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1. DATOS DEL CENTRO

El siguiente trabajo se ha realizado en el grupo de investigacion Biotecnologia Enoldgica
de la Universitat Rovira i Virgili. EI grupo pertenece al departamento de Bioquimica y
Biotecnologia de la Facultad de Enologia en el Campus Sescelades en Tarragona. El

grupo esta ligado a la investigacion con Saccharomyces cerevisiae y Oenococcus oeni.

2. RESUMEN

Las levaduras con fines enoldgicos han sido seleccionadas para conseguir vinos de mayor
calidad y fermentaciones efectivas del mosto de uva. Uno de los topicos de interés en los
ultimos afios es la capacidad de las levaduras para liberar manoproteinas. El interés en
estas moléculas se debe a la estabilidad proteica y tartarica que aportan al vino. Ademas,
su capacidad de detoxificar el medio favorece el crecimiento de las bacterias lacticas (BL)
responsables de la fermentacion malolactica (FML). Las interacciones entre
manoproteinas y BLs no han sido muy investigadas. Por ello, el objetivo de este trabajo
fue caracterizar la liberacién de manoproteinas de diferentes cepas de levaduras durante
la fermentacion alcohdlica (FA), evaluar su potencial efecto sobre la FML de Oenococcus
oeni y estudiar el cambio en la composicién de los vinos tras la FML. Para este objetivo
se realizaron FA con levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora
delbrueckii de las que se precipitaron los polisacaridos (PS) y se extrajeron las lias que
posteriormente fueron adicionadas a FMLs con O. oeni. Se identificaron diferencias entre
especies en la liberacion de manoproteinas. La liberacion de manoproteinas en la especie
T. delbrueckii fue mayor durante la FA 'y en S. cerevisiae fue posterior. Se consiguieron
mayores concentraciones de manoproteinas con la cepa T. delbrueckii Viniferm. Destacd

el efecto potenciador de la FML en las lias de T. delbrueckii Biodiva.

3. PALABRAS CLAVES

Fermentacion malolactica, interaccion levaduras-bacterias lacticas, manoproteinas,

Oenococcus oeni, Vvino.



4. INTRODUCCION

El vino es el producto de fermentacion del mosto de uva. En la elaboracion del vino se da
la fermentacion alcoholica (FA). Seguida, en algunos vinos, de la fermentacion
malolactica (FML).

4.1 Fermentacion alcohélica

Tipicamente, la FA es realizada por la levadura Saccharomyces cerevisie. Es frecuente el
uso de cultivos iniciadores seleccionados para garantizar el desarrollo rapido y controlado
de esta fermentacién. En los ultimos afios destaca en la enologia la practica de llevar a
cabo FAs combinando la inoculacion de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces
como Torulaspora delbrueckii o Metschnikowia pulcherrima (Aniballi Laura, 2019).
Diversos estudios han demostrado que a partir de fermentaciones combinadas se pueden
obtener vinos con menor concentracion de etanol que aquellos obtenidos a partir de
monocultivos de S. cerevisiae (Jolly et al., 2014). Las levaduras no-Saccharomyces han
mostrado mejorar el perfil organoléptico de algunos vinos gracias a actividades
enzimaticas particulares, como la de B-glucosidasa (Zhang et al., 2021), que catalizan la
liberacion de aromas de sus precursores no volatiles (Azzolini et al., 2015) Cuando las
levaduras no-Saccharomyces son inoculadas solas, normalmente, no completan la FA por

lo que la fermentacion se termina con la inoculacion de Saccharomyces spp.
4.2 Fermentacion malolactica

Una vez la FA ha acabado (Ribéreau-Gayon et al., 2006) las bacterias lacticas (BL) llevan
a cabo la FML en vinos tintos, algunos blancos y algunos blancos espumosos con elevada
acidez. En la FML, convierten el acido L-malico en acido L-lactico y CO2 (Ribéreau-
Gayon et al., 2006). La descarboxilacion del acido malico reduce la acidez del vino. La
FML, a su vez, reduce el sabor agrio del acido méalico mejorando la sensacion en boca.
Ademas, reduce nutrientes que favorecen el crecimiento microbiano, proporcionando

estabilidad al vino antes de ser embotellado (Virdis et al., 2021).

En el vino se pueden encontrar principalmente cuatro géneros de bacterias lacticas:
Lactiplantibacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus (Lonvaud-Funel, 1995).

Oenococcus oeni es la especie dominante por su capacidad de crecer en las condiciones



desfavorables que proporciona el propio vino. Para asegurar la finalizacion de la FML se
pueden inocular cultivos iniciadores que contengan O.oeni (Lerm et al., 2010).

4.3 Interaccion levaduras-bacteria lacticas

Tipicamente, la FML tiene lugar después de la FA motivo por el que su desarrollo esta
directamente influenciado por el metabolismo de las levaduras vinicas (Balmaseda et al.,
2018). La seleccion de cepas de levaduras y BLs compatibles es fundamental para
asegurar el correcto desarrollo de la FA y la FML. Ya que, algunas cepas de levaduras

han mostrado efectos negativos sobre el crecimiento de BL (Du Plessis et al., 2017).
4.3.1 Interacciones adversas para las bacterias lacticas

El vino supone un ambiente adverso para la supervivencia de las BLs. La disponibilidad
de los nutrientes es limitada y el pH varia entre 3,0 y 4,0 (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
El etanol es el producto principal de la FA y resulta un importante inhibidor de la
supervivencia de las BLs (Lerm et al., 2010). Ademas del etanol, el dioxido de azufre,
los &cidos grasos de cadena media y determinados metabolitos de naturaleza proteica son
productos del metabolismo de la levadura que tienen un efecto inhibitorio en las BLs
(Lerm et al., 2010). La temperaturay el potencial de oxidacién-reduccion también afectan

al desarrollo de las BLs y por tanto a la FML (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

El diéxido de azufre se utiliza como aditivo antioxidante y antimicrobiano contra
microorganismos, ya que estos pueden ser responsables del deterioro del vino para
mantener su calidad (Toit and Pretorius, 2000). El dioxido de azufre se encuentra en
varias formas en equilibrio en el vino y su forma depende del pH. A pH bajos, predomina
el SO, que es la forma que més inhibe el crecimiento de microorganismos (Divol et al.,
2012). Se ha demostrado que la combinacién de un pH bajo con altas concentraciones de
diéxido de azufre tienen un fuerte efecto inhibitorio para O.oeni (Clair Nielsen et al.,
1996). Ademas, el dioxido de azufre puede ser producido por levaduras. Algunas cepas

lo pueden producir en cantidades inhibitorias para O.oeni (Osborne and Edwards, 2007).

Los acidos grasos de cadena media producidos por las levaduras inhiben el crecimiento
de las BLs mediante la inhibicion de la ATPasa. Ademas, reducen la habilidad de las BL

para catabolizar el acido malico (Alexandre et al., 2004). La composicion del mosto tras



la FA esta estrechamente relacionada con la especie de la levadura o levaduras elegidas
para la vinificacion (Du Plessis et al., 2017).

