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1 Resumeny palabras clave

Estudios anteriores han demostrado que una cepa de Lachancea thermotolerans (Lt2) y una cepa
de Torulaspora delbrueckii (Td5) inhiben la fermentacion y limitan el crecimiento de una cepa
de Saccharomyces cerevisiae (ScR) durante la fermentacion alcoholica. Observada esta
inhibicion, se quiere comprobar si estas cepas inhiben también la fermentacion y el crecimiento
de No-Saccharomyces. Para ello, se realizaron fermentaciones secuenciales en mosto sintético
con 7d5 y Lt2 variando el orden de la inoculacion. En unas de estas fermentaciones se mantenia
la primera cepa inoculada al inocular la segunda y en otras se eliminaba esta primera cepa antes
de inocular la segunda. Con esta metodologia se comprobo si la posible inhibicion se daba por
contacto cé¢lula-célula o por la secrecion de alguna molécula. Para llevar el control de las
fermentaciones se realizaron diversos analisis, tanto de la cinética del proceso por densidad, como
de la evolucion de las poblaciones, mediante el uso de diferentes medios diferenciales y por PCR
cuantitativa (QPCR) con cebadores especificos. También se estudio la evolucion del consumo del
nitrogeno presente en el medio. Realizando estos andlisis y analizando los resultados obtenidos,
se pudo concluir que, en las fermentaciones secuenciales mixtas, tanto L¢2 como 7dJ5, producen
una inhibicion del crecimiento entre ellas. Sin embargo, se produce una sinergia en la
fermentacion, acelerandola. Por otro lado, en las fermentaciones secuenciales filtradas, se observo
que se producia un efecto inhibitorio en la fermentacion, siendo este efecto mayor por parte de
Td5 que de Lt2. No obstante, el crecimiento de las levaduras en estas fermentaciones, a pesar de

estar afectado, no se inhibia.

Palabras clave: [evaduras, Fermentacion, Interaccion, No-Saccharomyces, L. thermotolerans,

T. delbrueckii.



2 Introduccion

2.1 Fermentacion

La fermentacion alcohodlica es un proceso llevado a cabo por ciertos microorganismos en
condiciones de anaerobiosis. En este proceso, los microrganismos asimilan azflcares,
principalmente glucosa y fructosa, y los metabolizan produciendo ATP, etanol y CO,. Este

proceso sigue la siguiente reaccion:
CeH1,0¢ — 2 CH3;CH,0H + 2 CO, + 2 ATP

Este proceso de fermentacion alcoholica es usado en la industria alimentaria para producir ciertos
alimentos y bebidas fermentadas, como son la cerveza y el vino. Nos centraremos en el proceso

de produccion de este ultimo (Ribéreau-Gayon, Dubourdieu, Donéche, & Lonvaud, 2006).

2.2 Elvinoy su microbiologia

El vino es una bebida obtenida tras producirse una fermentacion alcohodlica usando, como
sustrato, mosto de uva y, como organismo fermentador, levaduras (Moreno-Arribas & Polo,
2009). Las levaduras son organismos unicelulares del reino Fungi. Estos organismos se
reproducen mediante reproduccion asexual y sexual y pueden realizar tanto respiracion aerobica
como fermentacion alcohdlica. La posibilidad de realizar la fermentacion alcoholica es lo que
hace interesante industrialmente a las levaduras, ya que permite la fabricacion de bebidas y
alimentos fermentados tal y como se ha mencionado anteriormente (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
Coloquialmente, en la industria enoldgica, las levaduras se clasifican en 2 grupos: Saccharomyces

y No-Saccharomyces (Jolly, Varela, & Pretorius, 2014).

Las levaduras Saccharomyces pertenecen al grupo de los ascomicetos y se encuentran en sustratos
ricos en azucares. La especie mas importante y conocida de este grupo es Saccharomyces
cerevisiae (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Estas levaduras son muy codiciadas en la industria de
los alimentos fermentados debido a su gran capacidad y eficiencia al realizar la fermentacion
alcoholica y por su tolerancia a altas concentraciones de etanol. Esta segunda caracteristica es la
que permite que estas especies se impongan frente a otras a medida que se lleva a cabo una

fermentacion alcohdlica (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Por otro lado, las levaduras No-Saccharomyces, son un grupo mas heterogéneo debido a que se
engloban en este grupo todas las levaduras no pertenecientes al género Saccharomyces. Son
ascomicetes o basidiomicetes que se reproducen por fision o por gemacion. Se han aislado mas
de 40 géneros diferentes de estas levaduras del mosto de uva. Las No-Saccharomyces tienen

menor tolerancia a altas concentraciones de etanol, 1o que permite que comiencen la fermentacion
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alcoholica para la produccion del vino, pero generalmente no pueden terminarla (Ribéreau-Gayon

et al., 2000).

2.3 Levaduras No-Saccharomyces

Originalmente, la presencia de levaduras No-Saccharomyces en el mosto se relacionaba con
problemas microbioldgicos y con la produccion de vinos con defectos. Esto se debia a que ciertas
especies de levaduras No-Saccharomyces producen acidez volatil y otros compuestos negativos.
Este hecho hizo que se tuviera una vision negativa de todas las especies pertenecientes a este
grupo. Esta es una de las razones por la que se afiadia al mosto de la uva SO, ya que las No-
Saccharomyces son mas sensibles a este compuesto que las Saccharomyces. E1 SO, junto con el
aumento de la concentracion de etanol durante la fermentacion, eliminaban la presencia de la
mayor parte las No-Saccharomyces presentes en el mosto. No obstante, estudios recientes (Benito
et al., 2015; Jolly et al., 2014) han concluido que algunas especies No-Saccharomyces aportan
aspectos positivos al vino. Se observo que el uso de No-Saccharomyces en la fermentacion otorga
al vino caracteristicas deseadas y distintivas de la region, mejorando ciertos aspectos del vino
como la complejidad y la integracion de los sabores. Se han detectado las mismas especies No-
Saccharomyces en todo el mundo, aunque lo que varia de un lugar a otro y de una uva a otra son
las proporciones en las que se encuentran estas especies. Entre las especies mas comunes se
encuentran Torulaspora delbrueckii, Pichia spp., Candida spp., Lachancea thermotolerans,
Hanseniaspora uvarum. Estas especies mencionadas, junto con otras No-Saccharomyces, se
localizan en mayor concentracion en la uva y en el mosto antes de iniciar la fermentacion que las

levaduras Saccharomyces (Jolly et al., 2014).

2.4  Fermentacion espontanea vs. Fermentacién inoculada

La fermentacion se puede realizar de forma espontanea o inoculando el mosto con las levaduras

deseadas.

Las fermentaciones espontaneas son aquellas fermentaciones que se producen debido a las
especies de levaduras presentes en la uva utilizada para realizar el mosto. Esto produce que la uva
sea un factor muy importante a tener en cuenta, no solo por la composicion del mosto, sino
también porque en su superficie existe una gran variedad de microorganismos fermentadores,
mayoritariamente No-Saccharomyces. Dependiendo de esta composicion de microorganismos, si
se realiza este tipo de fermentacion, puede variar las caracteristicas organolépticas del vino
producido. La variedad de microorganismos puede verse alterada por dafios fisicos (golpes o
cortes) o dafios bioldgicos (insectos, hongos) en la uva. En estas fermentaciones, al principio del
proceso, la poblacion de No-Saccharomyces es superior a la poblacion de Saccharomyces, sin
embargo, a medida que la fermentacion avanza, la poblacion de Saccharomyces se impone al
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resto (Ciani, Comitini, Mannazzu, & Domizio, 2010; Lleixa, Kioroglou, Mas, & Portillo, 2018;
Lu, Huang, Lee, & Liu, 2015; Taillandier, Lai, Julien-Ortiz, & Brandam, 2014). Esto es debido a
que son menos tolerantes al etanol. A medida que avanza la fermentacion, la concentracion de
azucares en el mosto disminuye y aumenta la concentracion de etanol. Esto hace que se produzca
esta imposicion. Ademas, también se ha sugerido que, aparte de esta menor tolerancia al etanol,
la poblacion de No-Saccharomyces puede disminuir por la sintesis y excrecion de alguna
molécula producida por Saccharomyces que produce amensalismo (Ciani et al., 2010; Taillandier

et al., 2014).

Por otro lado, tenemos las fermentaciones inoculadas, donde se inocula una cantidad alta de la
levadura deseada en el mosto, de tal forma que, a pesar de existir otras levaduras presentes en el
mosto, esta predomine por estar en mayor concentracion. Las fermentaciones por inoculacion se
realizan cuando se busca obtener un vino con unas cualidades muy caracteristicas. De esta forma,
ademas, se puede obtener un producto mas reproducible afo tras afio que con la fermentacion
espontanea. Normalmente, solo se inoculaba levaduras Saccharomyces, siendo la inica levadura
usada para la fermentacion del mosto. Sin embargo, desde el descubrimiento, ya comentado, de
los beneficios que pueden aportar al vino las No-Saccharomyces, algunos enologos coinoculan
ambos tipos de levaduras. Para producir vinos mediante fermentacion secuencial mixta de
levaduras se pueden usar dos metodologias. La primera es coinocular las levaduras No-
Saccharomyces y las levaduras Saccharomyces a la vez en el mosto. De esta forma se simulara el
mismo proceso dado en la fermentacion espontanea, al principio predominaran las levaduras No-
Saccharomyces, aunque las Saccharomyces acabaran imponiéndose. Algunas bodegas son reacias
a esta metodologia debido a que se debe medir bien la ratio de inoculacion No-
Saccharomyces/Saccharomyces para obtener un vino con las caracteristicas deseadas. Por este
motivo y por la inhibicién y el amensalismo que ejerce las Saccharomyces sobre el crecimiento
de las No-Saccharomyces, prefieren la segunda metodologia, la inoculacion secuencial. Esta
segunda metodologia se basa en inocular primero las levaduras No-Saccharomyces y, una vez
hayan comenzado a fermentar estas levaduras (aproximadamente 48 horas después de la
inoculacion de la No-Saccharomyces), inocular las levaduras Saccharomyces. De esta forma, se
asegura que las No-Saccharomyces inicien la fermentacion y doten al vino de las mejoras
organolépticas buscadas con estas levaduras. Posteriormente, las Saccharomyces acabaran la
fermentacion porque se terminan imponiendo (Escribano-Viana et al., 2019; Lu et al., 2015;

Taillandier et al., 2014).

