen pobremente
(Ciani et al., 2016, 2010; Ciani & Comitini, 2015). Por tanto, la competencia por los nutrientes
va a contribuir a modular la presencia y el dominio de las especies de levaduras durante la

fermentacion del vino.

La competencia por otros nutrientes también puede influir en las interacciones entre
levaduras. Se han informado varias interacciones positivas y negativas respecto a la

limitacion/agotamiento del sustrato, como la produccién de &cido pulcherriminico por
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Metschnikowia pulcherrima, que agota el hierro presente en el medio por lo que no esta
disponible para otras levaduras (Oro et al.,, 2014). Entre los factores ambientales la
temperatura tiene un papel importante en las interacciones entre levaduras y el dominio del
proceso de fermentacién. La temperatura de fermentacidn desempeiia un papel importante
en la capacidad de S. cerevisiae para dominar ambientes con alto contenido de azucar. Sin
embargo, también hay algunas levaduras no-Saccharomyces como Candida zemplinina que

tienen mayor prevalencia cuando se fermentan a baja temperatura (Estela-Escalante, 2019).

Taillandier et al. (2014) analizé la interaccion entre T. delbrueckii y S. cerevisiae durante la
fermentacién del vino y la influencia del contenido de nitrégeno en dicha fermentacién. Para
ello, realizaron fermentaciones con cultivos puros, en coinoculacion e inoculaciones
secuenciales, estando en las fermentaciones mixtas las especies separadas por una membrana
de didlisis. Los resultados obtenidos fueron que en un medio con 300 mg N/L, el crecimiento
de S. cerevisiae era menor en inoculacién secuencial que en cultivo puro. Los autores asociaron
esta inhibicion a que el contenido de nitrégeno del mosto no era suficiente para el crecimiento
normal de S. cerevisiae, viéndose este resultado reafirmado, al retrasarse el doble la
fermentacion en un mosto con contenido reducido de nitrogeno (170 mg/L). Los autores
concluyeron que la cepa de T. delbrueckii tenia un consumo elevado de nitrégeno, lo que

provocaba una inhibicidn del crecimiento de S. cerevisiae.

Factores bidticos

Se define como factores bidticos a la influencia sobre el entorno de los organismos debido a la
presencia y actividad de otros organismos. Los factores bidticos pueden afectar al dominio del
cultivo iniciador. Las moléculas con actividad antimicrobiana y el mecanismo de contacto
célula a célula son actividades metabdlicas que pueden influir en las fermentaciones

(Albergaria et al., 2013).

Entre las moléculas con actividad antimicrobiana, podemos encontrar de diferentes tipos
durante la fermentacién, como pueden ser las toxinas killer, algunos péptidos e incluso
algunos 4cidos grasos. En la revision hecha por Petitgonnet et al. (2019), algunos autores
asocian el arresto temprano del crecimiento de alguna especie no-Saccharomyces en
fermentaciones mixtas a la secrecién de un péptido antimicrobiano por parte de S. cerevisiae.
Junto con los compuestos antimicrobianos, los acidos grasos producidos durante la
fermentacién alcohdlica pueden exhibir acciones inhibitorias hacia S. cerevisiae u otras

especies (Ciani et al., 2016).
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El contacto célula-célula también puede influir en la interaccién entre cepas de levadura
modificando su metabolismo. El contacto fisico entre las células da lugar a interacciones que
tienen como resultado una parada temprana del crecimiento en fermentaciones mixtas (Ciani

& Comitini, 2015; Ciani et al., 2010).

Lachancea thermotolerans y Torulaspora delbrueckii

Lachancea thermotolerans

Lachancea thermotolerans (anteriormente clasificada como Kluyveromyces thermotolerans) se
clasifica dentro de los ascomicetes y es la especie mas comun del género Lachancea que se
utiliza actualmente en la vinificacion. Las especies de Lachancea tienen células con morfologia
esférica o elipsoidal y su tamafio es ligeramente menor al de las células de S. cerevisiae. Este
género puede reproducirse de manera asexual mediante gemacién o de manera sexual
mediante la formacién de ascas. Junto con Torulaspora delbrueckii, fue la primera levadura no-

Saccharomyces en ser propuesta como levadura seca activa (Benito, 2018b).

En cuanto a sus nichos ecoldgicos, L. thermotolerans habita una amplia gama de habitats
naturales, incluidos insectos, plantas y suelo, asi como ambientes (principalmente de

fermentaciones de uva/vino) (Romano et al., 2019).

Entre las levaduras no-Saccharomyces, L. thermotolerans es la levadura utilizada con mas
frecuencia a nivel industrial para acidificar mostos de uva poco acidos, caracteristicos de
regiones vitivinicolas calidas, obteniendo vinos con mayor calidad. Esta capacidad de
acidificaciéon del vino viene dada por su capacidad de producir acido lactico durante su
metabolismo fermentativo, reduciendo el pH del vino de 4 a 3,5. Esta disminucion de pH
también conlleva el incremento de la intensidad de color del vino tinto (Revisado por Benito et

al., 2019).

L. thermotolerans se considera una especie capaz de fermentar vinos a concentraciones
ligeramente superiores del 10% de etanol, pero debe ser combinada con S. cerevisiae para la
produccién de vinos secos. Sin embargo, en otras industrias, como la del vino dulce, es

suficiente con la inoculacion de L. thermotolerans.

Malpertuy et al., (2000) reportaron que el genoma de L. thermotolerans tiene un alto grado de
homologia con el genoma de Schizosaccharomyces pombe, lo que puede ser de gran interés
para la produccién de hibridos entre las dos especies que pudieran solucionar algunos de los
problemas enoldgicos, como el rendimiento de la fermentacién malolactica en mostos de uva

de pH elevado en regiones vitivinicolas célidas. Ademds también se podrian resolver algunos
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problemas de seguridad alimentaria y acidez, mediante la utilizacién de L. thermotolerans y S.

pombe en fermentaciones secuenciales.

Bajo condiciones enolégicas, L. thermotolerans puede mejorar otros pardmetros de
fermentacién que afectan a la calidad del vino e influencian positivamente la percepcién
sensorial, como el incremento de produccidn de compuestos aromaticos, la reduccién de
concentracion de acido acético y acetaldehido, el incremento de glicerol, de acido pirudvico, de
antocianinas y de polisacaridos. Su utilizacién para la reduccién de ocratoxina A y aminas

bidgenas en vino también parece ser un factor prometedor (Benito, 2018b).

Aunqgue haya muchas ventajas del uso de L. thermotolerans en vinificacion, algunos autores
han reportado algunas desventajas como la falta de poder fermentativo o el incremento de
moléculas indeseadas bajo ciertas circunstancias, aunque estos efectos negativos parecen ser

dependientes de cepa, al igual que las caracteristicas positivas (Benito et al., 2019).

Torulaspora delbrueckii

Torulaspora delbrueckii (anteriormente clasificada como Saccharomyces rosei o
Saccharomyces roseus) se clasifica dentro de los ascomicetes y es la especie mas estudiada del
género Torulaspora. Dentro del género Torulaspora, es la levadura que posee mayor
crecimiento en medios con 2-ceto-D-gluconato y etanol. Las especies de Torulaspora tienen
una estructura morfoldgica esférica o elipsoidal y son ligeramente mas pequenas que S.
cerevisiae. Este género puede reproducirse de manera asexual mediante la divisidn celular por
gemacién o de manera sexual mediante la formacién de ascas que contienen cuatro

ascosporas esféricas.

T. delbrueckii tiene fama de fermentador de "alta pureza" debido a la baja produccién de
compuestos indeseados y a que puede aumentar la complejidad y el caracter frutal del vino

(Romano et al., 2019).

Ademas de su uso en la vinificacidén, T. delbrueckii tiene otros intereses biotecnoldgicos: se
utiliza para aplicaciones de panaderia y se asocia naturalmente con la fermentacidon de
alimentos y bebidas, incluidos los productos lacteos. T. delbrueckii también se aisla con

frecuencia en reservorios naturales diversos, como suelos, plantas e insectos.

Entre las especies de levaduras no-Saccharomyces, es la mds estudiada, comercializada y
utilizada a nivel industrial. Su manejo es sencillo comparado con otras no-Saccharomyces
debido a su alto poder fermentativo (toleran concentraciones de etanol de hasta 9-10% v/v).
Dada su resistencia al etanol, pueden influenciar notablemente el producto final durante gran

parte del periodo fermentativo. Algunas industrias la utilizan exclusivamente para llevar a cabo
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la fermentacion. (Benito et al., 2019; Romano et al., 2019). Ademas, se ha descrito que puede
mejorar ciertos pardmetros como los perfiles aromaticos relacionados con ésteres frutales,
tioles, terpenos, baja produccidn de acetaldehido, propiedades de sensacion en boca causadas
por la liberacion de manoproteinas y polisacaridos que influencian positivamente la
percepcidn sensorial. Sin embargo, hay controversia respecto a la mejora en factores como la
baja produccién de acido acético, la baja produccidon de alcoholes superiores o glicerol. De
todas formas, hay una variabilidad significativa sobre estos parametros enolégicos cuando se

comparan fermentaciones de diferentes cepas de T. delbrueckii (Benito, 2018a).