4.3.2 Interacciones beneficiosas para las bacterias lacticas

La interaccion de levaduras y BLs también tiene efectos potenciadores de la FML
(Aniballi Laura, 2019) aunque la estimulacion de las BLs por las levaduras vinicas ha
sido menos estudiada que la inhibicion (Liu et al., 2017) . Los mecanismos especificos
que favorecen la FML no se han identificado pero se ha observado que el efecto
inhibitorio de las levaduras se reduce cuando las lias se dejan en contacto con el vino tras
la FA (Alexandre et al., 2004). La autolisis de las levaduras es el mecanismo principal
que ha demostrado tener beneficios para el crecimiento de las BLs. En el proceso de
autolisis es liberado contenido de la célula como nucleétidos, aminoacidos, péptidos y
lipidos. En este proceso también son liberados los glucanos y las manoproteinas de la
pared celular (Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006).Las manoproteinas de levaduras
han sido asociadas con la estimulacion de BL (Guilloux-Benatier et al., 1995). El efecto
beneficioso se ha asociado a la capacidad de estos compuestos de adsorber metabolitos

inhibitorios y por mejorar el contenido nutricional del medio (Caridi, 2006).

La inoculacién de T.delburueckii durante la FA ha mostrado tener un impacto directo en
la poblacién de O.oeni gracias a la liberacion de manoproteinas y la reduccion de etanol
y SO2 en el vino (Ferrando et al., 2020). Algunas cepas, a pesar de no influir en la

poblacién bacteriana han mostrado mejorar la FML (Balmaseda et al., 2021a).



Tabla 1. Resumen de las interacciones levaduras-bacterias lacticas.

Interacciones inhibitorias

efecto potenciado por el bajo pH

Metabolito Efecto Referencia
o ] (Alexandre et al.,
Etanol Afecta al crecimiento bacteriano
2004)
(Divol et al., 2012)
Inhibe el crecimiento bacteriano,
SO,

(Clair Nielsen et al.,
1996)

Acidos grasos de

Inhibe del crecimiento bacteriano y

reduce la capacidad de

(Alexandre et al.,

cadena media _ o - 2004)
metabolizar el acido malico
Interacciones beneficiosas
Metabolito Efecto Referencia

Producto de
autélisis:

manoproteinas

Adsorcién de compuestos
inhibitorios y mejora del contenido

nutricional del medio

(Caridi, 2006)

4.4 Manoproteinas

Las manoproteinas son el segundo polisacarido mas abundante en los estadios primarios

de la fermentacion (Dominguez, 2020). En el vino, los polisacaridos (PS) son el grupo de

macromoléculas mas abundantes. El origen de este tipo de compuestos puede ser de la

pared celular de la uva y de la pared celular de las levaduras.




Se pueden distinguir dos partes de la pared celular de las levaduras. En la parte externa
encontramos los B-1,6-glucanos y unidos a ellos las manoproteinas. En la parte interna

estan los B-1,3-glucanos y la quitina (Gonzalez Royo, 2015).

Manoproteinas

Pared celular

B-1-6glucanos externa

(5-10%)

B-1-3-glucanos
(35-45%)

A _ Quitina
(1,5-6%)

Pared celular
interna

- Espacio periplasmatico

- Membrana plasmatica
fosfolipidica

Proteinatransmembrana

Figura 1. Esquema de la pared celular de las levaduras y porcentaje en peso de cada
componente (Gonzélez Royo, 2015).

Las manoproteinas suponen un 30-50% del peso seco de la pared celular de estas
levaduras. Aunque la composicion de la pared celular puede variar a medida que las
levaduras crecen (Gonzalez, 2008). Las manoproteinas son proteoglicanos que contienen
un 10-15% de proteina y un 85-90% de glucanos (Assunc¢édo Bicca et al., 2021). El 98%
de los PS son manosa y el 2% restante glucosa. En la parte aminoacidica se encuentran
en mayor proporcion la serina, la treonina y la asparagina (Gonzéalez, 2008). En estas
macromoléculas, las cadenas de manosa estan unidas a la proteina a través de enlaces O
y N-glucosidicos (Vi et al., 1995).

10



N-Glycosylation O-Mannosylation
P -—M P <M
¥ i
M€t W
‘\" ; M;;M :Toi
=M Pt v
e TJ,E! _.;M_"Tag iToi
Fphpy | Mt ! i
et Y VD Som SR & MP-Mnn4 N4 MP-Mmn2
; THM = va: : 'M?M?M_?Teg :Tcé
EM—?MT%—?ME M=M=t —- M8 iMi
W—pm—rp ‘ln: * ‘-'-. la: :le- M
-------- M _—‘{T. T:;M?M Wi 11 < MM ! Wetm<n (8
5 16 5 Ie M
M—;M-?*M—ff"l M==M M—3-M—3M —p M MM M—?M-?v‘h—rm MM I!'I"
N 4 N A N A
T "f L 1
(Gnac), [t}n:cj, 15"*:«2), |-‘+l|Z
WSerﬂ'hr - X - ASHW Ser/Thr - X - Asn/VW\/L Ser/Thr - X - Asn m\ﬁﬁ;ﬁm

Figura 2. Representacion de manoproteinas con enlaces de las cadenas de manosa O y
N-glucosidicos (Assunc¢do Bicca et al., 2021).

La funcion principal de las manoproteinas es actuar como componente estructural de la
pared. Ademas, son responsables de la permeabilidad de esta (Gonzalez, 2008). Durante
la vinificacién, las manoproteinas son liberadas de la pared celular en todas las fases, pero
destaca su liberacion en el proceso de autdlisis. La autdlisis se produce en la FA y en
etapas mas tardias siempre que el vino se mantenga en contacto con las lias de levaduras
(Martinez et al., 2016). La liberacion en el envejecimiento se da por la accion de las B-
1,2-glucanasas de las propias levaduras. Las glucanasas degradan los -glucanos de la
pared celular liberando las manoproteinas ancladas a estos. Las manoproteinas liberadas
dependen de la cepa especifica de levadura, asi como de las condiciones de composicion,

elaboracion y envejecimiento del mosto (Gonzalez Royo, 2015).
4.4.1 Propiedades enologicas de las manoproteinas

Los vinos con un mayor contenido de PS han mostrado tener un mayor cuerpo. Ademas,
se sugiere que la composicién y la estructura de la fraccion de PS influye en su capacidad
para reducir la astringencia (Vidal et al., 2004) mediante la interaccion y limitacién de la

formacion de agregados de taninos (Aniballi Laura, 2019).

En vinos blancos, la presencia de proteinas inestables puede suponer un problema para
las condiciones de almacenamiento del vino. Pueden producirse agregaciones y
floculaciones de proteinas que cambien su aspecto a uno mas turbio (Batista et al., 2009).

El tiempo vy las altas temperaturas pueden ser causantes de las precipitaciones.
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Una de las estrategias que se puede seguir para evitar la agregacion de proteinas es la
estabilizacion de las proteinas para evitar malos plegamientos producidos por la
temperatura. Diferentes PS, glicoproteinas y proteoglicanos, asi como las manoproteinas
de las levaduras han mostrado estabilizar las proteinas (Van Sluyter et al., 2015). La parte
glucidica de las manoproteinas ha sido relacionada con la estabilidad proteica (Schmidt
et al., 2009).