2.5 Torulaspora delbrueckiiy Lachancea thermotolerans

De las especies explicadas, dos de las mas utilizadas desde un punto de vista comercial son

Torulaspora delbrueckii y Lachancea thermotolerans.



T. delbrueckii es la especie de levadura mas estudiadas de las No-Saccharomyces. Esta especie
tiene un tamafio un poco menor al de S. cerevisiae con la misma forma esférica/elipsoidal. Dentro
del género se clasifican las especies por su capacidad de crecer en diferentes sustratos. T.
delbrueckii se caracteriza por crecer especialmente bien en 2-ceto-D-glucanato y en etanol. Esta
levadura se puede reproducir tanto de forma asexual (por gemacion) como de forma sexual
(formando ascas). T. delbrueckii puede aislarse de productos fermentados, del suelo, del zumo de
bayas y de la corteza de arboles (Benito, 2018). A pesar de que antes se relacionaba su presencia
en el mosto con la producciéon de un vino defectuoso, actualmente se ha visto que mejora las
cualidades organolépticas del vino aumentando la concentracion de ciertos acidos volatiles y
reduciendo la concentracion de acido acético y de etanol en el vino, entre otras (Benito, 2018;
Gonzalez-Royo et al., 2015; Lu et al., 2015; Medina-Trujillo et al., 2017). Estas caracteristicas de
T. delbrueckii son utiles para producir un vino de mejor calidad con mas cuerpo y mejor calidad
aromatica respetando el caracter inicial de la uva usada para el mosto. Ademas, ayuda a solventar,
en parte, la problematica del cambio climatico con respecto al vino. Esto es debido a que el cambio
climatico acelera la maduracion de la uva, acumulandose una mayor concentracion de azlicares
en la baya, que provoca la produccion de vinos con mas grado alcohodlico. Ciertos estudios (Belda
et al., 2017; Jenko & Cus, 2013; Puertas, Jiménez, Cantos-Villar, Cantoral, & Rodriguez, 2017)
han observado que una fermentacion secuencial de 7. delbrueckii y S. cerevisiae puede reducir
entre 0,15y 0,5% el grado alcohdlico comparado con una fermentacion realizada unicamente
con S. cerevisiae. Esta reduccion de alcohol se acerca mas a las exigencias del mercado enologico

que, actualmente, demanda vinos con menor graduacion alcohdlica. (Benito, 2018).

L. thermotolerans es una especie No-Saccharomyces que no ha tenido mucho interés enologico
hasta hace pocos afios, cuando se descubrié que liberaba ciertos enzimas en el mosto que
aportaban una mejora del sabor y del aroma al vino producido. Las levaduras del género
Lachancea sp. pueden aislarse de muchos nichos ecologicos, entre ellos el suelo, plantas, insectos
y el mosto de la uva. De todas las especies del género Lachancea sp., inicamente 3 especies han
sido relacionadas con el mosto y su fermentacion, estas especies son L. thermotolerans, L.
fermentati y L. lanzarotensis. De estas 3 especies, unicamente L. thermotolerans ha sido la que
ha despertado interés entre los investigadores por su aporte al vino (Porter, Divol, & Setati, 2019).
L. thermotolerans, si fermenta sola, normalmente no es capaz de acabar la fermentacion debido a
las altas concentraciones de alcohol producido, es por ello por lo que se suele requerir la presencia
de una Saccharomyces para acabar la fermentacion. En las coinoculaciones, la poblacion de L.
thermotolerans disminuye a la mitad de la fermentacion debido a las altas temperaturas
producidas por el caracter exotérmico de la fermentacion, a la falta de oxigenacion, a la inhibicion
célula-célula y a la produccion de compuestos toxicos por parte de la otra especie de levadura.

Sin embargo, se ha visto que las inoculaciones secuenciales tienen un efecto positivo sobre su



resistencia al alcohol, haciendo que la poblacion resista durante mas tiempo (Porter et al., 2019).
Diversos estudios (Beckner Whitener et al., 2015; Benito, Calderén, Palomero, & Benito, 2016;
Domizio, Liu, Bisson, & Barile, 2014; Gobbi et al., 2013) reportan caracteristicas organolépticas
positivas a las fermentaciones realizadas con L. thermotolerans. No obstante, otros estudios
(Belda et al., 2016; Hranilovic et al., n.d.; Vilela, 2018) desmienten dichas mejoras. Esto es debido
a que los estudios realizados no fueron estandarizados y en cada uno se usaron cepas de L.
thermotolerans diferentes, uvas diferentes y condiciones diferentes. Por ello, a pesar de que esta
especie de levadura tiene mucho potencial para producir vinos de mejor calidad, se requiere
todavia mucho estudio en este campo para comprender mejor como aprovechar estas cualidades

que nos aporta L. thermotolerans (Porter et al., 2019).

2.6 Problematica

Estudios anteriores realizados en el grupo de investigacion de Biotecnologia Enologica de la URV
demostraron que una cepa de 7. delbrueckii Td5 mostraba un comportamiento fuera de lo comun.
Este comportamiento quedo patente en experimentos realizados con esta cepa 7d5 y con una cepa

de S. cerevisiae ScR.

El experimento consistia en inocular 7d5 en mosto sintético a 16°C y, tras 48 horas (cuando ya
habia comenzado la fermentacion), se inoculaba la cepa ScR (Td5+ScR). Se observo que ScR no
se imponia a 7d5 (Figura 1 y 2). Esto es llamativo, puesto que, como se ha comentado
anteriormente y como se ha descrito en trabajos como el de Escribano-Viana et al., 2019, S.

cerevisiae se suele imponer a T. delbrueckii.
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Figura 1. Evolucién de la densidad y poblacion viable en una fermentacion secuencial

mixta secuencial realizada por Td5 y ScR a 16°C.
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Figura 2. Porcentaje de las poblaciones de Td5 y de ScR en la fermentacion secuencial a lo

largo de los dias.

Una vez vista esta falta de imposicion por parte de ScR, se plantearon las posibles razones a las
cuales se debia este fenomeno de inhibicion del crecimiento de ScR. Una de las posibilidades
planteadas fue que se produjera una inhibicioén por contacto célula-célula. Para probar este punto
se realizo la misma fermentacion, pero eliminando 7d5 del mosto antes de inocular ScR a las 48
horas (7d5;ScR). En este experimento se observo que, tras eliminar 7d5 y la posterior inoculacion
de ScR, la fermentacion se para y no continua (Figura 3). Esto confirmo que la falta de imposicion

ScR no se debia a una inhibicion de contacto célula-célula.
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Figura 3. Evolucion de las densidades del mosto en las fermentaciones Td5+ScR y Td5,ScR a

lo largo del tiempo.

Otro posible motivo de la inhibicion del crecimiento de ScR era la temperatura. Por ello, se
realizaron fermentaciones individuales de ambas cepas a 16°C y a 22°C y se estudio la cinética
de estas fermentaciones mediante la densidad. Esta cinética se compard con la cinética de
fermentaciones secuenciales filtradas (inicialmente 7d5 y posteriormente eliminando 7d5 e
inoculando ScR) realizadas a 22°C y 16°C. En estas fermentaciones se observo que la cinética de

las fermentaciones individuales de estas dos cepas es mas rapida que la de las fermentaciones



secuenciales filtradas. En todos los casos, como era de esperar, a 22°C la fermentacion termina
mas rapido. Ademas, ScR fermenta mucho mas rapido que 7d5. No obstante, cabe destacar la alta
capacidad fermentativa de 7d35, ya que es capaz de acabar la fermentacion sin la necesidad de la
adicion de una cepa Saccharomyces. Por otro lado, en las fermentaciones secuenciales mixtas, la
realizada a 22°C se ralentiza notablemente con respecto a las fermentaciones individuales, aunque
la fermentacion acaba terminando. Sin embargo, la fermentacion secuencial mixta a 16°C se para
tras la inoculacion de ScR (Figura 4). Esto nos confirma que 7d5 es la causante de la inhibicion
de la fermentacion por parte de ScR. Ademas, nos indica que la inhibicion de este crecimiento es

mayor a 16°C que a 22°C, donde puede fermentar, pero con mucha mayor lentitud.
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Figura 4. Comparacion de las diferentes fermentaciones realizadas por Td5 y ScR, tanto
de forma individual como de forma secuencial, inoculando primero Td5 y, tras 48 h.,

elimindndola e inoculando Td5, a 16°Cy a 22°C.