A pesar de que muchos estudios (Benito et al., 2019; Benito, 2018a) se han centrado en las
principales virtudes de T. delbrueckii, algunos problemas generados por T. delbrueckii son la
produccién de pequefias cantidades de 4-etil fenol, concentraciones superiores de acido
succinico o ligeros incrementos de precursores de aminas bidgenas. En muchos casos T.
delbrueckii no puede completar la fermentacién del vino, por lo que debe combinarse con una
cepa de S. cerevisiae compatible, ademds de seleccionarse una cepa de T. delbrueckii que evite

efectos inhibitorios.

Problematica

En estudios anteriores, el grupo de investigaciéon de Biotecnologia Enoldgica de la Universitat
Rovira i Virgili (URV) reporté que una cepa de T. delbrueckii, a la que denominaron Td5,
interaccionaba con una cepa de S. cerevisiae, la cual denominaron ScR, obteniendo resultados

inesperados.

El estudio consistia en una inoculacidn secuencial en la que primero se inoculé Td5 y 48h mas
tarde se inoculd ScR. La fermentacion del mosto sintético se realizd a 16 °C y se evalué cémo

evolucionaba la densidad y la poblacion viable del mosto.

El resultado esperado era una imposicion de ScR sobre Td5 (Comitini et al., 2011), sin embargo,
no fue asi (Figura 3), observandose una inhibicidon del crecimiento de la cepa de S. cerevisiae

durante la fermentacion.
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Figura 3. Porcentaje de las poblaciones de Td5 y de ScR en la fermentacion secuencial a lo largo de los
dias.

Una posible causa de la falta de imposicion de ScR sobre Td5 podia ser una inhibicidn por
contacto célula-célula. Para comprobar esta hipdtesis se repitid la fermentacién eliminando la
cepa de T. delbrueckii del medio antes de la inoculacidn de ScR. El resultado obtenido fue una
parada de fermentacién, lo que demostré que la falta de imposicidon de ScR no era debida a

una inhibicidn por contacto célula-célula.

Otra posible causa era la temperatura de fermentacién, que la falta de imposicion de ScR se
debiera a la baja temperatura. Para comprobarlo, se realizaron fermentaciones de los cultivos
puros de ambas cepas a 16 y 22 °C y fermentaciones secuenciales filtradas en las que primero
se inoculé Td5, posteriormente se elimind y se inoculd ScR a 16 y 22 °C. Las fermentaciones
con cultivos puros fueron mas rdpidas que las fermentaciones secuenciales, asi como las
fermentaciones a mayor temperatura (22 °C vs 16 °C). A pesar de que ScR fermenté mucho
mas rapido que Td5, Td5 fue capaz de terminar la fermentacién sin la necesidad de inocular
una cepa de S. cerevisiae, a diferencia de los resultados reportados por otros autores (S.
Benito, 2018a). La fermentacién secuencial a 22 °C se ralentizo respecto a las fermentaciones
individuales, pero esta fue capaz de terminar la fermentacién, a diferencia de la fermentacion
a 16 °C, que se pard tras la inoculacién de ScR. Por tanto, estos resultados mostraban que Td5
era la causante de la inhibicion del crecimiento de ScR, siendo esta inhibicion mas acusada a 16

°C.

La tercera hipdtesis que se planted fue que la parada de fermentacién se debiera a una falta
de nutrientes, es decir, que en el momento de inocular ScR en el mosto, este careciera de
algun nutriente esencial para el crecimiento, debido al crecimiento previo de Td5. Para ello, en
las fermentaciones secuenciales, una vez eliminada Td5, se inoculé la cepa de S. cerevisiae y se
afadieron diversos nutrientes (aminoacidos, vitaminas, oligoelementos o factores de
anaerobiosis) de forma individual y conjunta para determinar cual podia ser el nutriente que

causara la limitacion del crecimiento de ScR.
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Figura 4. Efecto de la adicion de diferentes nutrientes sobre la cinética de fermentacion en procesos
con inoculacidon secuencial y sin contacto célula-célula entre las dos cepas. Los nutrientes se
adicionaron tras la filtracion realizada a las 48 horas de fermentacion y antes de la inoculacion de ScR.

Td5;ScR: Fermentacion secuencial filtrada. Td5+ScR: Fermentacidn secuencial mixta. Actimax: mezcla de vitaminas
con compuestos organicos nitrogenados. Aas: alfa-aminico. MC: mosto concentrado. FA: Factores de anaerobiosis.
O: oligoelementos. V: Vitaminas. A: Actimax

Los resultados obtenidos solo mostraron mejoras significativas cuando se afiadian
conjuntamente todos los nutrientes, pero siendo estas solo parciales, ya que las

fermentaciones continuaban siendo bastante mas lentas, como se observa en la Figura 4.

La ultima hipdtesis planteada por el grupo de investigacion fue que la inhibicidn se debiera a la
secrecién de toxinas killer por parte de Td5 que afectard a la viabilidad de ScR. Algunos
autores (Ciani & Comitini, 2019; Ramirez et al., 2015; Varela, 2016) han registrado la sintesis de
proteinas killer por parte de T. delbrueckii. Esta caracteristica permite controlar posibles
contaminaciones del mosto y ser mas competitivas frente a otras levaduras, como S.
cerevisiage. La persistencia de las especies no-Saccharomyces puede influenciar positivamente
en las propiedades organolépticas del vino, como se ha descrito anteriormente. Esta hipdtesis
fue descartada, ya que en anteriores investigaciones del grupo de Biotecnologia Enoldgica

confirmaron que Td5 no mataba a ScR.

Para verificar si las inhibiciones eran especificas de cepa, se repitieron estos experimentos
utilizando otras cepas de S. cerevisiae y T. delbrueckii. Los resultados de estos experimentos
reportaron que la inhibicidn de crecimiento de S. cerevisiae no era especifica de cepa, sino que
era comun en las especies utilizadas. Por lo tanto, esto puede ser un inconveniente para la
industria enoldgica ya que, como ha descrito ( Benito et al., 2019), esto puede suponer un
retraso de un par de dias en la fermentacion e incluso paradas de fermentacion (Gonzalez,

2020).
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Tras observar que la inhibicién entre T. delbrueckii y S. cerevisiae no era especifica de cepa, se
quiso comprobar si ésta también se daba con otras especies no-Saccharomyces. Asi, se repitio
parte de la experimentacién con una cepa de L. thermotolerans (Lt2), en concreto, las
fermentaciones con inoculacion secuencial a 16 °C, donde se eliminaba Lt2 antes de la
inoculacion de ScR (48 h). En estas fermentaciones también se observé la inhibicion del
crecimiento y ralentizacidon de la fermentacion por parte de ScR tras la eliminacion de Lt2
(Figura 5). Por lo tanto, Lt2 también influenciaba de forma negativa a ScR, demostrando que la
inhibicién de crecimiento y fermentacién no era especifica de T. delbrueckii, ya que otra

levadura no-Saccharomyces como L. thermotolerans también la producia (Figura 5).
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Figura 5. Seguimiento de la fermentacion secuencial de Lt2 y ScR a 16 °C.

Posteriormente, se decidié comprobar si las cepas Td5 y Lt2 también se inhibian entre ellas o
era un efecto especifico sobre S. cerevisiae. Para ello, se realizaron diversas fermentaciones
secuenciales con y sin contacto e invirtiendo el orden de inoculacion de las cepas,
observandose que las cepas eran capaces de inhibirse entre ellas. En las fermentaciones con
contacto célula-célula, se observd una interacciéon positiva ya que, aunque la primera cepa
inhibia el crecimiento de la segunda, también se observaba una sinergia a nivel fermentativo,
que resultaba en una aceleracion del proceso. La causa del menor crecimiento de la segunda
cepa se asocid a la ausencia de ciertos nutrientes, a la secrecion de alguna molécula o al
contacto célula-célula. En el caso de las fermentaciones sin contacto entre células, se observd
un efecto inhibitorio del proceso fermentativo, que resulté en una ralentizacién del proceso
(Lt2; Td5) o en una parada de fermentacion (Td5; Lt2) (Figura 6). Por tanto, se concluyd que el
efecto inhibitorio mayor lo provocaba Td5 sobre Lt2 y que no era causado por el contacto
célula-célula ya que se seguia observando el efecto inhibitorio cuando no entraban en

contacto las dos cepas.

17



1100
1080

1060 SUeg s

g
5 o
® 1040 =
b
7]
5 1020
a

1000

980

0 5 10 15 20 25 30
Dias
Lt2;Td5 --#-- Td5;Lt2 Td5 L2

Figura 6. Variacion de la densidad en el tiempo de fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2 y
Lt2;Td5).