La cristalizacion de sales de tartarico también afecta a la turbidez del vino. Las
manoproteinas pueden contribuir disminuyendo la temperatura de cristalizacion de forma

que mejore la apariencia del vino (Aniballi Laura, 2019).

Las manoproteinas también han mostrado mejorar la espuma de vinos espumosos

mediante la formacidén y la estabilizacion de ésta (NUfiez et al., 2006).

La reduccion de compuestos toxicos como micotoxinas secretadas por hongos que
también se encuentran en el vino se ha asociado a las manoproteinas que adsorberian

dichos compuestos (Aniballi Laura, 2019).
4.4.2 Manoproteinas y fermentacion malolactica

Se ha demostrado que las macromoléculas liberadas en la aut6lisis de levaduras pueden
ser utilizadas por las bacterias lacticas para crecer en el vino (Guilloux-Benatier et al.,
1995). Aunque la dificultad que supone separar y purificar los PS resulta en el menor
estudio de estas macromoléculas (Diez et al., 2010), las manoproteinas han mostrado
tener un efecto detoxificador en el vino adsorbiendo los &cidos grasos de cadena media 'y
compuestos fenolicos. O.oeni posee a-glucosidasa, B-glucosidasa y N-acetil pB-
glucosamidasa y actividad peptidasa que permite liberar azlcares libres y aminoacidos
(Liu et al., 2017). Estas bacterias lacticas son capaces de transportar los diferentes
azucares al interior de la célula gracias al sistema de fosfotransfersasa (Jamal et al., 2013).
El transporte de azUcares podria ser beneficioso para el crecimiento de BLs y por tanto
favorecer la FML (Aniballi Laura, 2019). O.oeni ha mostrado ser activado a partir de
concentraciones de 200 mg/L de manoproteinas (Diez et al., 2010). A pesar de que no
hay estudios al respecto, las bacterias lacticas también podrian utilizar la parte

aminoacidica.
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4.4.3 Potencial uso de las manoproteinas parar mejorar la FML

Se han seguido diferentes estrategias en el laboratorio para conseguir cepas de levaduras
que liberen mayor cantidad de manoproteinas. Se han desarrollado mutantes autoliticos y
cepas modificadas genéticamente de S. cerevisiae. Pero han mostrado liberar
componentes inesperados en el vino (Domizio et al., 2014). Ademas, existen distintos
métodos para aislar manoproteinas de la pared de las levaduras entre los que destaca el
tratamiento térmico, quimico y enzimatico (Li and Karboune, 2018). Las levaduras no-
Saccharomyces han mostrado tener gran capacidad para liberar PS, y entre ellos

manoproteinas (Balmaseda et al., 2021c).

Glicocomponentes extraidos de lias de final de FA han mostrado mejoras en la estabilidad
tartarica y proteica, asi como en propiedades sensoriales de vinos blancos (De Iseppi et
al., 2021). Las lias de T. delbrueckii adicionada a FMLs han mostrado mayores

concentraciones de manoproteinas y FML mas rapidas (Balmaseda et al., 2021c).
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La hipotesis de este trabajo es que los metabolitos producidos por diferentes levaduras,

incluyendo las manoproteinas, influyen en O.oeni y, como consecuencia, en la FML.

Los objetivos de este estudio son:

- Caracterizar la produccion de manoproteinas de levaduras Saccharomyces y no-

Saccharomyces en diferentes puntos de la FA.

- Evaluar el efecto de manoproteinas extraidas de levaduras y compararlo con las

lias de las propias levaduras sobre O.oeni y la FML.

- Estudiar el cambio en la composicion de los vinos tras la FML.

6. MATERIALES Y METODOS

Figura 3. Esquematizacion del disefio experimental.
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6.1. Cepas

Se utilizaron 5 cepas de levaduras comerciales para la obtencién de lias y manoproteinas
que posteriormente se utilizaron para realizar adiciones a FMLs. Las FMLs se realizaron

con una cepa de bacteria lactica.

Tabla 2. Cepas utilizadas en el trabajo.

Abreviacion Especie Cepa Origen

ScQA23 Saccharomyces cerevisiae  Lalvin QA23  Lallemand S.L.

ScK1 Saccharomyces cerevisiae  Lalvin ICV K1 Lallemand S.L.
Sc3D Saccharomyces cerevisiae  Viniferm 3D Agrovin S.A.
TdBIODIVA | Torulaspora delbrueckii Biodiva Lallemand S.L.

TAVINIFERM | Torulaspora delbrueckii ~ Viniferm NS-TD  Agrovin S.A.

OoVP41 Oenoccocus oeni Lalvin VP41 Lallemand S.L.

El disefio experimental que se ha seguido esta representado en la Figura 3.

Para verificar la pureza de los stocks de levaduras utilizados se realizé la identificacion a
nivel de especie mediante RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) del ADN
mitocondrial (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Esta técnica permite diferenciar levaduras a
nivel de especie en base del tamafio del amplificado de las regiones ribosomales ITS1 e
ITS4. La PCR se realizo para las 5 muestras de levaduras. Para la preparacion de las
muestras se afiadio en un tubo para PCR de 0,2 mL 38 pL de agua mili-Q estéril, 5 uL de
tampon de reaccion 10x (Biotaq), 3 pL de oligonucle6tidos, 1 puL de primer ITS1, 1 uL
de primer TIS4, 1 uL de dNTPs (Boehringer Mannheim) 1M, 1 pL de Biotaq polimerasa
(Bioline Reagents, Reino Unido) y se tomd una pequefia porcion de una colonia crecida
en medio YPD so6lido y mezclada en la disolucion. La amplificacion del DNA se realizo

15



durante 40 ciclos en ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a 52°C y 1 min de 72°C en el Termo
Ciclador 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Posteriormente se realiz
una electroforesis horizontal en un gel de 100 mL a 1,5% (p/v) de agarosa multipurpose
en tampdn de migracion 1XTBE. En el gel de agarosa de afiadieron 4uL de GreenSafe
Premium MB13201 (Nzytech, Lisbon, Portugal). En cada pocillo del gel se cargaron 10
pL de DNA amplificado al que se le afadieron 2 pL de colorante azul de bromofenol
diluido 1/2. Como marcador de peso molecular se utilizé 5 uL. de DNA leader de 100 pb
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania). El gel fue sometido a un voltaje de 60-70

V durante 2 h. Los resultados se muestran en la Figura 1 de Anexos.
6.2 Medios y condiciones de cultivo

Las levaduras se cultivaron en medio YPD estériles con la siguiente composicion: 20 g/L
glucosa, 20 g/L peptona y 10 g/L extracto de levadura (Panreac, Barcelona, Espafia)

disueltos en agua destilada. Para utilizarlo como medio sélido se afiadi6 20 g/L de agar.