Otra hipdtesis planteada para explicar que ScR no se impusiese fue la falta de nutrientes. Podria
ser que en el momento de inocular ScR, faltara algiin nutriente necesario para su desarrollo. Por
ello, se realizo un experimento donde se afiadian diversos nutrientes tras la eliminacion de 7d5 y
antes de la inoculacion de ScR para determinar qué tipo de nutriente podria ser el limitante. Como
se observa en la Figura 5, solo se consigue una restauracion parcial de la fermentacion de ScR
cuando se adicionan todos los nutrientes posibles de encontrarse en déficit. Esto podria indicar
que la inhibicién no se produce por el déficit de un unico nutriente, sino que se produce por un

desajuste en la concentracion de la matriz de nutrientes completa.
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Figura 5. Comparacion de diversas fermentaciones secuenciales. A cada una se le ha afiadido un
nutriente diferente tras la filtracion a las 48 horas y antes de la inoculacion de ScR. Td5;ScR:
Fermentacion secuencial filtrada. Td5+ScR: Fermentacion secuencial mixta. Actimax: mezcla de
vitaminas con compuestos orgdnicos nitrogenados. Aas: alfa-aminico. MC: mosto concentrado. FA:

Factores de anaerobiosis. O: oligoelementos. V: Vitaminas. A: Actimax

Por ultimo, la ultima hipotesis que se planted para explicar la inhibicion del crecimiento de ScR
fue la presencia de sustancias inhibidoras sintetizadas por 7d5. Se han registrado la sintesis de
proteinas killer en varias cepas Saccharomyces y No-Saccharomyces. Esta propiedad es
interesante debido a que permite controlar posibles contaminaciones del mosto por parte de otras
levaduras. Ademas, a las cepas No-Saccharomyces, les permite ser mas competitivas frente a las
Saccharomyces y poder perdurar mas tiempo en la fermentacion y, por tanto, tener mayor
influencia en las caracteristicas organolépticas del vino. Entre las especies No-Saccharomyces en
las que se ha descrito el fenotipo killer, la que presenta un mayor rango de inhibicién del
crecimiento de especies contaminantes del mosto es 7. delbrueckii (Ramirez, Velazquez,
Maqueda, Lopez-Pifieiro, & Ribas, 2015; Villalba, Susana Saez, del Monaco, Lopes, &
Sangorrin, 2016). Por tanto, una posible explicacion seria que la cepa 7d5 secretara una proteina
killer que afectara a ScR e impidiera el crecimiento de esta ultima. Sin embargo, esta hipotesis
quedo descartada debido a que estudios anteriores de este grupo de investigacion confirmaron

que 7d5 no mataba a las levaduras ScR.

Tras demostrar esta inhibicion de 7d5 hacia ScR, quisieron saber si estds inhibiciones eran
especificas de cepas. Por ello, repitieron estos experimentos usando otras cepas de Saccharomyces
cerevisiae 'y de Torulaspora delbrueckii. Los resultados de estos experimentos fueron similares a
los obtenidos con ScR 'y Td5. Esto demostré que esta inhibicion no es especifica de cepa, sino que
es comun en estas especies. Este hecho agrava el problema planteado, debido a que 7. delbrueckii

es una No-Saccharomyces muy utilizada en las fermentaciones vinicas. Si esta especie inhibe el
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crecimiento y fermentacion de S. cerevisiae perderemos eficiencia a la hora de producir vino con

fermentaciones secuenciales usando estas levaduras.

Tras observar que estas inhibiciones no eran especificas de cepas, quisieron comprobar si eran
especificas de especie, por lo que decidieron realizar una fermentacion secuencial con otra No-
Saccharomyces. De esta forma comprobarian si la inhibicion de la fermentacion se produce
especificamente por T. delbrueckii u otras especies No-Saccharomyces también la producen, por
ello, se repitieron algunos de los experimentos con una cepa de Lachancea thermotolerans, Lt2.
Para realizar este experimento se inoculd L¢2 en mosto sintético a 16°C y, tras 48 horas, se elimind
Lt2 y se inoculd ScR (Lt2;ScR) (Figura 6). Se observo que se producia una inhibicion del
crecimiento, asi como una ralentizacion de la fermentacion, tras la eliminacion de L2 y la
inoculacion de ScR, por lo que parecia que L¢2 también influenciaba negativamente a ScR. Por
ello, se demostré que la inhibicion del crecimiento y de la fermentacion de ScR no era especifica

de 7d5, sino que otras cepas No-Saccharomyces, como Lt2, también la producian.
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1080 A

- [ — 5

2 1075 | £

= \\ . 4§
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© | ™ ‘ ©

Z 1065 ‘: “—\ 3 5
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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—8— Densidad Lt2;ScR —@—0.D. Lt2;ScR

Figura 6. Seguimiento de la fermentacion secuencial de Lt2 y ScR a 16°C.
3 Hipotesis

Visto que las cepas 7d5 y Lt2 son capaces de inhibir cepas de S. cerevisiae, la hipotesis de este
trabajo es que esta inhibicion no es especifica contra S. cerevisiae, sino que pueden inhibir otras

especies de levaduras.

4 Objetivos

El objetivo de este trabajo es comprobar si 7d5 y Lt2 inhiben el crecimiento y la fermentacion
entre ellas. De esta forma, se demostrara si la inhibicion producida por parte de 7d5 y Lt2 es

especifica para ScR o afecta a cepas de levaduras No-Saccharomyces.
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Para ello, se realizaran diversas fermentaciones secuenciales en mosto sintético. Para realizar
estas fermentaciones se usaran como organismos fermentadores 7d5 y Lt2. El estudio de estas
fermentaciones se llevara a cabo mediante el analisis de la cinética de fermentacion por densidad
del mosto y de la evolucion de las poblaciones por densidad oOptica, crecimiento en placa con

medio diferencial y PCR cuantitativa (QPCR).

5 Metodologia

5.1 Fermentaciones

5.1.1 Microorganismos utilizados

Para llevar a cabo las diversas fermentaciones se usaron dos cepas No-Saccharomyces
especificas. Ambas cepas eran considerablemente buenas fermentadoras porque, a pesar de ser
No-Saccharomyces, eran capaces de terminar la fermentacion. Estas cepas usadas, fueron una
cepa de Torulaspora delbrueckii (a la cual denominaremos 7d5) y una cepa de Lachancea
thermotolerans (que nombraremos como Lt2), ambas cepas proporcionadas por Agrovin S.A.

(Espafia).

5.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para las fermentaciones fue un mosto sintético a pH=3,3 descrito

por Beltran, Novo, Rozés, Mas, & Guillamoén, 2004 (Anexo 1).

5.1.3 Fermentaciones

Para realizar el experimento se llevaron a cabo 2 tipos de inoculaciones, cada una con un prop6sito

diferente.
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5.1.3.1 Td5+Lt2 y [t2+Td5

- Mosto sintético
- Td5 2x10° cél./mL

[ 220m | | 220mL | | 220mL |

| Fermentacién en agitacién a 16°C |

! } }

48 horas fermentando (4 10 g/L
densidad)

l l l

| Inoculacion Lt2 2x10° cél./mL |

Figura 7. Diagrama de flujo del

experimental 1.

Esta metodologia permitio observar el comportamiento de
las levaduras cuando interaccionan entre si en un mismo

medio.

Se prepararon 700 mL de mosto sintético y se inocularon
con Td5 para obtener una concentracion de 2*10° cél./mL.
Después, se repartid en tres fermentadores (220 mL en
cada uno) y se incubaron a 16°C en agitacion (120 rpm).
Se dejo fermentar durante 48 horas bajo estas condiciones
para que comenzara la fermentacion. Una vez pasado este
tiempo, se inoculd Lt2 en cada fermentador de tal forma
que cada uno tuviera una concentracion de 2*10° cél./mL
de esta levadura. Se continud fermentando el mosto a
16°C en agitacion hasta que la concentracion de azucares
reductores fuera menor de 2 g/L o hasta que la densidad

dejara de disminuir durante varios dias, lo que significaba

que la fermentacion se habia parado.

Durante todo el proceso de fermentacion se tomaron muestras que fueron analizadas siguiendo

varios métodos para determinar la cinética de la fermentacion y las poblaciones presentes.

Este proceso se repitio invirtiendo el orden de las cepas. De esta forma se observo tanto el efecto

de Td5 sobre Lt2, como el de Lt2 sobre Td5.

5.1.3.2 Td5;Lt2 y Lt2,Td5

Esta metodologia permitié comprobar si, en el caso de producirse una interaccion entre cepas en

Td5+Lt2 o en Lt2+Td5, esta era debida al contacto célula-célula, a la sintesis de algin determinado

compuesto o a una competicion por los nutrientes del mosto.
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Se prepararon 700 mL de mosto sintético y se inocularon

con Td5 para obtener una concentracion de 2*10° cél./mL.