Td5;ScR: Fermentacion secuencial filtrada. Td5+ScR: Fermentacion secuencial mixta

Por tanto, la causa de esta inhibicion debia estar causada por el déficit de algun nutriente
esencial o por la sintesis de alguna molécula que inhibe la fermentacién de Lt2. Estos
resultados fueron confirmados por la capacidad de crecimiento de la segunda cepa inoculada:
cuando la segunda cepa inoculada era Td5 esta crecia aunque de forma mas lenta, sin

embargo, cuando la segunda cepa inoculada era Lt2, ésta crecia mucho menos.

Hipotesis

A raiz de investigaciones previas se ha determinado que T. delbrueckii y L. thermotolerans
provocan una inhibicion del crecimiento de S. cerevisiae. Esta inhibicion no es especifica contra

S. cerevisiae, ya que también se ha observado inhibicién entre ellas.

La hipdtesis planteada en este proyecto es que la inhibicidon producida entre L. thermotolerans
y T. delbrueckii es causada por la falta de algun nutriente, la secrecién de alguna molécula o

por el efecto sinérgico de ambos factores.

Objetivo

El objetivo de este proyecto es determinar el mecanismo de interaccidén entre las cepas Td5 de
T. delbrueckii y Lt2 de L. thermotolerans. De este modo, tendremos una mayor comprension

del comportamiento de ambas especies.

Para ello, se llevaran a cabo tanto fermentaciones secuenciales como fermentaciones mixtas
(coinoculaciones) en mosto sintético con ambas cepas. En estas fermentaciones se analizara la
cinética de fermentacion por densidad del mosto y la evolucién de la poblacién de levaduras

mediante densidad dptica, siembra en placa y PCR cuantitativa (QPCR).
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Metodologia

Microorganismos utilizados
Las cepas utilizadas fueron una cepa de Torulaspora delbrueckii (Td5), una cepa de Lachancea
thermotolerans (Lt2) y una cepa de S. cerevisiae (ScR) como control, todas ellas

proporcionadas por Agrovin S.A. (Espafia).

Los pre-cultivos se llevaron a cabo en medio YPD (2% (p/v) glucosa, 2% (p/v) bactopeptona, 1%

(p/v) extracto de levadura; Cultimed, Barcelona, Espafia) a 28 °Cy 120 rpm durante 24h.

Fermentaciones

Las fermentaciones se llevaron a cabo en un mosto sintético a pH 3,3 descrito por Beltran et

al., 2004 (Anexo 1).

Para llevar a cabo el proyecto se han realizado tres tipos de fermentaciones, cada una con un

propdsito.

Fermentaciones mixtas

Con estas fermentaciones mixtas, donde las dos cepas se inoculan en igual concentracion (1:1),
se quiere determinar cudl de las dos cepas tiene mayor capacidad fermentativa y, por lo tanto,
se impone durante la fermentacién del mosto. Estas fermentaciones mixtas se compararon
con las fermentaciones realizadas por las cepas puras y asi como con un control realizado con

una cepa de S. cerevisiae.

Tabla 2. Tasa de inoculacidon de las diferentes cepas en los fermentadores.

Muestra Numero de Concentracion inicial Concentracion inicial Concentracion inicial
fermentadores de Td5 (células/mL) de Lt2 (células/mL) de ScR (células/mL)
Lt2 + Td5 3 1-10° 1-10° -
Td5 1 2-108 - -
Lt2 1 - 2-10° -
ScR 1 - - 2-10°

Se prepararon 1,5 L de mosto sintético y se repartieron 220 mL de mosto a cada fermentador
(6 fermentadores). La tasa de inoculaciéon de cada fermentador se presenta en la Tabla 2. Se
inoculé la cantidad pertinente de pre-cultivo de cada cepa a cada fermentador y se incubaron
en agitacion (120 rpm) a 22 °C hasta que la concentracién de azlcares reductores fuera menor
de 2 g/L, dando por terminada la fermentacion, o hasta que la densidad del mosto dejara de

disminuir durante varios dias, resultado de una parada de fermentacion.
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Durante el proceso de fermentacidon se tomaron muestras de mosto de cada fermentador.
Estas muestras fueron utilizadas para el analisis de la cinética de fermentacién y de las

poblaciones presentes.

Fermentacion secuencial

Esta metodologia permite conocer cdmo interaccionan las cepas Td5 y Lt2 entre ellas. En esta
situaciodn, las levaduras mantienen el contacto célula-célula y se hace una aportacion externa
de nitrégeno asimilable mediante la incorporaciéon de fosfato diamoénico (DAP; Panreac
Quimica S.A.U., Espafia) al mosto en el momento de la segunda inoculacidn. Con este aporte
de DAP al medio se quiere evitar que el nitrdgeno sea un nutriente limitante para el

crecimiento adecuado de la segunda cepa inoculada.

Se prepararon 750 mL de mosto sintético y se inocularon con el pre-cultivo de Td5 para
obtener una concentracidon de 2-10° células/mL. Después, se repartieron 220 mL del mosto
inoculado a cada frasco de fermentacién de 250 mL (3 fermentadores) y se dejaron incubando
a 22 °C en agitacion (120 rpm). Se dejaron fermentar bajo estas condiciones hasta que la

densidad del mosto se redujo en 10-15 unidades (24h aproximadamente).

Una vez se alcanzd la densidad deseada se inoculd el medio con el pre-cultivo de Lt2 para
obtener una concentracién de 2-10° células/mL de esta levadura y se afiadié el DAP necesario
para aumentar la concentracion de nitrégeno asimilable 100 mg N/L en cada fermentador. La
fermentacién del mosto continud a 22 °C en agitacion (120 rpm) hasta que la concentracion de
azUcares reductores fuera menor de 2 g/L, dando por terminada la fermentacion, o hasta que
la densidad del mosto dejara de disminuir durante varios dias, resultado de una parada de

fermentacion.

Durante el proceso de fermentacion se tomaron muestras de mosto de cada fermentador.
Estas muestras fueron utilizadas para el analisis de la cinética de fermentacién y de las

poblaciones presentes.

. -
o 220 mL — E—
m Disminucion de Ia % |- Adicion de 100 mg N/L en
J— 220 mL ——| densidad 10-15 unidades | — 4 forma d?,DAP .
. {24h aproximadamente) . - Inoculacion Lt2 2-10° cél/mL
220 mL — —
- Mosto sintético Fermentacidn en Fermentacion en
- Td5 2-10° cél/mL agitacion a 229C agitacién a 222C

Figura 7. Esquema de la inoculacion secuencial.
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Fermentacion secuencial sin contacto entre las cepas

Esta metodologia nos permite ver el efecto del mosto fermentado por la primera cepa sobre la
segunda, sin que haya contacto fisico entre ellas. En estas fermentaciones, también se hizo una
aportacién de nitrogeno asimilable en forma de DAP al mosto justo antes de la segunda

inoculacion.

Se prepararon 750 mL de mosto sintético y se inocularon con el pre-cultivo de Td5 para
obtener una concentracidén de 2-10° células/mL. Después, se repartieron 220 mL del mosto
inoculado a cada frasco de fermentacién de 250 mL (3 fermentadores) y se dejaron incubando
a 22 °C en agitacion (120 rpm). Se dejaron fermentar bajo estas condiciones hasta que la

densidad del mosto redujera 10-15 unidades (24h aproximadamente).

Una vez se alcanzo6 la densidad deseada se centrifugd a 8.000 rpm y 22 °C durante 10 minutos.
Posteriormente, se realizd un filtrado al vacio del sobrenadante utilizando filtros S-Pack de
poro de 0,22 um (Millipore; GSWG047S). La centrifugacién y posterior filtracion permite

eliminar Td5 del medio.

Una vez eliminada Td5 se inoculd el medio con el pre-cultivo de Lt2 para obtener una
concentracién de 2-10% células/mL de esta levadura y se afiadié el DAP necesario para
aumentar la concentracion de nitrogeno asimilable 100 mg N/L en cada fermentador. La
fermentacién del mosto continud a 22 °C en agitacion (120 rpm) hasta que la concentracidn de
azucares reductores fuera menor de 2 g/L, dando por terminada la fermentacion, o hasta que
la densidad del mosto dejara de disminuir durante varios dias, resultado de una parada de

fermentacion.

Durante el proceso de fermentacidon se tomaron muestras de mosto de cada fermentador.
Estas muestras fueron utilizadas para el analisis de la cinética de fermentacién y de las

poblaciones presentes.

- -
ﬂ 220 mL —_ — -
- Adicion de 100 mg N/Len
L Disminucidn de la Centrif 10 8000 = 5 de DAP BN/
entrifugar 10 min pm orma de
— 220 mL —| densidad 10-15 unidades |——*| _ & v —— s 6 s
N Filtrar - Inoculacion {2 2-10° cél/mL
m (24h aproximadamente) ™M
220 mL — — —_
- Mosto sintético Fermentacion en Fermentacion en
- Td5 2-10° cél/mL agitacion a 222C agitacion a 228C

Figura 8. Esquema de la inoculacién secuencial sin contacto entre las cepas.
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Analisis
Los analisis de las fermentaciones se realizaron mediante técnicas microbioldgicas, quimicas y
bioquimicas, lo que permitié determinar la cinética de cada fermentacién y el estudio de las

poblaciones.