La bacteria OoVP41 fue cultivada en medio MRSmf estéril con la siguiente composicion:
52 g/L MRS broth (Difco, Fisher Scientific, Madrid, Espafia), 4 g/L D/L-malico, 5 g/L
fructosa disueltos en agua destilada. EI pH fue ajustado a 5 con NaOH 10 M. Para

utilizarlo como medio solido se afiadié 20 g/L de agar.

Para llevar a cabo las FAs fue utilizado el mosto sintético basado en el medio descrito por
Beltran et al., 2004 y con algunas modificaciones de Ruiz-de-Villa et al., 2021. La

densidad inicial del mosto sintético fue de 1,088 g/L.

Para las fermentaciones malolécticas fue utilizado un vino sintético (Wine Like Medium,
WLM) con la siguiente composicién: 1,25 g/L de casaminoacidos, 1,25 g/L de peptona,
0,4/L g de fructosa, 0,25/L g de trehalosa, 2/L g de acido L-malico, 0,5¢/L de &cido
citrico, 2 g/L de acido L-tartarico, 0,28 g/L de acetato de sodio, 0,6 g/L KH2PO4, 0,13
g/L MgSO04-7H20, 0,03 g/L MnS04-H20, 0,13 g/L CaCl, 0,45 g/L KCI, 0,5 g/L de L-
cisteina y 5 mL de glicerol, a un pH final de 3,4. Esta disolucion fue autoclavada y

posteriormente se afiadio etanol consiguiendo una concentracion del 14 % (v/v).
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6.3. Fermentaciones alcoholicas con levaduras Saccharomyces y no-
Saccharomyces

Las levaduras secas activas SCQA23, ScK1, TdBiodivay TdViniferm fueron rehidratadas
en un 10% del peso con agua mili-Q estéril. 100 pL de la disolucion fueron pasados a 5
mL de medio YPD liquido. La cepa S. cerevisiae 3D estaba congelada en glicerol. 100
WL de la suspension en glicerol fueron pasados a 5 mL de medio YPD liquido. Las cepas
en YPD liquido se dejaron crecer 24-48h a 37 °C. Posteriormente, con el objetivo de
conseguir un indculo puro se cultivaron en estria en medio YPD solido y se dejaron crecer
24-48h a 37 °C.

Siguiendo el esquema de trabajo de la Figura 3, las fermentaciones alcoholicas se llevaron
a cabo en botellas de vidrio de 500 mL que contenian 480 mL de mosto sintético. Se
utilizaron tapones de polipropileno que permitian el intercambio de gases al no estar
cerrados herméticamente. Las levaduras fueron inoculadas a partir del preinoculo del
medio YPD liquido con una concentracion de 2x10° cel/mL que fue controlada mediante
densidad dptica. Todas las fermentaciones se hicieron por duplicado y se llevaron a cabo

simultaneamente. Las incubaciones se llevaron a cabo en condiciones estaticas a 20 °C.

Las fermentaciones fueron monitorizadas diariamente mediante medicion de densidad de
6 mL de muestra con el densimetro electrénico (Densito 30PX, Mettler Toledo, Hospitalet

de Llobregat, Espafia).

Se consider6 la densidad 1,040 g/mL como mitad de fermentacion y la densidad 0,990
g/mL como final de fermentacion. Se determind el contenido de glucosa/fructosa de final
de fermentacion mediante analisis enziméatico con el multianalizador automético Y15
(Biosystems, Barcelona, Espafia). Se consideraron finalizadas las fermentaciones con un

contenido de glucosa/fructosa por debajo de 2 g/L.

Una vez finalizadas las FAs, los vinos se dejaron incubar 15 dias mas para favorecer el
proceso de autolisis. Posteriormente, se recuperaron las lias por centrifugacion (en tubos
de 50 mL y fueron centrifugados 10 min a 7600 rpm). El sobrenadante se guardé para la
precipitacion de PS como se explica en el apartado “Precipitacion de polisacaridos” que
posteriormente fueron adicionados a las FMLs. El pellet con las lias fue resuspendido en

1 mL de agua destilada y posteriormente fueron liofilizado para ser complementadas en
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la FML. El contenido de equivalentes de manosa de las lias liofilizadas fue cuantificado

como se explica en el apartado “Cuantificacion de equivalentes de manosa”.

En los puntos de muestreo inicio de fermentacion, mitad de fermentacion, final de
fermentacion y a los 15 dias de dar por finalizada la FA se cogieron 45 mL de muestra de
cada cepay se realizd la precipitacion de PS como se explica en el apartado “Precipitacion
de polisacaridos”. Se realizo la cuantificacion de equivalentes de manosa de los PS
precipitados como se explica en el apartado “Cuantificacion de equivalentes de manosa”.
En estos puntos de la fermentacion también se realiz6 un control de viables. Se realizaron
diluciones seriadas en solucién salina del mosto en fermentacion y estas diluciones se

sembraron en medio YPD solido. Los cultivos se dejaron crecer 24-48 h a 28°C.
6.4. Fermentaciones malol&cticas con O.oeni

La cepa VP14 de O.oeni fue previamente crecida en 10 mL de MRSmf liquido para
conseguir la densidad Optica deseada (0,8-1,2 D.O. a 600 nm) para su inoculacién en
WLM.

Las FMLs se llevaron a cabo en 10 mL de vino sintético. Se realizaron en las condiciones
con las siguientes adiciones: lias liofilizadas en una concentracién de 2 g/L (de las cepas
ScQAZ23, ScK1 y TdBiodiva), PS precipitados en una concentracion de equivalentes de
manosa de 240 mg/L (de las cepas ScQA23, ScK1l y TdBiodiva) y extracto de
manoproteina comercial (MPC) en una concentracién de 2 g/L. Ademas, se llevé a cabo
una inoculacion control para los ensayos de adiciones de cada cepa. Las adiciones de PS
fueron calculadas respecto a la concentracién de manoproteinas que presentaban los vinos
tras la incubacion de 15 dias. Este célculo se hizo para conseguir una concentracion de
manosa que corresponde a 2 g/L de extracto de MPC vy asi poder evaluar el efecto de

concentraciones comparables en los dos formatos (MPC y PS).

Las bacterias fueron inoculadas en una concentracion de 2x10’ cel/mL, controlada
mediante densidad Optica. Las incubaciones se llevaron a cabo en condiciones estaticas a
20 °C.

La monitorizacion de la FML se realizd con el contenido de L-malico mediante el
analizador automatico Y15 (Biosystems) basado en un kit enzimatico. Las muestras se

cogieron cada 48h.
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Cuando se dieron por acabadas las FML se realizd un analisis de los parametros
principales del vino, como se explica en el apartado “Analisis de parametros principales
del vino”. Ademas, se realizé la cuantificacion de equivalentes de manosa como se indica

en el apartado “Cuantificacion de equivalentes de manosa”

Se realiz6 un control de viables en el momento de la inoculacion y al dar por finalizada
la FML. Se realizaron diluciones seriadas del vino en solucion salina en cada punto y
estas diluciones se sembraron en medio MRS sélido. Posteriormente fueron crecidas
durante 7 dias a 28°C.