Después, se repartio en tres fermentadores (220 mL en cada

- Mosto sintético
- Td5 2x10° cél./mL

uno) y se incubaron a 16°C en agitacion (120 rpm). Se dejo

1 fermentar durante 48 horas bajo estas condiciones para que
[220m. | [220m. | [ 220mL |

comenzara la fermentacion. Una vez pasado este tiempo, el

mosto de cada fermentador se centrifugéd 10 minutos a

8.000 rpm a 22°C. Posteriormente, el sobrenadante se filtro
| Fermentacién en agitacién a 16°C |

| | | mediante una filtracion al vacio usando filtros S-Pack de
) .
48 horas fe;f:;;j:;o( s poro de 0.22pum (Millipore, ref: GSWG047S). De esta
! ! ! manera se eliminaron las levaduras 7d5 del medio. Una vez
Centrifugar (lp min. 8.000 rpm)
Filtrar eliminada 7d5, se inoculd L2 en cada fermentador, de tal

| | |

. ., * 6
[ inoculacién 12 2x10° cél mt. | forma que cada uno tuviera una concentracion de 2*10

cél./mL de esta levadura. Se continué fermentando el
Figura 8. Diagrama de flujo del mosto a 16°C en agitacion hasta que la concentraciéon de
experimental 2. azucares reductores fuera menor de 2 g/L o hasta que la
densidad dejara de disminuir durante varios dias, lo que significaba que la fermentacion se habia

parado.

Durante todo el proceso de fermentacion se tomaron muestras que fueron analizadas siguiendo

varios métodos para determinar la cinética de la fermentacion y las poblaciones presentes.

Este proceso se repitio invirtiendo el orden de las cepas. De esta forma se observo tanto el efecto

de Td5 sobre Lt2, como el de Lt2 sobre Td5.

5.2 Anadlisis

Para realizar el analisis de la cinética de las fermentaciones y de las poblaciones presentes en el

mosto se usaron diversas técnicas microbioldgicas, quimicas y bioquimicas.

5.2.1 Toma de muestra

Se llevo a cabo una toma de muestra para realizar los analisis pertinentes cada 24 horas, a
excepcion de los fines de semana, donde no se tomaban muestras. De cada fermentador se tomaba
10 mL. De estos 10 mL, se tomaba 1 mL para medir la densidad optica y un 1 mL que era
centrifugado 5 min a 12.000 rpm para obtener las levaduras, que se guardaban a -20°C para su
posterior analisis por qPCR. También se tomaban 100 pL para realizar las diluciones pertinentes
para llevar a cabo la siembra en placa con medio diferencial. Tras tomar todas estas alicuotas, la

muestra se centrifugaba 5 min. a 7.800 rpm. Del resultante de esta centrifugacion, 1 mL del
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sobrenadante se guardaba a -20°C, para posteriormente analizar su composicion, y el resto del

sobrenadante se usaba para el andlisis de la densidad del mosto.

ca—/

10 mL cada 24
/ horas
P imL
v Centrifugacién S min centrifugar S min
: pm 12.000 rom
1mL 100 uL 1

0.D.c00em Diluciones sucesivas

v

Peliet para qPCR
20°C

“u

0
/ \

1 mL para andlsis
bloquimico

20°C

Figura 9. Esquema del proceso de toma de muestra y de su procesado.

5.2.2 Densidad

La densidad es un parametro que indica el estado de la fermentacion. A medida que avanza la
fermentacion, la densidad del medio disminuye debido al consumo de azucares y a la produccion
de etanol. Por este motivo, si la densidad no baja quiere decir que no hay produccion de etanol ni
consumo de azucares, lo que significa que la fermentacion se ha parado. De esta forma, la
densidad inicial del mosto era aproximadamente 1080 g/L y la densidad cuando la fermentacion

terminaba era aproximadamente 990 g/L.

Para medir la densidad se us6 un densimetro electrénico 30 PX, (Mettler Toledo, Hospitalet del

Llobregat, Espaiia).

5.2.3 Poblacién total

La poblacion total se siguid por densidad optica. A medida que aumenta la poblacion de
levaduras, la densidad optica aumenta. Para aplicar este método se debe medir la absorbancia de
la muestra homogeneizada a una longitud de onda de 600 nm. Se utilizé el espectrofotometro

Thermospectronic Genesys 10 UV, (Pracisa + Giralt, Madrid, Espafia)
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5.2.4  Poblacién viable

Para el analisis de la poblacion viable se utilizo el medio de cultivo diferencial Difco WL Nutrient
Broth (BD, ref: 247110) (WLN). Cultivar la muestra en este medio permite, no so6lo determinar
la poblacion de levaduras viables del mosto, sino también diferenciar especies gracias a las
diferentes morfologias que pueden presentar las colonias de levaduras. En el caso de las dos cepas
tratadas en este trabajo, 7d5 presenta colonias circulares blancas, que cuando se envejecen
muestran un color verde claro en el centro, mientras que L¢2 muestra colonias redondas de un

color verde intenso (Figura 10).

Lt2 Td5

Figura 10. Morfologia en medio WLN de las dos

cepas utilizadas en el estudio (Td5 y Lt2)

Se realizo este analisis para medir de forma cuantitativa las poblaciones viables de las dos cepas

presentes en las fermentaciones.

Para la siembra en WLN (preparacion del medio en Anexo 2), se realizaron diluciones seriadas
de la muestra. Posteriormente se inocularon 100 uL. de la dilucion correspondiente y se esparcid
este indculo por la placa agitandola con pequefias bolas de cristal autoclavadas. Estas bolas se
retiraron posteriormente a la agitacion. Una vez sembrada, se dejo la placa en una estufa a 28°C

durante 48 horas. Tras estas 48 horas se realizo el recuento de colonias.

5.2.5 PCR cuantitativa (QPCR)

El estudio de la poblacion de las dos especies utilizadas en este trabajo también se realizé por
gPCR. Los primers usados en la qPCR son especificos de especie, por ello, debemos hacer una

gPCR por cada especie que queramos cuantificar. Estos primers son los siguientes:
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Tabla 1. Secuencia de los primers usados en la gPCR para cada una de las especies

Secuencia del primer Organismo Nombre Referencia
5’-CAAAGTCATCCAAGCCAGC-3’ T. delbrueckii Tods L2
(Zott et al., 2010)
5’-TTCTCAAACAATCATGTTTGGTAG-3’ T. delbrueckii Tods R2
(Garcia, Esteve-
5’-CGCTCCTTGTGGGTGGGGAT-3’ L. thermotolerans LTH2-F
Zarzoso, Crespo,
Cabellos, & Arroyo,
5’-CTGGGCTATAACGCTTCTCC-3’ L. thermotolerans LTH2-R

2017)

Para realizar la qPCR se debio realizar anteriormente una extraccion de ADN de la muestra. Esta
extraccion se realizo usando el kit comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, ref: 69104) (Anexo
3). Una vez realizada la extraccion de ADN, en una placa con 96 pocillos se afiadié 2 pL. de dicha
muestra de ADN extraida y 18 pL del Master Mix realizado con los reactivos comerciales TB
Green Premix Ex Taq II (Tli RNasaH Plus), Bulk (Takara, ref: RR820L) y con los primers
especificos de la especie a cuantificar (composicion de Master Mix en Anexo 4). Esta placa se
insertd en el termociclador QuantStudio 5 Real-Time PCR Instrument, (Applied Biosystems,
Foster City, Estados Unidos) (programa utilizado en Anexo 4). El termociclador aporto las curvas
de amplificacion producidas. Las curvas de amplificacion son la representacion del nivel de
fluorescencia emitido por el Cyber Green al unirse al ADN bicatenario frente al nimero de ciclos
producidos por el termociclador. Con estas curvas se obtuvieron los Ct. EI Ct (umbral de ciclo)
es el ciclo donde se produce la interseccion entre la curva de amplificacion y una linea umbral.
Estos Ct se interpolaron a una recta patron realizada con diluciones de una concentracion conocida
de ADN de T. delbrueckii y L. thermotolerans (rectas patrones en Anexo 4). Tras esta

interpolacion, se obtuvo la poblacion total de la levadura analizada.

5.2.6  Analisis bioquimicos

Los azucares reductores (glucosa y fructosa) asi como el nitrogeno, tanto organico como
inorganico, se determinaron usando kits enzimaticos. Para la determinacion de los azicares se
utilizo el kit de BioSystems (Biosystems S.A, ref: 12800), mientras que para el andlisis de
nitrégeno se utilizaron los kits enzimaticos TDI (Tecnologia difusion Ibérica S.L, nitrogeno

amoniacal: Ref. 2407 y nitrégeno a-aminico: Ref. 2408).
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Los azucares reductores se midieron cuando la densidad de la muestra es <992 g/L. De esta forma
se confirmaba si la concentracion de azucares reductores era <2 g/L y, por tanto, si la fermentacion

habia acabado.

La medicioén de nitréogeno, tanto organico como inorganico, se realizo en el momento antes de
iniciar la fermentacion y los 3 dias posteriores. Esta medicion se efectud para comprobar si una
posible inhibicion del crecimiento de la segunda levadura inoculada se producia por una falta de

nitrégeno, uno de los nutrientes que pueden limitar el crecimiento de la levadura.

Para realizar la medicion de estos nutrientes se debid de centrifugar la muestra 5 minutos a 7.800
rpm. El pellet se descarté y con el sobrenadante se llevaron a cabo los analisis, utilizando el

multianalizador automatico Miura One, (TDI S.L, Gava, Espana).