Toma de muestra

La toma de muestra se realizd cada 24h durante los primeros dias de fermentacién para el
seguimiento de la densidad y de la poblacién de levaduras. A medida que avanzaba la
fermentacidn, la toma de muestras se realizaba cada 48/72 h. De cada fermentador se extraian

8 mL, que se utilizaban para hacer los diferentes analisis (Figura 10).

[j- -.l \’._.ch_:?
d Y | Sobrenadante a -202C
i’ i - P
{ ~! | para el andlisis del mosto
| - l.J:
! Centrifugar 1 mL a
[ 12.000 rpm 2 min S
! =]
L [°| | Pelleta-20eC para qPCR
— 1_00 L_"L para —_— k: } Siembra en placa
diluciones seriadas .

20uL—1 mL
densidad optica

Centrifugar el restante
a 7800 rpm 5 min

E— | Densidad del sobrenadante

Figura 9. Esquema de la toma de muestra, asi como los analisis realizados a cada muestra.

Densidad
La cinética de fermentacion puede seguirse midiendo la cantidad de azlcar consumido, el
alcohol formado o el diéxido de carbono liberado, siendo la medicién de la masa por unidad de

volumen (densidad) el método mas simple para seguir su evolucién.

La densidad constituye una medida aproximada de la cantidad de azlcar contenida en el
mosto de uva. Durante la fermentacién, el consumo del azlucar y la formacion de etanol por

parte de las levaduras provocan una disminucién de la densidad (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Cuando la densidad del mosto se mantiene estable a lo largo de los dias, significa que la
fermentacidn ha acabado o se ha parado. La densidad inicial del mosto sintético era 1080 g/L

aproximadamente y la fermentacion se dio por finalizada cuando la densidad se encontraba
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por debajo de los 1000 g/L. Para realizar las mediciones de densidad se utilizd un densimetro

electrénico 30 PX, (Mettler Toledo, Hospitalet del Liobregat, Espaia).

Poblacion total de levaduras

El nimero total de células de levadura se puede estimar midiendo la densidad 6ptica del
medio de fermentacion a 600 nm. Esta medida permite hacer una estimacién de las células
totales a partir de la turbidez del medio, debido al crecimiento de las levaduras (Ribéreau-
Gayon et al., 2006). El total de células contadas incluye tanto las levaduras muertas como las
levaduras vivas. Para la medicion de la densidad &ptica del mosto se utilizd un

espectrofotdmetro Thermospectronic Genesys 10 UV, (Pracisa + Giralt, Madrid, Espafia).

Poblacién viable de las diferentes cepas

El recuento de la poblacién viable se realizé mediante el contaje de colonias. Cuando las
levaduras se colocan en un medio nutritivo sélido adecuado, las células viables son capaces de
desarrollar y formar un grupo microscépico, visible a simple vista, llamado colonia. (Ribéreau-

Gayon et al., 2006)

Los medios de cultivo utilizados fueron un medio YPD-sélido (Anexo 2) y un medio diferencial
Difco WL Nutrient Broth (BD; 247110) (WLN, Anexo 2). El medio WLN permite el recuento de
las poblaciones viables y la diferenciacidn entre las especies que se encuentran en el mosto,
gracias a las diferencias morfolégicas entre las colonias. Las cepas utilizadas en este proyecto
cuando se cultivan en medio WLN, se caracterizan por las siguientes morfologias: Td5 forma
colonias circulares con tonalidad blanquecina, con el paso del tiempo el centro de la colonia
adquiere una coloracién verdosa; Lt2 forma colonias circulares con una tonalidad verde

intensa (Figura 14C).

Para el recuento de viables de las muestras, se sembraron 100 pL de la dilucién pertinente en
el medio diferencial WLN, distribuyéndose por toda la placa gracias a unas beads (perlas) de
vidrio esterilizadas, las cuales se eliminan tras la agitacion. Una vez sembrada la placa, esta se
mantiene a 28 °C durante 48h, tiempo suficiente para que las colonias crezcan hasta un

tamafio éptimo para su recuento.

Poblacion total de cada especie determinada por PCR cuantitativa (qPCR)

La gPCR es una técnica molecular basada en la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Esta
técnica permite la deteccidn y cuantificacidon de las levaduras presentes en el mosto, lo que

nos permite realizar estudios de la poblacion.
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Los primers utilizados para la deteccién y cuantificacién de cada especie estan especificados en
la Tabla 3. Cémo son primers especificos de especie, se hizo una qPCR para cada especie que

queriamos cuantificar.

Tabla 3. Secuencia de los primers usados en la qPCR para cada una de las especies.

Organismo Nombre Secuencia del primer 5’-3’ Referencia
T. delbrueckii Tods L2 CAAAGTCATCCAAGCCAGC
Tods R2 TTCTCAAACAATCATGTTTGGTAG (Zottetal, 2010)
L. thermotolerans LTH2-F CGCTCCTTGTGGGTGGGGAT (Garcia et al., 2017)
LTH2-R CTGGGCTATAACGCTTCTCC v
S. cerevisiae CESP-F ATCGAATTTTTGAACGCACATTG (Hierro et al., 2007)
SCER-R CGCAGAGAAACCTCTCTTTGGA v

Para realizar la gPCR es necesario realizar previamente la extraccion de DNA de la muestra a
analizar. Para la extraccidn se utilizé el kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen; 69104) (Protocolo en

el Anexo 3).

Una vez extraido el DNA, se prepard el Master Mix con los reactivos comerciales: TB Green
Premix Ex Taq Il (Tli RNasaH Plus), Bulk (Takara; RR820L) y con los primers especificos de la
especie a cuantificar (composicion de la solucion Master Mix en Anexo 4). En una placa de 96
pocillos se afiadieron 18 puL de Master Mix y 2 puL de DNA extraido y se analizaron las
poblaciones presentes en la muestra en el termociclador QuantStudio 5 Real-Time PCR
Instrument, (Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) (programa utilizado en Anexo 4).
El resultado obtenido es una representacion de la fluorescencia emitida por el reactivo Syber
Green cuando se une al ADN bicatenario respecto al numero de ciclos de amplificacion
realizados, conocido como curvas de amplificacién. Gracias a las curvas de amplificacién se
obtuvo el ciclo umbral (Ct), es decir, el ciclo donde se produce la interseccién entre la curva de
amplificacidn y el valor umbral fijado de forma automatica por el equipo. El Ct de cada muestra
se interpold a la recta patrén realizada con concentraciones de ADN conocidas de T.
delbrueckii, L. thermotolerans y S. cerevisiae (Rectas en el Anexo 4). Tras la interpolacidn se

obtiene la poblacidn total de cada levadura analizada.

Analisis bioguimicos

Se determinaron los azucares reductores del mosto (glucosa y fructosa) utilizando el kit
enzimatico BioSystems (Biosystems S.A.; 12800). Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm
durante 2 minutos, y se analizd el sobrenadante utilizando un multianalizador automatico

Miura One, (TDI S.L, Gava, Espaiia).
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Resultados y discusion

Coinoculacion

En el experimento de la coinoculaciéon se inocularon Td5 y Lt2 en igual concentracion (1:1) en
mosto sintético y se incubd en agitacion (120 rpm) a 22 °C. Como control se utilizaron
fermentaciones individuales de ScR, Td5 y Lt2. Durante el proceso de fermentacién se tomaron
muestras de mosto de cada fermentador y se analizd la cinética de fermentacién y de las

poblaciones presentes.

Cinética de fermentacion

El estudio de la cinética de fermentacion de la coinoculacion, realizado mediante el analisis de
la variacion de la densidad del mosto, permite comparar la cinética de fermentacion del cultivo

mixto frente a las cinéticas de fermentacidn de los cultivos individuales.
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Figura 10. Evolucidon de la densidad de la fermentacion coinoculada y las fermentaciones individuales.

Lt2+Td5: Fermentacion coinoculada de Lt2 y Td5 en proporcién 1:1. Td5, Lt2 y ScR: Fermentaciones individuales de
Td5, Lt2 y ScR, respectivamente.

Como se observa en la Figura 10, la densidad de la fermentacion coinoculada disminuyd de
forma similar a las fermentaciones individuales de ScR y Td5. Posteriormente, esta disminucién
se fue ralentizando, resultando en una parada de fermentacién. Hablamos de parada de
fermentacién porque, a pesar de seguir disminuyendo lentamente la densidad, uno de los
triplicados consiguid terminar la fermentacion a causa de una contaminacion por una cepa de
S. cerevisiae, cambiando la tendencia (Anexo 6). La fermentacidon mixta fermentd mejor que la
fermentacidén individual de Lt2 pero peor que la fermentacién individual de Td5, aunque en
todos los casos, terminaron parandose a unas densidades similares. Por lo tanto, no se observé

una interaccidn positiva entre las cepas, sino que la presencia de Lt2 afecté negativamente a la
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capacidad fermentativa de Td5. En lugar de obtener una interaccién sinérgica completando
con mayor rapidez la fermentacidn, la fermentacién se retrasé respecto a la fermentacién
individual llevada a cabo por Td5, sin llegar tampoco a completarla. Unicamente la

fermentacién inoculada con ScR fue capaz de completar la fermentacidn alcohdlica.