6.5. Precipitacion de polisacaridos

La precipitacion de PS y posterior cuantificacion de equivalentes de manosa se basé en
articulos previos (Quiros et al., 2012). Para la precipitacion de PS las muestras de mosto
recogidas fueron centrifugadas 10 min a 7.600 rpm. A 5 mL del sobrenadante se le
afiadieron 25 mL de etanol (96% v/v) y se dejd en la nevera toda la noche para precipitar
los PS. La disolucién fue centrifugada 10 min a 4600 rpm y el sobrenadante fue
descartado. Se afiadieron 10 mL de etanol (96% v/v) y se centrifugaron 10 min a 4.600
rpm. El sobrenadante fue nuevamente retirado. El pellet fue resuspendido en 1 mL de
etanol (96% v/v) y centrifugado 5 min a 8.500 rpm. Se descartd el sobrenadante y en
pellet fue secado al vacio a 45° durante 1 hora consiguiendo el precipitado de PS seco.

6.6. Cuantificacion de equivalentes de manosa

Para la cuantificacion de equivalentes de manosa la matriz sélida (precipitado de PS y
lias liofilizada) fue resuspendida en 1 mL de H2SO4 5 M y los eppendorfs cerrados se
pusieron 1 hora a 95° en un bafio seco para llevar a cabo la hidrélisis acida. Después de
este tratamiento, se pasaron los eppendorfs a hielo 5 minutos y posteriormente a
temperatura ambiente. Para neutralizar las muestras se utiliz6 1 mL de NaOH 10 M y
después de agitar las muestras se dejaron en reposo 15 mins. Se centrifugaron las muestras
5 min a 8.500 rpm y el sobrenadante se sometio a la medicion mediante el kit enzimatico
K-MANGL D-Manosa/D-Fructosa/D-Glucosa (Megazyme, Wicklow, Irlanda).
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6.7. Analisis de parametros principales de las fermentaciones:

Se analizaron los siguientes componentes quimicos mediante el analizador analizador
basado en un kit enzimatico Y15 (Biosystems): glucosa-fructosa, acido citrico, acido

acético, acido L-malico y acido D-mélico. Ademas, se midio el pH del vino final.
6.8. Analisis estadistico

Para determinar la produccion de manoproteinas en la FA y los componentes principales
del vino tras la FML, los datos se analizaron mediante ANOVA de una via y test Tukey
para la comparacion de las medias. Todos los analisis se llevaron a cabo usando el
programa informatico GraphPad Prism 9.3.1. Se consideraron resultados
significativamente diferentes para p<0,05.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Fermentaciones alcohdlicas con levaduras Saccharomyces Yy no-
Saccharomyces

Las cepas de levadura elegidas para este trabajo son cultivos iniciadores comerciales. La

eleccion se baso en estudios previos que evaluaron la interaccion levadura-BLs y la

capacidad de las levaduras para producir manoproteinas.

La cepa ScQA23 fue elegida porque es cominmente utilizada en la industria y permite

un correcto desarrollo de la FML.

La cepa Sc3D esta descrita por la empresa proveedora (Agrovin, S.A.) como productora
de manoproteinas en concentraciones que pueden superar los 200 mg/L y con alta

capacidad autolitica.

La cepa ScK1 posee el factor killer K1 que puede producir la apoptosis de la propia
levadura (Reiter et al., 2005). Ademas, esta cepa ha sido descrita por la empresa
proveedora (Lallemand, S.L.) como productora de elevadas concentraciones de SOz, por
lo que se considera poco favorable para el desarrollo de la FML.

Las cepas TdBiodiva y TdViniferm fueron elegidas porque vinos inoculados con T.
delbrueckii han mostrado mayor contenido de D-manosa, como medida indirecta del

contenido de manoproteinas (Ferrando et al., 2020). Ademas, la inoculacion de T.
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delbrueckii ha mostrado una FML espontanea mas rapida que la de S. cerevisiae
(Balmaseda et al., 2021b).

7.1.1 Monitorizacion de la densidad durante la fermentacién alcohélica

Las FAs se llevaron a cabo con el objetivo de evaluar la produccion de manoproteinas en
diferentes tiempos de fermentacion y obtener lias y PS que posteriormente serian
adicionados a FMLs.

La monitorizacion de la FA se realizo mediante la medida de la densidad de los mostos
en fermentacion. La densidad es una medida aproximada de la cantidad de azUcar presente
en el mosto que puede dar directamente el alcohol potencial aproximado. El catabolismo
del azlcar durante la fermentacion que tiene como producto etanol y CO> da como
resultado un vino con menor densidad (Ribéreau-Gayon et al., 2006). El seguimiento de

la densidad durante la FA esta representado en la Figura 4.

ScQA23
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Figura 4. Seguimiento de la densidad del mosto sintético de las FA realizadas por las
cepas SCQA23, ScK1, Sc3D, TdBiodiva y TdViniferm en el tiempo.
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Todas las FAs acabaron correctamente. Se confirmé el punto final de fermentacion
midiendo el contenido de glucosa/fructosa del vino mediante analisis enzimatico y

dandolas por acabadas en valores por debajo de 2 g/L.

Los mostos inoculados con las levaduras SCQA23, Sc k1 llegaron a la densidad 1,040 g/L
en 6 dias. Completaron la FA en 24 y 26 dias respectivamente. Las fermentaciones fueron
mas lentas de lo que se ha visto en otros estudios en los que SCQA23 acab6 la FA en 7
dias (Ferrando et al., 2020). Cabe destacar que los ensayos referenciados fueron llevados
a cabo en mosto natural que contenia mayor complejidad de nutrientes que el mosto

sintético utilizado en este trabajo.

La cepa Sc3D, en cambio, a pesar de que siguid un patrén similar a las demas S. cerevisiae
cuando llegé al punto mitad de fermentacidn se ralentizo y tardd 43 dias en completar la
FA. Esta cepa ha mostrado tener esa cinética de fermentacion en estudios anteriores
(Aniballi Laura, 2019) y la empresa proveedora la describe como una cepa con elevados

requisitos nutricionales.

Las cepas TdBiodiva y TdViniferm tardaron 14 y 22 dias, respectivamente, en alcanzar
la mitad de fermentacién. La cepa TdBiodiva tardo 29 dias en finalizar la fermentacion y
la cepa TdViniferm 44. Estos resultados coinciden con los de estudios previos, en los que
S. cerevisiae completaba las fermentaciones en 7 dias y tardaba hasta 17 cuando era co-

inoculada con T.delbruekii (Balmaseda et al., 2022).

En conclusion, el mosto sintético utilizado resulté adecuado para el desarrollo de todas
las FAs. Puede considerarse un buen modelo para llevar a cabo ensayos con levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces.
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7.1.2 Viabilidad de las levaduras

Se evaluo la viabilidad de las levaduras para ver la evolucion de la poblacién microbiana
durante la FA'y 15 dias después de que ésta acabara. Los datos de cinética de crecimiento

celular se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Cinética de crecimiento celular de viables de las levaduras en el tiempo. El
dato de Sc3D 15 drias después de la FA no se pudo determinar por contaminacion.