6 Resultados y discusion

6.1 Comparaciéon entre metodologias

El aumento de la biomasa total se evalu6 por la medicion de la O.D. a 600 nm. Este analisis
permite determinar toda la microbiota presente en la muestra, por tanto, no nos permite determinar
si existen contaminaciones. Ademads, Unicamente aporta una visidn semi-cuantitativa de este
aumento de biomasa. Para obtener una vision cuantitativa, se utiliz6 el contaje de colonias
mediante la siembra en placa y la qPCR. La siembra en placa da informacion sobre el numero de
levaduras viables presentes en el mosto. Si el medio sembrado es un medio diferencial, permite
conocer el numero de las diferentes poblaciones de levaduras. Por otro lado, la qPCR permite
detectar y cuantificar de forma simultanea diversas especies de microorganismos. En este estudio
se utilizaron primers especificos para cada especie de levadura. El uso de estos primers
especificos permitio seguir la cinética poblacional de cada una de las especies estudiadas (Figura
11).
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Figura 11. Comparacion entre los resultados de la qPCR, la siembra en placa en medio diferencial

yla O.D. a 600 nm de la fermentacion Lt2,;Td5.

Comparando los datos de la qPCR con los datos de la siembra en placa, se aprecia que aportan
resultados muy similares. No obstante, los niveles poblacionales aportados por la qPCR suelen
ser mayores que los aportados por la siembra en placa. Esto se debe a que en la qPCR se recuentan
totales, mientras que la siembra en placa detecta inicamente levaduras viables. Ademas, la técnica
de la qPCR es una técnica mas sensible, detectando poblaciones de levaduras menores que la
siembra en placa. Esta alta sensibilidad permite detectar L¢2 tras el dia 2 en las fermentaciones
secuenciales filtradas. Esto podria indicar que la filtracion no ha sido totalmente efectiva o que se
ha producido una contaminacion posterior al filtrado. Esta deteccion de la cepa tras el filtrado
sucede tanto en L¢2;7d5 como en 7d5;Lt2, aunque la poblacion es muy inferior a la poblacion de

la cepa inoculada tras el filtrado, por lo que su influencia en el proceso es minima.

Si los resultados de estas dos técnicas descritas se observan junto con los resultados de la O.D.,
se puede apreciar una correlacion. Es comtin observar que la O.D. aumenta cuando aumentan las
poblaciones de levaduras. Esto demuestra que el aumento de la biomasa se debe al aumento de
las levaduras deseadas y no de un agente contaminante. En este caso, se observa ademas una
disminucién de la O.D. junto con una disminucion de las poblaciones, tanto por gPCR como por
placa, el dia 2. Este descenso es debido a que dicho dia se filtro el mosto y, posteriormente, se

volvio a inocular (Figura 11).

Debido a la similitud entre los datos proporcionados por la qPCR y los proporcionados por la
siembra en placa y a la mayor informacion que estos primeros aportan, para comentar el
crecimiento poblacional de los resultados posteriores, se usara la O.D. y los datos de la qPCR

para evitar redundancias.
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6.2 Comparacion de Lt2+Td5y Lt2;Td5

Se compararon las fermentaciones Lt2+7d5 con las fermentaciones Lt2;7d5. Esta comparacion
permite conocer el efecto de la presencia o ausencia de Lt2 en el mosto tras la inoculacion de 7d5,
habiendo comenzado la fermentacion Lt2. Estos resultados despejan dudas sobre si la causa de la
interaccion de Lt2 con Td5 se debe a la presencia de L¢2 o a algin compuesto secretado o

consumido por Lz2.

6.2.1 Cinética de fermentacion

El analisis de la variacion de la densidad de un mosto proporciona la cinética de fermentacion. A
medida que una fermentacién avanza, se produce un consumo de azlicares y una produccion de

etanol, produciendo una disminucion de la densidad del medio
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Figura 12. Variacion de la densidad de fermentaciones secuenciales mixtas (Lt2+Td5),

fermentaciones secuenciales filtradas (Lt2;Td5) y fermentaciones individuales (Lt2 y Td5).

Como se observa en la Figura 12, hay diferencias entre la cinética de fermentacion de la
fermentacion secuencial mixta y la fermentacion secuencial filtrada. Por un lado, en L#2+7d5, la
densidad disminuye en pocos dias, acabando la fermentacion incluso antes que las fermentaciones
individuales. Por otro lado, el descenso de la densidad en la fermentacion Lt2;7d5 se ve
ralentizado. Esta ralentizacion comienza tras la filtracion y la inoculacion de 7d5. A pesar de que
la fermentacion acaba, el fin de la fermentacion se produce en el dia 24, mucho mas tarde que las

fermentaciones individuales.
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Este comportamiento en la cinética de fermentacion es destacable y llamativo. Por una parte, que
Lt2+Td5 termine la fermentacion antes que las fermentaciones individuales contradice estudios
anteriores, donde se demuestra que las fermentaciones secuenciales de L. thermotolerans y S.
cerevisiae tienen una cinética de fermentacion mas lenta con respecto a las fermentaciones
individuales de S. cerevisiae (Benito, Calderon, & Benito, 2017; Benito et al., 2016). No obstante,
coincide con interacciones descritas entre No-Saccharomyces (Benito et al., 2017). Estas
interacciones se daban entre L. thermotolerans y S. pombe. Cuando se inoculaban
secuencialmente L. thermotolerans y S. pombe, la fermentacion se aceleraba, acabando antes que
una fermentacion individual de S. pombe (Benito et al., 2017). Esto demuestra que L.
thermotolerans tiene un efecto negativo sobre S. cerevisiae, pero un efecto positivo sobre otras
No-Saccharomyces. Este efecto se podria dar porque S. cerevisiae fermenta bien y puede acabar
la fermentacion sin problemas y, por tanto, la presencia de otra levadura produce una competicion
por los nutrientes, disminuyendo la fermentacion. Sin embargo, las No-Saccharomyces, por lo
general, no pueden acabar la fermentacion. Por ello, la presencia de otra levadura produciria un
aumento de los organismos fermentadores, acelerando la fermentacion. No obstante, este no es
nuestro caso, debido a que tanto Lz2 como 7d5 son muy buenos fermentadores y pueden acabar
las fermentaciones en pocos dias. Ademas, esta el hecho de que en ausencia de L¢2, al inocular
Td5, la fermentacion se ralentiza notablemente. Si el aumento de la fermentacion en Lt2+7d5 se
debiera a un aumento de los microorganismos fermentadores, 7d5 en Lt2;Td5 tendria una cinética
similar a la fermentacion individual de 7d5. Aunque, también cabe la posibilidad de que 7d5 no
fermente igual en esta fermentacion secuencial filtrada que en la fermentacion individual porque
Lt2 haya consumido los macro y micronutrientes, ralentizando asi el crecimiento de 7d5 y, por

ende, ralentizando asi su fermentacion.

Resumiendo, la aceleracion de la cinética de fermentacion en Lt2+7d5 podria deberse a un
aumento de la biomasa. Por otro lado, la ralentizacion de la cinética de fermentacion de L12;Td5
se puede deber a una ralentizacion en la cinética de crecimiento poblacional de 7d5. Esta

ralentizacion podria deberse a un déficit de nutrientes en el mosto en el momento de inocular 7d5.

6.2.2  Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional permitira conocer si realmente la ralentizacion de la fermentacion
Lt2;Td5 se debe a una disminucion del crecimiento de 7d5. Ademas, aportara informacion sobre

las poblaciones de levaduras de la fermentacion Lt2+7d5.
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Figura 13. Variacion de la 0.D. a 600nm de las fermentaciones secuenciales mixtas (Lt2+Td5), las

fermentaciones secuenciales filtradas (Lt2;Td5) y fermentaciones individuales (Td5 y Lt2).

Observando la Figura 13 se aprecia como, tanto la fermentacion secuencial mixta como la
fermentacion secuencial filtrada, tienen durante los primeros dias una cinética de produccion de
biomasa similar a las fermentaciones individuales. No obstante, en la fermentacion secuencial
filtrada, cuando se filtra el mosto y se inocula 7dJ, esta no crece hasta el dia 7. Tras este dia, la
biomasa comienza a aumentar notablemente, alcanzando niveles superiores a las fermentaciones
individuales. Por otro lado, la fermentacion secuencial mixta, cuando se inocula 7d5, se produce
una variacion de la cinética de produccion de biomasa con respecto a las fermentaciones
individuales. Esta variacion produce que la O.D. alcance niveles superiores a las fermentaciones
individuales, tal y como ocurre con las fermentaciones secuenciales filtradas. Sin embargo, los
niveles de biomasa en esta fermentacion alcanzan niveles incluso superiores a los alcanzados por

la fermentacion secuencial filtrada.

Observando la Figura 14, se corroboran los resultados expuestos por la O.D. Ademas, se constata
que, de la biomasa presente en el mosto de la fermentacion secuencial mixta, la mayor parte es
Lt2 y una pequeiia parte es 7d5. En esta fermentacion, la cepa L¢2 alcanza niveles altos en el dia
3, sin embargo, el crecimiento de la cepa 7d5 en esta fermentacion esta inhibido, produciéndose
un crecimiento de menos de un orden de magnitud. Esto no ocurre en las fermentaciones

secuenciales filtradas, donde 7d5 es capaz de creces hasta alcanzar poblaciones de 108 células/mL.
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Figura 14. Comparacion de la poblacion total (qPCR) de las diferentes especies en las

fermentaciones secuenciales filtradas (Lt2;Td5 y Td5;Lt2)

Comparando estos datos con los del apartado anterior se observa que, a pesar de existir una
diferencia entre las cinéticas de fermentacion de Lt2+7d5 y de Lt2;Td5, no existe tanta diferencia

entre la biomasa de ambas cepas.