En estudios anteriores del grupo de Biotecnologia Enolégica (Figura 11), tanto Lt2 como Td5
fueron capaces de terminar la fermentacién a 22 °C, inoculadas en cultivo puro. Resultados
similares se observaron en fermentaciones realizadas con otras cepas de estas especies, las
cuales también fueron capaces de acabar la fermentacién inoculadas en cultivo puro,
presentando igualmente un retraso a nivel de fermentacién respecto a las cepas de S.
cerevisige (Petitgonnet et al., 2019; Ramirez & Veldzquez, 2018). En cambio, la fermentacion
individual de Td5 (Figura 10) se para cuando la densidad del mosto desciende hasta 1010 g/L,
sin llegar a consumir todos los azucares del medio (Anexo 6). Este retraso también se observa
en la fermentacion individual de ScR, tardando 10 dias en terminarla. Por lo tanto, el retraso
global en todas las fermentaciones debe estar asociado a un factor que haya afectado a todos
los cultivos, como puede ser algin problema con el medio en el que se inocularon (comun para
todas las fermentaciones), p. ej. la deficiencia de algin nutriente al preparar el medio que
provocara retraso en todas las fermentaciones, e incluso algunas paradas de fermentacion.
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Figura 11. Comparacion de las diferentes fermentaciones realizadas por Td5, Lt2 y ScR de forma
individual a 22 °C en mosto sintético.

Crecimiento poblacional

Para comprobar si la ralentizacion observada en las fermentaciones mixtas era debido a un
efecto negativo en el crecimiento de alguna de las dos cepas, se analizd la evolucién de su
poblacién, mediante diferentes metodologias: poblacién total por densidad dptica a 600 nm

(Anexo 5), viabilidad total y de cada una de las especies, mediante crecimiento en medio rico
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(YPD) y medio diferencial (WLN), respectivamente y, finalmente mediante el uso de la gPCR

con primers especificos.
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Figura 12. Poblacion viable de Td5 y Lt2 en la fermentacion coinoculada en medio YPD y medio
diferencial WLN.

El recuento de las poblaciones de Td5 y Lt2 presentes en el medio se realizd6 en medio diferencial WLN. UFC:
Unidades Formadoras de Colonias

En la Figura 12 se muestra la evolucién de la poblacidon viable en medio YPD y WLN, asi como el
crecimiento de ambas cepas (Td5 y Lt2) en el medio diferencial WLN. Utilizamos el medio
diferencial WLN porque nos permite diferenciar las dos especies, por su morfologia
caracteristica en este medio, y poder hacer un seguimiento de la poblacion individual. La
poblacién viable de Lt2 disminuydé el primer dia de fermentacidon. Posteriormente, esta
poblacién crecié aunque no aumentd mucho. Sin embargo, la poblacién de Td5 alcanzé una
concentracion de 3,00E+07 UFC/mL el dia 3 de fermentacidn y se mantuvo en fase estacionaria
hasta el final de la fermentacion. Por lo tanto, el recuento de la poblacién total del mosto se
debia mayoritariamente a la poblacién de Td5, ya que la poblacidn de Lt2 siempre fue inferior
y en algunos casos con diferencias de practicamente 2 érdenes de magnitud con la poblacién
de Td5. El hecho de que Td5 sea la cepa mayoritaria a lo largo de toda la fermentacién cuando
se coinocularon ambas cepas confirma los resultados previos del grupo que apuntaban hacia
que Td5 tiene mayor capacidad fermentativa que Lt2. De hecho, teniendo en cuenta las
caracteristicas requeridas para realizar la fermentacion alcohdlica industrial, se cree que T.
delbrueckii es la levadura no-Saccharomyces mas similar a S. cerevisiae, dada su buena

capacidad fermentativa.
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Figura 13. Evolucion de la poblacién por recuento en medio diferencial WLN y qPCR de Td5 (A) y Lt2
(B) en cultivo mixto e individual.

Para comprobar si hay un efecto inhibitorio sobre el crecimiento entre ambas especies cuando
comparten el mismo medio de cultivo se compara el crecimiento de estas en cultivo mixto
frente al crecimiento de estas en cultivo individual. En la Figura 13A se compara el crecimiento
de Td5, en ambos tipos de fermentacién (mixta e individual), la cepa presentd un crecimiento
exponencial hasta el tercer dia que entrd en fase estacionaria, de forma similar en ambas
fermentaciones. Sin embargo, la poblacién maxima alcanzada fue menor en la fermentacién
mixta que en la individual, lo que confirmaba la interaccién negativa entre ambas cepas.
Ademas en el andlisis por qPCR de la poblacion de Td5 se observd una disminucion a partir del
dia 8 de fermentacion, resultado también observado en la fermentaciéon individual. Este

descenso no se observo en el crecimiento en medio WLN, sino todo lo contrario, observandose
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un repunte a partir de ese mismo dia. El crecimiento tardio pudo ser causado por la
contaminacién del medio con una cepa de S. cerevisiae. La morfologia de las colonias de S.
cerevisiae y T. delbrueckii en medio WLN es muy similar, con una coloracién blanquecina que
hace muy dificil su diferenciacién (Figura 14). Esta similitud en la morfologia de las colonias
puede haber causado la contabilizacién de colonias de S. cerevisiae contaminante como

colonias de Td5 (dato confirmado por gPCR como se observa en la Figura 15, que explicaria el

repunte a partir de décimo dia de fermentacién).

Figura 14. Placas de WLN conteniendo cultivos mixtos de levaduras no-Saccharomyces con S.
cerevisiae (Figura 14A y 14B) (Medina, 2014). Placa cultivo mixto T. delbrueckii y L. thermotolerans
(Figura 14C).

La levadura Saccharomyces de estas fotografias (Figura 5A y 5B) se diferencian de las no-Saccharomyces por su
mayor tamafio, color blanco mate (sin brillo) y textura espesa. La Figura 5C es un cultivo mixto de Td5 (colonias con
morfologia blanca) y Lt2 (colonias con morfologia verdosa).

En la Figura 13B, Lt2 presentd un crecimiento exponencial hasta el tercer dia de fermentacion.
Sin embargo, la diferencia entre la fermentacion individual y la fermentaciéon mixta es todavia
mayor ya que, aunque se observé un ligero aumento al inicio por qPCR, la cepa en cultivo
mixto practicamente no crecié y rapidamente comenzé a disminuir su poblacién, a diferencia
del cultivo individual que alcanzd la fase estacionaria con una poblacidon un orden superior.
Estos resultados confirman que la presencia de Td5 tiene un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de Lt2.
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Figura 15. Analisis de la poblacion de levaduras presentes en el mosto durante la fermentacién mixta

por PCR cuantitativa (qPCR).
Scer: S. cerevisiae

Para comprobar si el medio se habia contaminado con S. cerevisiae se llevé a cabo un andlisis
por gPCR. Confirmando las sospechas anteriores, el dia 6 de fermentacién habia una poblaciéon
de 1,91E+05 células/mL de S. cerevisiae y aumentd con el paso del tiempo, alcanzando una
poblacion de 2,57E+07 células/mL el dia 20 de fermentacién. A diferencia de los datos
obtenidos por el grupo de Biotecnologia Enoldgica (Figura 3), la presencia de Td5 no ha
inhibido el crecimiento de esta cepa de S. cerevisiae y esta ha sido capaz de imponerse sobre
las otras levaduras presentes en el mosto. La contaminacidn de S. cerevisiae es un factor para
tener en cuenta. En el momento de la contaminacién, Td5 y Lt2 estan presentes en el medio.
Ademas, la composicidon del medio se ha visto afectada por el consumo de nutrientes por parte
de ambas levaduras. Sin embargo, S. cerevisiae ha sido capaz de crecer y alcanzar una
poblacién considerable, dominando la fermentacién. El hecho de que Td5 y Lt2 se inhiban
entre ellas puede favorecer el crecimiento de una tercera especie. De hecho, en las
fermentaciones espontaneas se produce una sucesidon de diferentes especies hasta que
finalmente se impone S. cerevisiae, responsable de terminar la fermentacién (Ribéreau-Gayon

et al., 2006).