Se confirmé que la inoculacion se habia llevado a cabo de forma correcta con el recuento
de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de las muestras de inicio de la
fermentacion. Segun lo esperado, se detectaron poblaciones de levaduras de entre 108y
10" UFC/mL.

Las cepas de levaduras Saccharomyces tuvieron un comportamiento similar. Como se
puede ver en la Figura 5, la viabilidad aument6 en el punto considerado mitad de
fermentacion alcanzando valores de 2 x 107 UFC/mL. Una vez pasada la mitad de
fermentacion, la viabilidad de estas levaduras disminuyd y tras los 15 dias de incubacién
del vino se observa una disminucion de dicha viabilidad. La pérdida de viabilidad estaria

relacionada con el inicio del proceso de autolisis de las levaduras.

En las cepas no-Saccharomyces la viabilidad de las levaduras fue constante durante la FA

y se observaron los valores maximos en la segunda mitad de la FA. TdViniferm alcanz6
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la densidad celular 1x 10” UFC/mL pero no alcanzaron las poblaciones maximas
obtenidas con las cepas Saccharomyces. Por otro lado, igual que las cepas
Saccharomyces, tras los 15 dias de incubacion del vino la viabilidad disminuy0. Estos
resultados coinciden con los de estudios previos en los que la poblacion de T. delbrueckii
aumenta en los estadios de mitad de fermentacion y final de fermentacion (Lleixa et al.,
2016). En el caso de TdViniferm hasta una poblacion del orden de 10° UFC/mL. Esta FA
fue la que presentd mayor duracién, hecho que podria explicar la menor poblacién viable

en la etapa final del consumo de azUcares.
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7.1.3 Produccion de manoproteinas

Se determino la produccion de manoproteinas precipitando la fraccion de PS totales y
cuantificando la concentracion de manoproteinas en forma de equivalentes de manosa. El
objetivo fue evaluar la liberacion de manoproteinas en distintos puntos de la FA. Esta
determinacion permitid escoger el punto de la FA en el que se liberan m&s manoproteinas
para su precipitacion y posterior adicion a las FML. Los resultados de cuantificacion de

manosa se muestran en la Figura 6.
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40- c be B ScK1
[ Sc3D
o 1 TdBiodiva
307 I B TdViniferm
I |
10+ |_fi‘ -
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Figura 6. Cuantificacién de manosa a mitad de fermentacion alcohdlica (MFA), final de
fermentacion alcohodlica (FFA) y 15 dias después del final de la fermentacion alcohélica
(15FFA).

A mitad de FA no existen diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
cepas de levaduras. Las concentraciones de manosa fueron entrono a 10 mg/L. En este
punto de la fermentacién, como mostraron las pruebas de viabilidad (Figura 5) las
levaduras no estaban sufriendo el proceso de autolisis, por lo que la liberacion de

manoproteinas fue limitada.

En cambio, a final de FA si se apreciaron diferencias significativas (p<0,05) en las cepas

de la cepa TdViniferm. Esta alcanzé la concentracion de 38 mg/L siendo la concentracion
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maxima en este punto de muestreo. Las cepas Saccharomyces y TdBiodiva, en cambio,

no mostraron diferencias significativas respecto a la mitad de fermentacion.

En cuanto a los 15 dias después del final de fermentacion, no se apreciaron diferencias
significativas entre cepas. Se pudo apreciar una tendencia a aumentar la liberacion de
manosa en la incubacién del vino en las cepas Saccharomyces. Este comportamiento
coincidiria con el proceso de autolisis de las levaduras (Alexandre and Guilloux-Benatier,
2006). En cambio, en la especie T. delbrueckii ya habria liberado manoproteinas a final
de la fermentacion alcohdlica, pareciendo que fuera anterior a la liberacion observada en

las cepas de Saccharomyces.

La cepa que mayor contenido de manosa liberé fue TdViniferm. Esto coincide con
resultados obtenidos en trabajos anteriores (Belda et al., 2016). En cambio, el
comportamiento de Sc3D discrepa de los resultados obtenidos en el trabajo citado, en el
que se obtenia una concentracion de manosa similar a T. delbrueckii. También discrepa
de lo esperado de esta cepa que esta descrita por la empresa proveedora (Agrovin, S.A.)

como productora de manoproteinas.

Los resultados de la cuantificacion de manosa en diferentes puntos de muestreo
permitieron escoger los vinos con mayor concentracion. Se decidio llevar a cabo la

precipitacion de PS y extraccion de las lias de los vinos tras los 15 dias de incubacion.
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7.2 Fermentaciones maloléacticas con O.oeni

Por causa de la falta de tiempo, los resultados que se muestran de las FMLSs son los de las

adiciones realizadas con productos (PS y lias) de las cepas SCQA23, ScK1 y TdBiodiva.
7.2.1 Consumo de &cido L-malico

Se determind el consumo de acido L-malico para de monitorizar las FMLs, ya que este

es el sustrato de la fermentacion.

Debido a que las FA se alargaron, no dio tiempo a monitorizar el consumo total del acido
L-malico. Se escogieron los valores de consumo de &cido L-malico de 7 dias tras la
inoculacion como referencia para poder comparar la evolucion de la FML en las

diferentes condiciones.

Como las inoculaciones se llevaron a cabo en dias diferentes se realiz6 una FML control
de WLM sin adiciones como condicion control para los ensayos de cada cepa. En el caso
del control del ensayo con SCQA23 se observo una FML maés rapida que en el resto de
los controles. Se descartaron fallos en la inoculacién siendo la poblacion viable 30
minutos después de la inoculacion entre 2y 4 x 10" UFC/mL en todos los ensayos control,
segun lo esperado. En la Tabla 3 se representan los ratios de consumo respecto a los

controles propios, para normalizar los datos y poder comparar los diferentes ensayos.
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Tabla 3. Parametros relacionados con el consumo de acido L-malico en las condiciones
ensayadas. El porcentaje y ratio de consumo corresponden a 7 dias después de la inoculacion.

Velocidad de

consumo” (g/L-dia)

. " Ratio de consumo
Porcentaje de consumo
respecto al control

Control 0,12 + 0,00 53,04 +£1,43
ScQA23 Lias 0,11 + 0,00 50,22 + 0,33 0,95+ 0,03
PS 0,10+ 0,01 30,25+ 2,51 0,57 0,05

Control 0,05+0,01 28,31 +4,90
Serd Lias 0,03 +0,01 13,11 +2,98 0,50 + 0,02
PS 0,00 + 0,00 2,52 +2,37 0,09 + 0,07

Control 0,05+ 0,00 26,04 + 0,00
TdBiodiva | Lias 0,09 + 0,00 48,09 + 3,36 1,76 £ 0,12
PS 0,02 + 0,00 10,40 + 0,86 0,42 £ 0,03
MPC™™* 0,12 + 0,00 55,28 £ 1,37 1,01 £ 0,05

*Porcentaje calculado respecto a la concentracion inicial.
**Para el calculo de la velocidad solo se consider6 el periodo de consumo exponencial.