Por una parte, se observa que, en ausencia de L¢2, el crecimiento de 7d5 se retrasa, pero es capaz
de crecer hasta lo niveles normales. Esto demuestra que 7d5 tiene los nutrientes suficientes para
crecer y que, si Lt2 sintetiza algin componente, este no llega a inhibir completamente el
crecimiento de 7d5. Sin embargo, esto descarta la teoria expuesta en el apartado anterior sobre la
ralentizacion de la fermentacion L¢2;7d5, ya que Td5 no tiene problemas para crecer. Si 7d5 crece
hasta alcanzar poblaciones normales, Lz2 debe secretar algo al medio que inhiba la fermentacion
de Td5 al ser inoculada. Esto no contradice los resultados obtenidos de la fermentacion Lt2+7d5,
ya que se observa como la poblacion de 7d5 no es significativa en comparacion con la poblacion
de Lz2 y, por tanto, Lt2 podria ser la tnica levadura que estuviera fermentando. No obstante, el
hecho de tener tan poca poblacion de 7d5, también nos desmiente la teoria del apartado anterior
donde se plantaba que la fermentacion se acelera por una mayor poblacion de organismos
fermentadores. Por este motivo, se podria plantear la produccion de una sinergia entre Lt2 y 7d5,

donde la inoculacion a las 48 horas de 7d5 aumenta el rendimiento de la fermentacion.

Por otro lado, se observa como la presencia de L2 en el mosto produce una inhibicion del
crecimiento de 7d5. Se ha descrito como, en fermentaciones secuenciales de L. thermotolerans
con S. cerevisiae y con otras especies No-Saccharomyces, la poblacion de L. thermotolerans
descendia al inocular estas otras especies (Benito et al., 2017, 2016). Estos estudios achacaban

esta disminucion a la poca actividad fermentativa de L. thermotolerans y a la mayor competencia
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de S. cerevisiae y de las otras No-Saccharomyces fermentando. No obstante, como se ha
observado, L¢2 es una cepa con una alta capacidad fermentativa. Por ello, al inocular 7d5 en una
concentracion menor en la que se encuentra Lz2, Lt2 puede ser competitiva frente a 7d35. Por tanto,
Lt2 podria inhibir el crecimiento por contacto célula-célula, debido a que la poblacion de L2 es
mucho mayor. Otra posibilidad es que se produzca una competencia por los nutrientes entre L2
y Td5, tanto por los macronutrientes como por los micronutrientes. En esta competencia por los
nutrientes, L2 estaria favorecida. Este hecho se daria, no solo por la mayor poblacion, sino porque
se ha descrito que, en inoculaciones secuenciales, al inocular S. cerevisiae tras L. thermotolerans,
las capacidades fermentativas de algunas cepas de L. thermotolerans aumentan, siendo mas

competentes (Porter et al., 2019).

Por tanto, queda demostrado que Lz2 no secreta ninguna molécula al medio que impida el
crecimiento de 7d5, aunque es posible que secrete alglin compuesto que inhiba su fermentacion.
Ademas, en presencia de Lt2, el crecimiento de 7d5 esta inhibido, posiblemente por un contacto

célula-célula o por una competencia por los nutrientes del medio.

Finalmente, cabe destacar que, a pesar de que los resultados de la O.D. muestran una biomasa
final en L¢2;7d5 superior a la biomasa de la fermentacion individual de 7d5, en la qPCR
observamos que los niveles poblacionales de 7d5 de esta fermentacién son de 3,16 x 10% cél./mL
aproximadamente. Esta poblacion no es una poblacion excesivamente alta, ya que estudios
anteriores (Lu et al., 2015; Taillandier et al., 2014) muestran que fermentaciones realizadas por
un cultivo puro de 7. delbrueckii alcanzaban poblaciones maximas de 107 y 10® células/mL. Por
ello, aunque es cierto que 7d5 en Lt2;7d5 alcanza niveles un poco mas altos de lo acostumbrado,

estos niveles son normales.

6.3 Comparacion de Td5+Lt2 y Td5;Lt2

Tras observar la influencia de Lt2 en Td3, se repite el experimento cambiando el orden de las

cepas inoculadas. Con este cambio se observa la influencia de 7d5 en L¢2.

6.3.1 Cinética de fermentacion

Se estudia la cinética de fermentacion para observar el comportamiento de 7d5 y L¢2 fermentando
secuencialmente de forma mixta o filtrando 7d5 tras 48 horas. De esta forma se observa si se

produce alguna inhibicién o mejora en la fermentacion.
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Figura 15. Variacion de la densidad de fermentaciones secuenciales mixtas (Td5+Lt2),

fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2) y fermentaciones individuales (Td5 y Lt2).

Con respecto a la densidad, se observa como en la fermentacion secuencial mixta disminuye la
densidad mas rapido que en las fermentaciones individuales, acabando esta fermentacion en el
dia 8. Esto coincide con un estudio anterior (Taillandier et al., 2014). En este estudio se observo
como la cinética de fermentacion al inocular secuencialmente 7. delbrueckii y S. cerevisiae se
aceleraba con respecto a una inoculacion pura de 7. delbrueckii. Este hecho se justifico con el
aumento de biomasa. T. delbrueckii fermenta peor que S. cerevisiae, por lo que al inocular esta
segunda al mosto, la participacion de S. cerevisiae produce la mejora en la fermentacion. Esto,
unido a que la poblacion de levaduras total aumenta, la fermentacion se acelera. Por otro lado, en
este estudio se observaba también que esta fermentacion secuencial se ralentiza con respecto a
una fermentacion pura de S. cerevisiae. Esto se explico achacando a que 7. delbrueckii consumid
parte de los nutrientes presentes en el mosto, lo que impedia un correcto crecimiento a S.
cerevisiae y, por tanto, ralentizaba la fermentacion (Taillandier et al., 2014). En nuestro caso,
tanto 7d5 como Lt2 son buenas fermentadoras y capaces de acabar la fermentacion, por lo que la
aceleracion de la fermentacion en Td5+Lz2 puede deberse a un aumento de la poblacion total de
levaduras fermentadoras en el mosto. A este hecho se le afiade que este aumento de las levaduras
presentes en el mosto es debido a la adicion de otra levadura que fermenta bien, por lo que es mas
posible que aumente la velocidad de fermentacion. Por otra parte, el consumo de nutrientes por
parte de T. delbrueckii mencionado anteriormente, explicaria la inhibicion de la fermentacion en
Td5;Lt2 tras eliminar 7d5 e inocular L¢2. Si Td5 consume los nutrientes presentes en el mosto,
Lt2 no podra crecer, por lo que la fermentacion se para, tal y como se puede observar en la Figura

15.
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6.3.2 Crecimiento poblacional

Conociendo la cinética de fermentacion y habiendo planteado las hipotesis para explicar este
comportamiento, se analiza el crecimiento poblacional de las levaduras. Con estos datos se
observara qué poblaciones son las causantes de la fermentacion y como influye 7d5 en el

crecimiento de Lz2.
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Figura 16. Variacion de la O.D. a 600nm de las fermentaciones secuenciales mixtas (Td5+Lt2),

fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2) y fermentaciones individuales (Td5 y Lt2).

Comparando la produccion de biomasa de las fermentaciones secuenciales mixtas y filtradas con
las fermentaciones individuales, se observa que, en la fermentacion secuencial mixta, la
produccion biomasa es superior. En esta fermentacion, los niveles de O.D. alcanzan niveles
superiores a los de las fermentaciones individuales. Ademas, se aprecia que, en 7d5+L¢t2, la
cinética de produccion de biomasa es similar a la cinética de produccion de biomasa de las
fermentaciones individuales hasta el dia 2. A partir de este dia, que es cuando se produce la
moculacion de Lt2, la cinética varia, habiendo una fase de ralentizacion del crecimiento en el
momento de inocular L#2. Sin embargo, el crecimiento se restablece rapidamente alcanzando

poblaciones superiores a la individual (Figura 16).

Aunque 7d5+Lt2 alcance niveles de O.D. superiores a las fermentaciones individuales, en 7d5;Lz2
se produce el caso completamente contrario. La cinética de produccion de biomasa de esta
fermentacion es igual a las fermentaciones individuales hasta el dia 2. No obstante, tras la
filtracion y la inoculacion de Lz2, los niveles de O.D. maximos alcanzados son muy inferiores los

niveles de O.D. de las fermentaciones individuales (Figura 16).
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Figura 17. Comparacion del andlisis por gPCR de fermentaciones secuenciales mixtas (Td5+Lt2),

fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2).

En los datos obtenidos por la qPCR, se observa que la poblacion de Lt2 en 7d5;Lt2 aumenta,
aunque no alcanza niveles tan altos como los de 7d5. No obstante, como se describe en Lu et al.,
2015; Taillandier et al., 2014, los niveles poblacionales de esta cepa estan dentro del rango de lo
comun, a pesar de la variacion en la producion de biomasa (Figura 17). Por otro lado, prestando
atencion a las poblaciones de las fermentaciones secuenciales mixtas, se observa que la poblacion
de 7d5 apenas aumenta, terminando por disminuir en el dia 8. Por tanto, el incremento de biomasa

observado en la Figura 16 se debe mayoritariamente al incremento de la poblacion de 7d5.

Comparando los datos de la Figura 17 con los mostrados en la Figura 16, se observa una diferencia
entre la produccion de biomasa (O.D.) y el crecimiento de las poblaciones de levadura (QPCR).
La razon de esta podria deberse a floculaciones producidas a la hora de tomar la muestra, lo que

podria producir la deteccion de una menor biomasa.