En otros estudios donde se realizaron cultivos mixtos de T. delbrueckii con S. cerevisiae y L.
thermotolerans con S. cerevisiae a la misma concentracién (1:1) (Ciani et al., 2016; Ramirez &
Veldzquez, 2018), el crecimiento de S. cerevisiae no se vio afectado por la levadura no-
Saccharomyces coinoculada, la cual desaparecié rapidamente. La muerte prematura de las
poblaciones de levaduras no-Saccharomyces en cultivo mixto con S. cerevisiae se asociaron al
contacto célula-célula y a la secrecion de péptidos antimicrobianos por parte de S. cerevisiae.
Sin embargo, Varela (2016) indicé que estas levaduras no-Saccharomyces pueden inhibir el
crecimiento de S. cerevisiae en cultivos coinoculados y durante la inoculacion secuencial. Esta

inhibicién la asocié al consumo de nutrientes clave para el crecimiento de S. cerevisiae,
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teniendo un efecto perjudicial para la fermentacién si no se suplementa el medio. En este
mismo estudio, también se observé una inhibicién del crecimiento de L. thermotolerans por S.
cerevisiage y se asocio al contacto célula-célula (Varela, 2016). Ademas, el fendmeno killer entre
levaduras se ha descrito ampliamente en vinificacion, identificando distintas cepas de T.
delbrueckii y L. thermotolerans como buenos agentes de biocontrol (Ciani & Comitini, 2019).
Ramirez et al., (2015) identificaron una cepa de T. delbrueckii capaz de secretar una toxina que
afecta a la fermentacién por parte de S. cerevisiae (Kbarr-1). Estudios anteriores del grupo de
Biotecnologia Enoldgica demostraron que el contacto célula-célula no era el causante de esta
inhibicién. Sin embargo, el consumo de algun nutriente esencial o la secrecién de alguna
molécula que inhiba el crecimiento de las cepas podrian ser las causas de los comportamientos

observados durante la fermentacién.

Inoculacion secuencial

Cinética de fermentacion

Como se ha comentado en los antecedentes, en un estudio previo del grupo se observé que al
realizar fermentaciones secuenciales entre estas dos cepas sin contacto celular, al eliminar la
primera cepa, las fermentaciones se ralentizaban mucho e incluso en algunos casos se
paraban. Uno de los posibles motivos era la falta de algin nutriente esencial para el desarrollo
de la segunda cepa, siendo el nitrogeno el nutriente limitante mas habitual en este tipo de
fermentaciones. Por ese motivo, se realizaron estas fermentaciones secuenciales, adicionando
100 mg N/L justo en el momento de inocular la segunda cepa, con y sin contacto celular. El
contenido de nitrogeno asimilable del mosto es un factor clave para el crecimiento de las
levaduras y se requiere cantidad suficiente para evitar ralentizaciones o paradas de

fermentacién (Bisson, 1999).

En la Figura 16, la densidad de la fermentacidon secuencial en la que las poblaciones de
levaduras mantuvieron el contacto fisico entre ellas disminuyd rapidamente a partir de la
inoculaciéon de Lt2 y la adicion de DAP, dando por terminada la fermentacién el dia 6. Sin
embargo, la densidad disminuyé lentamente cuando Td5 se elimind del medio, a pesar de la
adicion de DAP, produciéndose una parada de fermentacion. Por lo tanto, el nitrégeno
asimilable no parece ser el nutriente limitante de la fermentacion porque, cuando se eliminé
Td5 del medio, Lt2 no fue capaz de reanudar la fermentacién, produciéndose una parada.
Comparando las cinéticas de fermentacion de las fermentaciones secuenciales con la
fermentacién individual de Td5 a 22 °C de la Figura 11, cuando ambas cepas mantuvieron

contacto fisico se produjo un aumento de la cinética de fermentacidon cuando se inoculd la
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segunda cepa, Lt2, y se afadid DAP, terminandola antes que el cultivo individual. Esta
disminucién de la densidad fue causada, probablemente, por el crecimiento normal de la
primera cepa inoculada, Td5. Comparando con la inoculacién secuencial a 16 °C de la Figura
17, cuando se mantiene el contacto fisico entre especies en fermentaciones a 22 °C y se
adiciona DAP, se produce un aumento de la cinética de fermentacion. Sin embargo, no se

observa una mejora sustancial cuando se elimina Td5 del medio.
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Figura 16. Variacion de las densidades de las fermentaciones secuenciales con y sin contacto fisico
entre Td5y Lt2.

En las fermentaciones secuenciales primero se inoculd Td5 y, tras 24h de fermentacion, se inoculd Lt2 y se afiadio el
DAP. En las fermentaciones sin contacto, previamente a la inoculacion de Lt2 se realiza un filtrado y se elimina Td5
del medio. En las fermentaciones con contacto se inocula Lt2 directamente, sin la eliminacion de Td5.
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Figura 17. Variacion de la densidad de fermentaciones secuenciales mixtas (Td5+Lt2), fermentaciones
secuenciales filtradas (Td5;Lt2) y fermentaciones individuales (Td5 y Lt2) a 16 °C.

La causa del aumento de la capacidad fermentativa cuando ambas levaduras mantienen
contacto puede ser causado por la interaccidn con Lt2, el incremento del nitrégeno asimilable
en el medio o la accién sinérgica de ambos, ya que Td5 es la responsable de llevar a cabo la
fermentacién del mosto. En este tipo de experimentacién las interacciones negativas,

observadas en el experimento de la coinoculacidn, no estdn tan presentes ya que no se ha
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producido una ralentizaciéon de la fermentacién. El efecto contrario se observa cuando se

elimina Td5 del medio, en la que Lt2 es incapaz de terminar la fermentacion.

Crecimiento poblacional

El estudio del crecimiento poblacional nos permite conocer si hay una relacién entre la cinética
de fermentacién y la poblacidn del medio. Para verificar si Td5 es la responsable de la
fermentacién del mosto en la inoculacién secuencial se analiza el crecimiento poblacional

mediante densidad dptica a 600 nm (Anexo 5) y el crecimiento en placa en medio WLN.

En la Figura 18, se compara el crecimiento de las poblaciones de Td5 y Lt2 en las
fermentaciones secuenciales en las que se mantiene contacto fisico en el medio con el
crecimiento de las poblaciones cuando Td5 se elimina del medio antes de inocular Lt2. En la
fermentacién secuencial filtrada (Td5 se elimind del medio) la poblacidon de Td5 crecié hasta
1,87E+07 UFC/mL antes de ser eliminada del medio. Cuando se inoculd Lt2 y se afiadio DAP, la
poblacion de Lt2 crecid hasta 3,91E+07 UFC/mL y se mantuvo en fase estacionaria hasta el
final de la fermentacién. Sin embargo, no se observd practicamente descenso de la densidad, a
pesar del crecimiento de la cepa. En la fermentacién en la que se mantuvo el contacto fisico
entre las levaduras, al igual que en el resto de fermentaciones, la poblacién de Td5 permanecio
en fase de crecimiento exponencial hasta el tercer dia. La poblacidn alcanzada fue mayor que
en el cultivo individual de Td5, lo que sugiere la ausencia de algun nutriente en el mosto de la
primera experimentacién. Una vez alcanzada la fase estacionaria, esta se mantuvo estable
hasta el final de la fermentacidn. A pesar de afiadir DAP, no observamos crecimiento de Lt2. La
diferencia de poblacion entre Td5 y Lt2 fue de mas de dos ordenes de magnitud durante la
fermentacién. Por lo tanto, Td5 fue la principal responsable de la fermentacién del mosto vy el

contacto con Lt2 parece no inhibir su crecimiento.
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Figura 18. Comparacion de la poblacién viable (en medio WLN) de Td5 y Lt2 en las fermentaciones
secuenciales con y sin contacto fisico entre las levaduras.
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En estudios anteriores del grupo de Biotecnologia Enoldgica (Figura 19), la poblacion de Td5 en
la fermentacion secuencial mixta a 16 °C alcanzé una poblacion de 3,00E+08 células/mL y se
mantuvo estable durante la fermentacién. Al igual que en los resultados obtenidos en esta
experimentacion afiadiendo DAP, la poblacién de Lt2 se mantuvo con el paso del tiempo
siendo incapaz de crecer. En la fermentacidn secuencial filtrada el comportamiento de las
levaduras es similar en ambas experimentaciones. A 22 °C, Td5 alcanzé una poblacidn superior
antes de ser filtrada, la diferencia de temperatura provoca un aumento de la cinética de
fermentacidn, por lo que la inoculacidn de la segunda cepa se hace un dia antes. Mas alla de
las diferencias en el tiempo de inoculacién, el comportamiento de Lt2, cuando se elimina Td5
del medio, es muy similar en ambas fermentaciones. A pesar del crecimiento, Lt2 fue incapaz

de completar la fermentacion.
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Figura 19. Comparacion del andlisis por qPCR de fermentaciones secuenciales mixtas (Td5+Lt2),
fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2) a 16 °C.