***|_os datos estan calculados respecto al control de SCQA23.

En todas las fermentaciones se detectd consumo de acido L-malico excepto en aquella en

la que se adicionaron PS de ScK1 en la que se aprecio una inhibicion total de la FML.

El consumo de &cido L-malico en las adiciones con lias fue, en los tres casos, mayor que

el de las adiciones de los PS. Las lias de TdBiodiva presentaron el mayor ratio de consumo

respecto al control. Por otro lado, las lias de SCQA23 no mostraron una mejoraen la FML.

En cambio, en las fermentaciones con las lias de ScK1 el consumo de acido L-malico fue
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menor que su control. Estos resultados coinciden con el efecto neutro que se esperaba de
la cepa SCQA23. Por otro lado, el efecto inhibitorio de la FML de la cepa ScK1, tanto el
de las lias como el los PS coincide con el efecto inhibitorio para la FML que se esperaba.
Estos resultados coinciden con el efecto beneficiosos que T. delbrueckii ha mostrado tener
en las FML (Balmaseda et al., 2021b). En estudios anteriores también se aprecia que
FMLs con lias adicionadas de TdBiodiva resultaban mas rapidas que aquellas con lias de
ScQA23 (Balmaseda et al., 2021c). Estos resultados posicionan a las lias de TdBiodiva
como un producto interesante para el desarrollo de la FML. Ademas, el hecho de que las
lias sean un producto que la industria enoldgica desecha, las sitia como un objetivo que

estudiar en el futuro.

Por otro lado, se mostr6 manoproteinas de diferentes tamarios tienen efectos diversos
sobre las BLs (Diez et al., 2010). Esto explicaria el efecto diferenciado que tienen las
cepas en el desarrollo de la FML. Se debe tener en cuenta que el efecto de las
manoproteinas, ademas de ser dependiente de las cepas de levaduras es fuertemente
dependiente de la cepa de BL (Balmaseda et al., 2021c). Por lo que se deberia evaluar el

efecto de estas levaduras en otras cepas y especies de BL.

En cuanto a las adiciones de los PS, se esperaba una mejora en la FML debido a que la
precipitacion de PS suponia una adicion mas pura de manoproteinas. En cambio, el efecto
obtenido fue un menor consumo de acido L-malico respecto al control en todos los
ensayos. Lasolubilidad de los PS fue muy baja y se observé una precipitacion importante
tras la adicion en las diferentes fermentaciones. La baja solubilidad podria estar
relacionada con la coprecipitacion de sales de tartarico que dificultarian la resuspension

de las manoproteinas y con ello la disponibilidad para O.oeni.

El &cido D-tartarico esta descrito com un fuerte inhibidor competitivo de la actibidad de
la enzima maloléctica (Lonvaud-Funel et al., 1982). Es posible, que el problema con la
precipitacion de sales de tartrato, afiadido al contenido inicial de acido L-tartarico que
contenia el WLM (2 g/L), resultase en concentraciones inhbitorias para la FML de dicho
acido. Ademas, se observd que el pH de los vinos con adiciones de PS fue notablemente
mas elevado que el del resto de vinos (Tabla 3). Las sales podrian protonarse parcialmente
adquiriendo una estructura similar al acido L-mélico y derivando en una inhibicion
competitiva. Se realiz6 un pequefio ensayo con adiciones de tartrato de sodio a WLM en

cantidades similares a las del precipitado de PS adicionado y se comprobd que el pH subia
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con una tendencia similar a la observada en las FMLs (Tabla 3). Aunque no se pudo
determinat el contenido de tartarico al no disponer en ese momento del material necesario.
Se podria utilizar un método colorimétrico para su determinacion. Este fendmeno se
podria asociar a la protonacion de las sales de tartato, siendo una confirmacion de su

presencia y respondiendo a la interferencia en el desarrollo de las FMLs.

El ensayo con extracto de manoproteina comercial (MPC) fue llevado a cabo con el
objetivo de evaluar el efecto de un preparado soluble de manoproteinas y compararlo con
el resto de preparados (precipitados PS y lias). En este estudio la adicion del extracto
MPC presenta un consumo de &cido L-malico ligeramente superior a su control. Cabe
destacar que este efecto positivo sobre la FML fue méas evidente en estudios anteriores
realizados por el grupo. El tiempo de almacenaje del producto MPC podria haber

mermado parcialmente su potencial efecto activador.

A pesar de que no hubo tiempo para realizar el seguimiento del consumo completo de
acido L-malico, se aprecié una tendencia al estancamiento en la segunda mitad de las
FMLs en todos los casos. Se determind la viabilidad una vez se detecto la realentizacion
de las FMLs y se observé que las poblaciones habian disminuido, con valores por debajo
de 1x10* UFC/mL , lo que podria explicar el fendmeno observado. Con excepcion en los
casos del ensayo con MPC en el que se detectaron concentraciones de 4 x 10* UFC/mL y

en el ensayo con los PS de ScQA23 que detectaron concentraciones de 3 x 10% UFC/mL.
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7.2.2 Consumo de manosa en la FML

El principal metabolismo objecto de estudio en este trabajo fue el de la asimilacion de
manoproteinas. El objetivo de este analisis era entender el uso que hace O.oeni de las
manoproteinas. Para ello, se caracteriz6, mediante kit enzimatico, el contenidodo de

manoproteinas en forma de equivalentes de manosa manosa tras la FML (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de manosa en el vino al inicio de la FML (IFML) y al final de la FML
(FFML). Para los ensayos con manoproteina comercial (PMC), los PS y las lias de las
tres cepas.

[equivalentes de manosa] (mg/l)

IFML FFML
MPC 240 227,24 +101, 27
PS ScQA23 240* 159,45 + 13,46
PS ScK1 240* 58,27 + 25,26
PS TdBiodiva 240* 203,66 + 20,50
Lias SCQA23 153,74 £ 16,15 31,19 + 15,53
Lias ScK1 110,98 + 1,66 24,88 + 3,13
Lias TdBiodiva 68,23 + 41,83 90,19+ 2,48

*Se adiciond la cantidad de precipitado de PS equivalente a 240 mg/L, misma cantidad
afiadida de MPC.

La cuantificacion de equivalentes de manosa en las lias se realiz6 a partir del material
solido liofilizado que se adiciond a las FMLs. Pero al adicionar las lias, las manoproteinas
seguirian unidas covalentemente a la matriz de las lias. La liberacion podria darse a lo
largo de la FML por accion de las enzimas bacterianas (Liu et al., 2017). Por otro lado,
la cuantificacion en los PS se realizd a partir del vino centrifugado. Como se ha

comentado anteriormente, los precipitados de PS no mostraron una buena solubilidad, por
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lo que las manoproteinas se encontraban probablemente con baja disponibilidad para
O.oeni.

Aunque este balance no se puede establecer con exactitud por las razones anteriormente
mencionadas, se puede estimar el consumo de manoproteina en la fermentacion con
manoproteina comercial (MPC) en la que las manoproteinas si se solubilizaron
totalmente. ElI consumo en este ensayo fue de 12 mg/L. La variabilidad entre los
duplicados de las muestras pudo ser debido al complejo pretratamiento que se le hace a

las muestras (precipitacion, hidrolisis acida y secado) previo al analisis de la manosa.