Estos datos desmienten la teoria expuesta anteriormente para dar explicacion al aumento de la
velocidad de fermentacion de 7d5+Lt2. En esta teoria se hipotetizaba sobre un aumento de la
poblacion que producia una aceleracion de la fermentacion. Sin embargo, la poblacion de Lz2
inoculada no aumenta apenas, lo que hace pensar que la fermentacion es llevada a cabo casi
exclusivamente por 7d5. Esto podria llevar a que la presencia de 7d5 produzca una sinergia con
Lt2 que se dé un aumento en la capacidad fermentativa de 7d5. También, estos datos nos llevan
a pensar que 7d5 inhibe el crecimiento de L¢2 de alguna manera. Esta inhibicion se ha observado
anteriormente en otros estudios en fermentaciones secuenciales con 7. delbrueckii y S. cerevisiae
(Liu et al., 2017; Taillandier et al., 2014). En estos estudios se observaba como la poblacion de S.
cerevisiae, tras ser inoculada 48 horas después de 7. delbrueckii, no crecia tanto como en las
fermentaciones puras. Este hecho se achacaba a la falta de nutrientes, consumidos previamente
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por T. delbrueckii. Esta explicacion podria aplicarse perfectamente a 7d5+Lt2. No obstante, el
crecimiento de L¢2 en 7d5;Lt2 nos indica que, tras 48h, al inocular Lt2 todavia hay suficientes
nutrientes como para que L¢2 pueda crecer hasta poblaciones considerables. Por ello, la inhibicion
del crecimiento de Lt2 en 7d5+Lt2 podria deberse a una inhibicion por contacto célula-célula.
Otra posibilidad es que se de una competencia por los nutrientes, en la cual 7d5 estaria favorecida

por su mayor poblacion, por lo que Lt2 no podria captar los nutrientes suficientes para crecer.

Fijando la atencion ahora a la fermentacion secuencial filtrada, como ya se ha dicho, se observa
como Lt2 crece hasta poblaciones considerables. Este hecho descarta la teoria de que la
fermentacion 7d5;Lt2 se paraba por una inhibicién del crecimiento de L#2 por una falta de
nutrientes. Por ello, se debe buscar otra explicacion a esta inhibicion. Una posible explicacion es
que 7d5 secrete un compuesto al medio que inhiba la fermentacion de L£2, aunque no su capacidad

de crecimiento.

6.4 Comparacion de Lt2+Td5y Td5+Lt2

Tras comparar las fermentaciones con un mismo orden de inoculacion y observar la diferencia de
comportamientos entre la fermentacion secuencial mixta y la fermentacion secuencial filtrada,
comparamos las fermentaciones agrupandolas por metodologia. Primero comparamos las
fermentaciones secuenciales mixtas con diferente orden de inoculacion. De esta manera

observamos la diferencia de influencia entre 7d5 sobre Lt2 y Lt2 sobre Td5.

6.4.1 Cinética de fermentacion

Inicialmente, se observan las cinéticas de fermentacion. Ya se vio que ambas fermentaciones
secuenciales mixtas acababan antes que las fermentaciones puras de 7d5 y Lz2. Sin embargo, con
este estudio se puede comparar cual de las dos acaba antes o cualquier variacion destacable entre

ambas fermentaciones.
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Figura 18. Evolucion de la densidad a lo largo de las fermentaciones secuenciales mixtas

(Td5+Lt2 y Lt2+Td5).

Como se aprecia en la Figura 18, no existe una gran diferencia entre la cinética de fermentacion
de Lt2+7d5 y la de Td5+Lt2. Ambas fermentaciones acaban antes que las fermentaciones
individuales. Esto podria dar a entender que la sinergia entre Lt2 y 7d5 que produce una mejora
en la capacidad fermentativa se da en ambos sentidos. Siendo de esta forma una caracteristica no
especifica de cepa. También podria ser que este hecho no se diera en ningtin otro caso, por lo que
seria una caracteristica especifica de estas dos cepas. Ademas, se observa que Lt2+7d5 acaba la
fermentacion después de 7d5+L¢2. Este hecho también se observa comparando ciertos estudios
anteriores, donde la fermentacion secuencial de L. thermotolerans y S. cerevisiae terminan el dia
14, mientras que la fermentacion secuencial de 7. delbrueckii y S. cerevisiae el dia 9 (Benito et
al., 2016; Taillandier et al., 2014). Esto nos indica que las fermentaciones secuenciales
comenzadas por cepas de 7. delbrueckii terminan antes que las iniciadas por cepas de L.
thermotolerans. Por tanto, la hipotética sinergia que se produce entre cepas que hace que la
fermentacion acabe antes, aunque se da tanto en 7d5+L¢2 como en Lt2+7d5, se produce de forma
equitativa. Es decir, ambas fermentaciones se aceleran, pero la fermentacion comenzada por 7d5

termina antes que la comenzada por Lz2.

6.4.2  Crecimiento poblacional

Vista la diferencia de interaccion entre cepas desde la perspectiva de la densidad, se comparan
los crecimientos poblacionales para observar estas interacciones desde la perspectiva del
crecimiento de las diversas poblaciones. De esta forma, se puede determinar si ambas cepas
inhiben el crecimiento de la misma forma o alguna lo inhibe en mayor medida. Ademas, se realiza
una comparacion del consumo de nitrogeno durante los primeros dias de la fermentacion para

correlacionar el crecimiento celular con el consumo de macronutrientes del medio.
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Figura 19. Comparacion del andlisis por qPCR de fermentaciones secuenciales mixtas

(Lt2+Td5 y Td5+Lt2)

En la Figura 19 se observa como las poblaciones de las primeras cepas inoculadas llegan a niveles
similares. Sin embargo, 7d5 tiene un mayor efecto inhibitorio en el crecimiento de L2 que L¢2
sobre 7d5. Esto produce que Lz2, cuando es inoculada en el dia 2, alcance niveles poblacionales

menores que cuando se inocula 7d5 en el dia 2.
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Tabla 2. Contenido de nitrégeno inorgdnico (NH4)y de nitrégeno en orgdnico (NH2) a lo largo de las fermentaciones

secuenciales mixtas. Se considera el dia 0 el momento antes de iniciar la fermentacion.

Nitrogeno Desviacion Desviacion
Nitrogeno organico Nitrogeno
Fermentacion Dias inorganico estandar estandar
(mg N/L) total (mg N/L)
(mgN/L)  (mgN/L) (mg N/L)

Lt2+Td5
Td5+Lt2

Este menor crecimiento de Lz2 en 7d5+Lt2 no se refleja en el consumo de nitrogeno expuesto en

la Tabla 2, ya que hay mayor concentracion de nitrogeno en la fermentacion 7d5+Lt2 que en la
fermentacion Lt2+7d5 en el dia 2. Sin embargo, cabe destacar de esta tabla, que L¢2 consume mas
nitrogeno que 7d5 durante su crecimiento, en concreto, consume mas cantidad de nitrégeno
inorganico que 7d5. Esto puede implicar que, a pesar de que el medio de 7d5+L¢2 tenga mayor
concentracion de nitrogeno, L¢2 no crezca por una falta de nutrientes. Esta falta de nutrientes se
debe a que, como hemos dicho, L#2 tiene un mayor requerimiento de nitrogeno que 7d5 durante
su crecimiento. Por ello, podria ser que la cantidad de nitrogeno total en el medio de 7d5+L¢2 en
el dia 2 no sea suficiente para que L¢2 alcance poblaciones altas. Ademas, se observa como en el
dia 3, 24 horas después de inocular la segunda cepa, no queda nitrogeno en el medio. Esto se
aprecia en estudios anteriores (Bely, Stoeckle, Masneuf-Pomaréde, & Dubourdieu, 2008;
Taillandier et al., 2014), donde en fermentaciones puras de 7. delbrueckii si que queda nitrogeno
asimilable en el medio tras acabar la fermentacion, mientras que en fermentaciones secuenciales
de T. delbrueckii 'y S. cerevisiae no queda. En estos articulos explican que S. cerevisiae consume
mas cantidad de nitrogeno que 7. delbrueckii. En las fermentaciones secuenciales, el nitrogeno

residual disminuye a 0 debido a la influencia de S. cerevisiae. La competencia por este nitrogeno
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y el mayor requerimiento de nitrogeno de S. cerevisiae produce que el crecimiento de esta sea
menor que en los cultivos puros (Bely et al., 2008; Taillandier et al., 2014). Por este mismo motivo
podria ser que la segunda cepa inoculada no crece, debido a que el nitrégeno presente en el
momento de la inoculacion sea muy bajo. Ademas, ambas cepas inoculadas compiten por el poco
nitrogeno del medio y, la primera cepa inoculada, al tener ya una mayor poblacion, consigue
absorber mas que la segunda cepa inoculada. Esta competencia se daria hasta el dia 3, que es
cuando se acaba el nitrogeno. Este hecho produciria que el poco crecimiento dado en la segunda
cepa no aumente ¢ incluso que disminuya. Esto queda reflejado en los datos de la qPCR, por lo
que es la teoria mas plausible que explica la inhibicion del crecimiento de la segunda cepa

inoculada.