En un estudio de fermentaciones secuenciales de T. delbrueckii con S. cerevisiae y L.
thermotolerans con S. cerevisiae, Benito et al., (2019) reportaron el retraso de la fermentacion
secuencial cuando se compara con los cultivos puros de S. cerevisiae. El lento crecimiento de
las cepas de S. cerevisiae en la fermentacidn secuencial con T. delbrueckii se asocié a una
competencia por los nutrientes o al agotamiento del nitrégeno (Ciani et al.,, 2016). Como
hemos comprobado en este estudio, el nitrdgeno no fue el metabolito limitante causante de
esta inhibicion. Petitgonnet et al., (2019) destacaron la importancia de nutrientes como el
nitrégeno, el oxigeno y los fitoesteroles en el momento de la inoculacion de S. cerevisiae en los
cultivos secuenciales con levaduras L. thermotolerans. Durante las primeras 24h de
fermentacién, las levaduras no-Saccharomyces consumen nutrientes, por lo que debe tenerse
en cuenta su concentracion en el medio antes de inocular la segunda cepa. En este mismo

experimento (Petitgonnet et al., 2019), la poblacién de L. thermotolerans aumentd hasta el
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momento de la inoculacién de S. cerevisiae. Tras 5 dias de fermentacién la poblacion de L.
thermotolerans disminuyd drasticamente. Por lo tanto, observaron cémo, en presencia de una
levadura con mayor fuerza fermentativa, L. thermotolerans fue incapaz de crecer, muriendo
con el paso del tiempo. Varela (2016) indicé que las interacciones entre S. cerevisiae y
levaduras no-Saccharomyces pueden inhibir el crecimiento de S. cerevisiae utilizando
nutrientes clave para S. cerevisiae antes de su inoculacion. Ademads, las especies no-
Saccharomyces pueden producir metabolitos que limiten el crecimiento de otras especies,
afectando a las dindmicas de poblacidn de las levaduras durante la fermentacién. Por tanto,
teniendo en cuenta los resultados y la bibliografia existente, los factores causantes de la
inhibicién del crecimiento observada durante la fermentacién deben ser el consumo de algun
nutriente esencial para la segunda cepa, diferente al nitrégeno y/o la secrecién de algun
metabolito con actividad antimicrobiana por parte de Td5. Mds estudios son necesarios para
poder seguir discerniendo cudl de estos motivos puede ser la causa de dicha inhibicidn (Ver

aparatado Consecuencias del COVID-19 y perspectivas de futuro).

Conclusion

Durante la fermentacion coinoculada se observan interacciones con efecto negativo sobre
ambas cepas. Los resultados muestran que Td5 tiene mayor capacidad fermentativa que Lt2 y,
por lo tanto, lidera la fermentacién. La capacidad fermentativa de Td5 se ve afectada por la
presencia de Lt2, por lo que la fermentacion no llega a completarse. La poblacién de cada
levadura influye negativamente sobre el crecimiento de la otra especie cuando se inoculan en
un ratio 1:1. Este efecto inhibitorio provoca que Lt2 sea incapaz de crecer cuando comparte
medio de cultivo con Td5. Esta limitacién del crecimiento puede ser debida a la competencia
por micro y macronutrientes, o por la secrecién de algiun metabolito con actividad

antimicrobiana.

Tras analizar los resultados obtenidos, se ha comprobado que el problema causante de la
inhibicién de la fermentaciéon no es el nitrogeno asimilable ya que a pesar de adicionar
nitrégeno y observar un crecimiento de Lt2, la fermentacion se sigue parando. En el estudio de
las fermentaciones secuenciales se observa una mejora de la fermentacién cuando se inocula
Lt2 y se afiade DAP al medio con Td5. Esta fermentacion aumenta su cinética respecto a la
fermentacién individual de Td5. Sin embargo, esta sinergia de fermentacidn no esta causada
por un aumento de las poblaciones de ambas especies porque, como hemos comentado
anteriormente, Lt2 es incapaz de crecer en un medio con presencia de Td5. Cuando Td5 se

elimina del medio, Lt2 es capaz de crecer, sin embargo, no es capaz de reanudar la
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fermentacién, resultando en una parada de fermentacién. El efecto sinérgico observado en la
fermentacién se da principalmente por la presencia mayoritaria de Td5, cuyo crecimiento no

se ve afectado por la presencia de Lt2.

Por tanto, la hipdtesis de que el causante de esta inhibicion sea la falta de algun nutriente, la
secrecién de alguna molécula o el efecto sinérgico de ambos sigue vigente, por lo que son

necesarios mas estudios para descifrar el motivo de la inhibiciéon observada.

Consecuencias del COVID-19 y perspectivas de futuro

El sdbado 14 de marzo de 2020 el Gobierno de Espaiia decreta el estado de alarma para hacer
frente a la expansién del coronavirus COVID-19. En ese momento, me encontraba en medio de
las practicas curriculares, llevando a cabo el proyecto sobre interacciones entre levaduras.
Entre las medidas tomadas, declaran la suspensién de los empleos no esenciales y el comienzo
del confinamiento. Por este motivo, me he visto en la situacion de presentar el proyecto con

los resultados obtenidos hasta ese dia.

Mi proyecto es la continuacién de otro proyecto realizado por el grupo de Biotecnologia
Enoldgica de la URV, en el que se dejaban abiertas varias lineas de estudio sobre la interaccion
entre Td5 y Lt2. En este proyecto decidimos comenzar por la coinoculacidn de ambas especies
en un ratio 1:1 y continuar con la fermentacién secuencial. Sin embargo, varios andlisis no se
pudieron completar como son: el analisis del nitrégeno asimilable presente en el medio a lo
largo de las fermentaciones y el andlisis de las poblaciones por qPCR a lo largo de toda la
fermentacién (en la coinoculacién se tomaron tres puntos para verificar la contaminacién por
S. cerevisiae y en la fermentacién secuencial no se llegaron a realizar). Mas alld de completar
los anadlisis de las pruebas ya realizadas, se queria repetir la fermentacién coinoculada para
trabajar en condiciones de esterilidad en un medio completo y verificar si el comportamiento
de las cepas observado en la primera experimentacion se mantiene bajo condiciones dptimas.
Probablemente, el medio utilizado tenia deficiencias en algin nutriente que hizo que las

fermentaciones se ralentizasen.

A las pruebas realizadas, le seguia la fermentacidn secuencial en la que primero se inocula Lt2
y posteriormente se inocula Td5. En esta prueba se queria comprobar si la adicion de
nitrégeno asimilable al medio en el momento de la segunda inoculacion era suficiente para
que Td5 creciera y terminara la fermentacién, ya que se habia demostrado que tiene mayor
capacidad fermentativa que Lt2. Posteriormente, se queria realizar una coinoculacién en la
que las dos especies estaban separadas por una membrana de didlisis. Utilizando esta

metodologia se podria detectar si la causa de las interacciones observadas era una molécula
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que quedara retenida, o no, dentro del saco de dialisis, utilizando membranas de diferente

tamafio de poro.

Ademas de los experimentos pendientes, otra posible linea de investigacidon seria un analisis
detallado de la composiciéon del mosto a lo largo de la fermentacion. Esto nos permitiria ver
cémo afecta la fermentacién de ambas levaduras a la composicién del mosto y determinar los
requerimientos nutricionales de cada especie. Otra linea de investigacidn es la coinoculaciéon
de ambas cepas con diferentes ratios, observando si se produce un efecto sinérgico o
inhibitorio cuando se varian los ratios de inoculacion. Finalmente, se podria repetir la
experimentacion utilizando otras cepas de las mismas especies para comprobar que esta

inhibicidn no es especifica de las cepas seleccionadas.
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Anexos

Anexo 1: Preparacién de mosto sintético

1. Pesar reactivos (Tabla 4A) y afiadir agua destilada (menos de 200 o 300 mL del volumen
final deseado).

2. Poner en el autoclave. Poner también el material requerido para filtrar.

3. Pasar a un vaso de precipitados. Afladir vitaminas, aminoacidos, oligoelementos y factores
de anaerobiosis (Tabla 4B).

4. Ajustar el pH a 3,3 (afadiendo pellets de NaOH).

5. Afadir agua destilada hasta el volumen final deseado

6. Filtrar (utilizando filtros S-Pack de poro de 0,22 um) usando una bomba de vacio.

Tabla 4. Cantidad de reactivos para anadir en los antes de autoclavar (punto 1) (Tabla 4A) y después
de autoclavar (punto 3) (Tabla 4B) en la preparacion del mosto sintético.

A Reactivo g/L B Reactivo mL/L
Eluc;)sa 188 Oligoelementos 1
ructosa . .
Acido mélico 5 ::lltamma_; 10
Acido citrico monohidratado 0,5 actore; e, 1
Acido tartarico 3 anaerobiosis
KH,PO. 075 Aminoacidos 10
K2504 0,5 (300 me/L)
MgS0, - 7H,0 0,25
CaClz . 2H20 0,16
NaCl 0,2
NH4Cl (300 mg/L) 0,46

Tabla 5. Composicion de las diferentes soluciones stock utilizadas para la preparacion del mosto
sintético.