Estudios previos del grupo en las mismas condiciones de fermentacion (con la misma
adicién de manoproteina comercial (MPC)) y misma cepa de O.oeni mostraron un

consumo maximo de 32 mg/L.

Por estos motivos, el valor que se determina al final de la FML, a partir del sobrenadante
del cultivo, ser& un balance entre la manoproteina liberada y la manoproteina consumida
por O.oeni. Considerando que los valores de manoproteinas determinados al final de
FML son muy superiores al consumo estimado de O. oeni antes mencionado (12 mg/L
con MPC soluble en este estudio y maximo 32 mg/L en estudios anteriores), estos valores
se pueden considerar indicativos del grado de liberacién de manoproteinas en cada

condicion, al menos a nivel cualitativo.

En el caso de las adiciones con PS, el contenido a final de la FML fue mayor que en el
caso de las adiciones con lias. Al tratarse de un producto purificado, se podia esperar una

mayor liberacion de manoproteinas al medio.

Se cuantificd una mayor concentracion de manoproteinas, a final de la FML en el ensayo
con lias de TdBiodiva en comparacién con los ensayos con las lias de las demas cepas.
En el ensayo con las lias de ScK1 se cuantificd la menor concentracién de manoproteinas
Estos resultados coinciden con el efecto mostrado sobre las FMLs (Tabla 3) en el que

TdBiodiva destaco como potenciadora de la FML y ScK1 como inhibidora de esta.

7.2.3 Componentes principales del vino

Se caracterizaron algunos de los componentes quimicos principales después de la FML
para evaluar el efecto de las adiciones en el vino. Las medidas se realizaron mediante
andlisis enzimatico.
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Tabla 5. Pardmetros principales del vino en los ensayos con manoproteina comercial (MPC), lias y PS de las tres cepas. Los valores de consumo

y produccion respecto a la concentracion del WLM. ND corresponde a no detectado.

MPC

C ScQA23

C ScK1

C TdBiodiva

Lias ScCQA23

Las ScK1l

Lias
TdBiodiva

PS ScQAZ23

PS ScK1

PS TdBiodiva

Consumo fructosa
(9/L)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Consumo acido citrico

(mg/L)
330,00 + 158,01°
254,66 + 103,76%

ND
242,00 + 0,00%
122,50 + 0,70

346 + 0,00®

419,50 + 51,622

304,00 + 0,00%
241,33 + 36,95%

242,00 + 0,00%

Produccién acido

acético (g/L)
0,09 + 0,01*
0,06 + 0,02
ND
0,03 + 0,00«
0,08 +0,01°

0,02 +0,01¢

0,09 +0,01°

0,29 + 0,02
ND

0,02 +0,03¢

Produccion D-l4ctico (g/L)

0,13 +£0,01°
0,12 + 0,01
0,02 + 0,00¢
0,02 + 0,001
0,11 £ 0,00°

0,02 + 0,001

0,03 + 0,00¢

0,19 £ 0,017
0,01 + 0,00¢

0,02 + 0,001

Produccion &cido L-l4ctico (g/l)

1,16 £ 0,03*
1,06 + 0,04%
0,47 £ 0,04°
0,46 = 0,00°
1,04 +0,01*

0,23 + 0,051

0,86 + 0,09°

1,06 + 0,012
0,03 +£0,02°

0,19 + 0,011

pH

3,77 +0,01

3,75+ 0,01

3,65 + 0,00

3,62 £ 0,00

3,74+ 0,01

3,59+0,01

3,67 0,00

4,29+0,01

3,96 £ 0,00

4,09+0,01
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El pH aumentd en todas las condiciones. A pesar de ello, no todas las subidas de pH se
pueden asociar al desarrollo de la FML. En el caso de las adiciones de PS todas
aumentaron de 0,45 hasta 0,79 puntos de pH, en el caso de ScQA23. Como se ha
mencionado anteriormente, la subida de pH podria estar relacionada con la presencia de
sales de tartarico en el preparado de PS que al disolverse en el WLM provocaria el
aumento del pH. Las adiciones de PS (ScQA23 200 mg, ScK1 115 mg, TdBiodiva
140mg) coinciden con la diferencia de pH en estos ensayos. Lo que reforzaria la hipétesis

del problema de coprecipitacion con las sales tartaricas.

En el caso de las adiciones con las lias, el ensayo con SCQA23 y su control presentaron
aumento de pH respecto al inicial. A su vez, la produccion de acido L-lactico en ambos
ensayos se puede relacionar con el desarrollo de la FML. EIl ensayo con lias de ScK1
mostré un pH y produccion de acido L-lactico significativamente menor que la del control
al final de la FML como se esperaba. Por otro lado, el ensayo con lias de TdBiodiva
presentd un aumento de pH respecto al inicial y una produccién de acido L-lactico que
duplicé al obtenido en su control. Lo que también se puede relacionar con el desarrollo
de la FML.

No se detect6 consumo de fructosa en ninguno de los ensayos. La produccion de D-lactico
también fue baja en todos los ensayos. Por lo que, se puede considerar que no hubo

metabolismo de azlicares.

Todos los ensayos excepto el Control de ScK1 presentaron consumo de citrico. A pesar
de eso, la produccion acética en moles no correspondié con el consumo citrico en moles
que se esperaria obtener de la primera reaccion del metabolismo del citrato realizada por
la citrato liasa. La falta de deteccion acética como en el caso del control de ScK1y en el
ensayo con PS de ScK1 se presupone con un error en la deteccion.

Cabe destacar que no se detectan en ningun caso valores de acidez volatil que puedan

considerarse negativos para la calidad del vino.
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8. CONCLUSIONES

Como conclusion, la caracterizacion de manoproteinas en distintos momentos de la FA
puso en evidencia que la liberacion de manoproteinas es diferente entre especies. Se
observo que la liberacion de manoproteinas en la especie T. delbrueckii fue mayor durante
la FA 'y en S. cerevisiae fue posterior. El aumento de la duracion de las fermentaciones
de T. delbrueckii pudo promover la liberacién de manoproteinas, como consecuencia del
proceso de autdlisis. Ademas, la caracterizacion de las lias permitié observar diferencias

de liberacion de manoproteinas en funcién de la cepa de levadura.

El desarrollo de la FML en los vinos mostré un cambio en su composicion sobre todo
destacé la subida de pH derivado de la FML. Por otro lado, las lias de determinadas cepas
de levaduras pueden ser una fuente de activadores de la FML, como se demostré con
TdBiodiva. No se pudo evaluar correctamente el potencial efecto de los PS precipitados

debido a la interferencia por la presencia de sales tartaricas.
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AnNexos

Anexo Figura 1. Visualizacién en gel de agarosa correspondiente a los amplicones de la
PCR realizada para la caracterizacion de levaduras basada en el analisis RFLP-PCR
(Esteve-Zarzoso et al., 1999).
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