Vitaminas g/L
Mio-inositol 2
Pantotenato de calcio 0,15
Tiamina 0,025
Acido nicotinico 0,2
Piridoxina 0,025
Biotina (100 mg/L) 0,0003

Factores de anaerobiosis  Cantidad para 0,1 L

Ergosterol 15¢g
Acido oleico 0,5 mL
Tween 80 50 mL
Etanol (absoluto) Hasta 100 mL
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Aminoacidos

g/L

Asp 4,42

Glu 11,96

Ser 7,8

Gln 49,92

His 3,38

Gly 1,82

Thr 7,54

Arg 36,79

Ala 14,56

Tyr 1,95

Cis 2,08

Val 4,42

Met 3,12

Trp 17,42

Phe 3,77

lle 3,25

Leu 4,81

Lys 1,69

Pro 59,93
Oligoelementos g/L

MnSO4 H,O 4

ZnS04 7H,0 4

CuS0O4 5H,0 1

Kl 1

CoCl; 6H,0 0,4

H3BO3 1

(N H4)5 MO7024 4H20 1
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Anexo 2: Preparacion de los medios de cultivo

YPD solido (Cultimed, Barcelona, Espafa)

1. Pesar 20 g de glucosa, 20 g de peptona, 10 g de extracto de levadura y afiadir 1L de agua
destilada.

2. Afadir 17 g de Agar Bacterioldgico, Bacteriological American Type (Ingredient) for
microbiology (ITW Reagents; 402303.1210).

3. Esterilizar en el autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

4. Repartir en placas de Petri y dejarlas secar.

Difco WL Nutrient Broth (BD; 247110)

1. Pesar 60 g de polvo Nutrient Broth y anadir a 1L de agua destilada.

2. Afnadir 17 g de Agar Bacterioldgico, Bacteriological American Type (Ingredient) for
microbiology (ITW Reagents; 402303.1210).

3. Esterilizar en el autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

4. Repartir en placas de Petri y dejarlas secar.
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Anexo 3: Protocolo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen; 69104)

1.

2
3
4.
5

N

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

Resuspender el pellet en 1 mL de agua destilada y esterilizada.

Centrifugar a 13.300 rpm durante 2 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 700 pL de “AP1 buffer”.

Pasar la solucidn a un tubo eppendorf con mini beads de cristal.

Realizar 3 ciclos con los eppendorf 1 minuto en el Mini-beadbeatter-24, BioSpec,
Bartlesville (Estados Unidos) y 1 minuto en hielo.

Centrifugar a 10.000 rpm durante 1 minuto.

Extraer 400 uL de sobrenadante y pasar a un eppendorf nuevo.

Afadir 4 pL de “RNAsa”, invertir el eppendorf e incubar 10 minutos a 65 °C.

Anadir 130 pL de “P3 buffer”, mezclar con la pipeta e incubar 5 minutos en hielo.

. Centrifugar a 13.300 rpm durante 5 minutos.

Extraer 500 uL de sobrenadante y pasar a una columna lila.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 minutos.

De la fraccién filtrada, afiadir 675 puL de “AW1 buffer”, mezclar y pasar 650 pL a una
columna blanca.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto y eliminar la fraccion filtrada.

Afadir la fraccion filtrada restante de la columna lila a la columna blanca.

Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto y eliminar la fraccion filtrada.

Anadir a la columna blanca 500 pL de “AW?2 buffer”, centrifugar a 13.000 rpm durante 2
minutos y descartar la fraccion filtrada. Repetir este paso 2 veces.

Colocar la columna en un eppendorf nuevo.

Aiadir a la columna 50 plL de “AE buffer” e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 8.000 rpm durante 2 minutos.

Repetir los pasos 19 y 20 dos veces. Si no se va a utilizar el DNA de inmediato, guardar el

eppendorf a-20 °C.
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Anexo 4: PCR cuantitativa (qPCR)

Composicion de la solucion Master Mix

Tabla 6. Composicion de reactivos de la solucion Master Mix para qPCR.

Reactivo uL/muestra
TB Green Premix Ex Taq Il (2X) 10
Primer Forward (10 uM) 0,8
Primer Reverse (10 uM) 0,8
Rox Il (50X) 0,08
H20 Mili Q estéril 6,32

Programa utilizado para la gPCR

95°C 95°C

53 ™, &0°C

35s

1 min.

A0 ciclos

Figura 20. Programa utilizado para la qPCR.

Rectas patrones

e T. delbrueckii (Td5)

22

20

14
12
10k 100k 1.000e+6 1.000e+7
Quantity
Target: Tdel Slope: -3.356 Y-Inter: 37.698 R2:1.000 Eff%: 98.618 Error: 0.015
— Regression Line External Reg. Line B STANDARD B UNKNOWN

Figura 21. Recta patron utilizada para la cuantificacion de Td5 por qPCR.

1.000e+8
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e L. thermotolerans (Lt2)

Z22

20

10k 100k 1.000e+6 1.000e+7 1.000e+8
Quantity

Target: Lth Slope: -3.526 Y-Inter: 38.606 R2: 0.999 Eff%: 92.135 Error: 0.029

— Regression Line — External Reg. Line B STANDARD W UNKNOWN

Figura 22. Recta patrdn utilizada para la cuantificacion de Lt2 por gPCR.
e S. cerevisiae

24

22

20

10k 100k 1.000e+6 1.000e+7 1.000e+8
Quantity

Target: Scer Slope:-3.275 Y-Inter: 37.526 R2:0.999 Eff%: 102.001 Error: 0.041
- Regression Line ~ External Reg. Line I STANDARD W UNKNOWN

Figura 23. Recta patron utilizada para la cuantificacion de S. cerevisiae por qPCR.
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Anexo 5: Anélisis de Densidad Optica de las fermentaciones

e Coinoculacion
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01"
0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

Figura 24. Variacion de la densidad 6ptica medida a 600 nm de la fermentacion coinoculada y de las

fermentaciones individuales.
Lt2+Td5: Fermentacion coinoculada de Lt2 y Td5 en proporcion 1:1. Td5, Lt2 y ScR: Fermentaciones individuales de

Td5, Lt2 y ScR, respectivamente.

e Fermentacion secuencial
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Figura 25. Variacion de la densidad optica medida a 600 nm de la fermentacién secuencial con y sin

contacto fisico entre las levaduras.
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Anexo 6: Andlisis bioquimicos
e Coinoculacién y fermentaciones individuales

Tabla 7. Concentracion de azucares asimilables en el mosto al final de la fermentacion.

Se estudiaron tres muestras de fermentaciones coinoculadas (Lt2+Td5; triplicados) que se representan como (A), (B)
y(C).

Fermentacion Glucosa + Fructosa (g/L)

Lt2 + Td5 (A) 0,00
Lt2 + Td5 (B) 78,1
Lt2 + Td5 (C) 45,8
Lt2 54,2
Td5 45,8
ScR 0,00

¢ Inoculacién secuencial con contacto

Tabla 8. Concentracion de azucares asimilables en el mosto al final de la fermentacion.

Se estudiaron tres muestras de fermentaciones secuenciales (Td5+Lt2; triplicados) que se representan como (A), (B) y

(C).

Fermentacién Glucosa + Fructosa (g/L)

Td5 + Lt2 (A) 0,68
Td5 + Lt2 (B) 0,03
Td5 + Lt2 (C) 0,03

47



Autoevaluacion

Antes de comenzar con las practicas curriculares sentia curiosidad por cémo es trabajar en el
mundo de la investigacion en el sector microbioldgico. Una vez introducido en este sector,
descubri que obtener resultados consistentes no iba a ser sencillo para unas manos inexpertas.
Esta dificultad radica en la facilidad con la que los cultivos se pueden contaminar y en que el
minimo error de manipulacién puede llevar a resultados erréneos. Ademds, hay que tener en
cuenta que no se cumple el concepto de “cell factory”, ya que al trabajar con organismos vivos
hay una variabilidad en los resultados y estos pueden ser contrarios a los resultados obtenidos
por otros autores. En mi caso, esta ha sido mi primera experiencia en el sector de la
investigacion. La falta de experiencia provocd que no prestara atencion suficiente al
mantenimiento de la asepsia y de la reproducibilidad. Esto se ve reflejado en los resultados
obtenidos en el experimento de la coinoculacion. Con el paso del tiempo fui mejorando mis
habilidades, siendo mas consciente de como deben hacerse las cosas y siendo capaz de
interpretar los resultados obtenidos. El estado de alarma declarado ha hecho que trabaje con
todos los resultados obtenidos hasta la fecha, sin embargo, esta no era mi intencidn principal.
Antes del comienzo del confinamiento le comenté a mi tutora, la Dra. Maria Jesus Torija, que
queria repetir la primera experimentaciéon de nuevo. La experiencia obtenida durante los
primeros meses me habia motivado a querer repetir la experimentacién con el objetivo de

presentar unos resultados consistentes, aunque no pudo ser asi.

Para concluir, considero que el sector de la investigacion microbiolégica puede ser frustrante
cuando no se presta suficiente atencidn a los procedimientos y los resultados obtenidos son
confusos. Sin embargo, una vez se tienen en cuenta cémo pueden afectar estas variables y se
intenta trabajar de forma adecuada, el esfuerzo y el trabajo se ven recompensados. Por todo

ello, he decidido orientar mi carrera profesional hacia este sector.
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