Cabe destacar que esta inhibicion del crecimiento poblacional debido a la falta de nutrientes no
se da a nivel industrial. Esto es debido a que, por regla general, los kits comerciales con levadura
seca activa usados para inocular los mostos, incluyen un suplemento nutricional para aumentar la
concentracion de nutrientes. De esta forma, los nutrientes se encontraran en exceso y no se
producira competencia entre las levaduras. Para evitar completamente una inhibicion de
crecimiento, ademas de anadir suplementos nutricionales, las cepas contenidas en estos kits estan
seleccionadas de tal forma que se compenetren bien entre ellas y se produzca una fermentacion

Optima.

6.5 Comparacién de Lt2;Td5y Td5;Lt2

Tras comparar las fermentaciones secuenciales mixtas, se comparan las fermentaciones
secuenciales filtradas. Esta comparacion se realiza para observar si la inhibicion del crecimiento
se produce debido a la competencia de nutrientes, tal y como se ha descrito anteriormente.

Ademas, permitira comparar las inhibiciones de las fermentaciones producidas por L2 y por 7d5.

6.5.1 Cinética de fermentacion

En apartados anteriores se ha comentado que, en las fermentaciones secuenciales filtradas, la
fermentacion se ve retardada o, incluso, inhibida. Se comparan las cinéticas de las fermentaciones

secuenciales filtradas para observar las diferencias debido al diferente orden de inoculacion.
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Figura 20. Variacion de la densidad en el tiempo de fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2 y

Lt2;Td5).

En la Figura 20, se aprecia como, tanto Lt2;7d5 como 7d5;Lt2, presentan una ralentizacion en la
fermentacion. En ambas fermentaciones, la densidad disminuye mas lentamente que en las
fermentaciones individuales. Sin embargo, la fermentacion L¢2;7d5 consigue acabar en el dia 23,
mientras que la fermentacion 7d5;Lt2 se para y no consigue acabar. Esto nos demuestra que, en
una fermentacion secuencial donde la primera levadura es eliminada, L¢2 produce un efecto
negativo sobre 7d5 y viceversa. La influencia de 7d5 sobre L¢2 en la fermentacion es mayor que
la de Lt2 sobre 7d5, ya que Td5 impide que Lz2 acabe la fermentacion, mientras que Lz2 solo
produce la disminucién de la capacidad fermentativa de 7d5, ralentizando asi la finalizacion de
la fermentacion. Esto coincide con lo visto en el apartado anterior y en los estudios comentados
en este apartado (Benito et al., 2016; Taillandier et al., 2014). En estos casos, las fermentaciones
secuenciales comenzadas por 7. delbrueckii acaban antes que las comenzadas por L.
thermotolerans, mostrando que 7. delbrueckii fermenta mejor que L. thermotolerans. En este
caso, es 7d5 la que consigue acabar la fermentacion, mientras que L¢2 no. Anteriormente hemos
visto que esta inhibicion no se debe a una disminucion del crecimiento poblacional de las
levaduras, ya que pueden alcanzar en ambos casos poblaciones similares. Por ello, esta inhibicion
puede deberse a la secrecion de una molécula que inhiba la fermentacion. Esta secrecion aparenta
ser propia de todas las No-Saccharomyces, ya que este efecto se da tanto en Lz2 y en 7d5 como
en otras cepas de 7. delbrueckii y de L. thermotolerans. Sin embargo, observando estos datos, se
aprecia que el efecto inhibidor de la molécula secretada depende de la cepa emisora y de la cepa

receptora.
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6.5.2 Crecimiento poblacional

Se compara el crecimiento poblacional de las fermentaciones secuenciales filtradas para observar
si en ambas fermentaciones el comportamiento de las levaduras es el mismo. Ademas, se compara
el consumo de nitrégeno de los primeros dias de fermentacion para constatar el crecimiento

poblacional con el consumo de nitrégeno y observar si hay alguna correlacion.
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Figura 21. Comparacion del andlisis por gPCR de fermentaciones secuenciales filtradas (Td5;Lt2 y Lt2;Td5).

Se observa como, al igual que ocurria con las fermentaciones secuenciales mixtas, la poblacion
de la primera cepa inoculada aumenta de forma similar tanto en Lt2;7d5 como en 7d5;Lt2. Fijando
la atencion en la segunda cepa inoculada y coincidiendo con el hecho que se daba en las mixtas,

se observa que L2 Td5;Lt2 crece menos que 7d5 Lt2;Td5.
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Tabla 3. Contenido de nitrégeno inorgdnico (NH4) y de nitrégeno en orgdnico (NH2) a lo largo de las fermentaciones
secuenciales mixtas. Se considera el dia 0 el momento antes de iniciar la fermentacion.
Nitréogeno Desviacion Desviacion

o : . o > Nitrogeno >
Fermentacion Dias inorganico estandar organico (mg N/L) estandar
(mgN/L)  (mgN/L) (mg N/L)

Nitrogeno
total (mg N/L)

Lt2;Td5 -
Td5;Lt2 -

Observando la Tabla 3, se aprecia que, en esta ocasion, es 7d) la cepa que consume mas nitrogeno,

consumiendo Lz2 menos nitrogeno y, sobre todo y contradiciendo los datos de las fermentaciones
anteriores, menos nitrogeno inorganico que 7d5. Esto se da a pesar de que alcance los mismos
niveles poblacionales que la fermentacion Lz2+7d5. Por ello, se demuestra que Lz2 no siempre
tiene mayor requerimiento de nitrogeno para crecer. De la mano de este hecho, estudios anteriores
no publicados de este grupo de investigacion demostraron que el consumo de nitrogeno de Lt2 y
Td5 es similar, por lo que esta variacion se podria deber a alguna variante casual en las
condiciones del experimento. Estas variantes podrian ser variaciones en la preparacion del mosto
sintético o una mala homogenizacion del propio mosto durante las fermentaciones, entre otras.
Sin embargo, a pesar de esta variacion en el consumo de nitrogeno, en ambos casos, los niveles
de nitrégenos son muy bajos como para que una levadura crezca, ya que se ha descrito que el
requerimiento minimo de nitrégeno para el crecimiento de S. cerevisiae es de 140 mg N/L (Bell
& Henschke, 2005). No obstante, estas levaduras crecen, tal como se ha visto. Esto podria deberse
al hecho de que las levaduras inoculadas provienen de un precultivo rico en nutrientes. Durante
su crecimiento en este precultivo, estas levaduras podrian haber acumulado nitrégeno en su
interior. Este nitrogeno acumulado, junto con el poco nitrégeno restante en el medio, podria ser
suficiente para su crecimiento. A este hecho se le afiade que no existe la presencia de una segunda

cepa en el medio que cree competencia por los nutrientes del medio, como ocurria en las
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fermentaciones secuenciales mixtas, 1o que produce que la disponibilidad de nutrientes sea mayor.
Esto explica la diferencia de crecimiento entre L2 Td5;Lt2 y Td5 Lt2;Td5. Observando la Tabla
3, se observa como, en el dia 2 y 3, en el medio de L#2;7d5 queda mas nitrégeno que en el medio
Td5;Lt2, donde el nitrogeno es muy bajo. Comparando esto con los datos de la qPCR, se aprecia
que este nitrogeno de L¢2;Td5 permite a 7d5 crecer mas después del 2, mientras que la falta de

nitrogeno en 7d5;L¢2 en el dia 2 produce un crecimiento menor de L¢2 que de 7d5.

Con estos datos, podemos deducir el comportamiento de las cepas en base a los macronutrientes.
Sin embargo, el consumo de micronutrientes también afecta al crecimiento poblacional, por lo
que la diferencia de micronutrientes presentes en el mosto podria ser otra posibilidad para explicar

la diferencia de las poblaciones de Lt2;Td5 y de Td5;L¢t2.

7 Conclusiones y perspectivas de futuro

Tras los resultados obtenidos, se confirma nuestra hipotesis de que estas cepas, al igual que hacian
sobre cepas de S. cerevisiae, también son capaces de inhibirse entre ellas. Mas estudios son
necesarios para determinar si esta inhibicion se da a nivel de especie o es especifica entre estas

cepas.

Durante las fermentaciones secuenciales, se observa una sinergia entre las cepas que resulta en
una aceleracion de la fermentacion, aunque ésta es debida principalmente a la primera cepa
inoculada, ya que el crecimiento de la segunda se encuentra muy limitado. Esta falta de
crecimiento puede ser debido por la competencia por los nutrientes (macro y/o micronutrientes)
entre las dos cepas, por la secrecion de alguna molécula por parte de la primera cepa o por contacto

célula-célula

Finalmente, durante las fermentaciones secuenciales en donde la primera cepa inoculada es
eliminada antes de la inoculacion de la segunda, se produce un efecto inhibidor sobre el proceso
fermentativo, que resulta en una ralentizacion de proceso (Lz2;7d5) o incluso en una parada de
fermentacion (7d5;Lt2). Por tanto, el efecto inhibidor de 7d5 sobre Lt2 es mayor que el de Lt2
sobre 7d5. Esta inhibicion puede ser debida a la falta de alglin nutriente esencial o la sintesis por
parte de 7d5 de alguna molécula que inhiba la fermentacion de L¢2. Estos resultados contrastan
con la capacidad de crecer de la segunda cepa inoculada, en el primer caso 7d5 puede crecer,
aunque de forma mas lenta, mientras que, en el segundo caso, L#2 también puede crecer, aunque

de forma mas limitada.

Esto lleva a pensar futuras lineas de investigacion para comprender mejor el comportamiento de
estas cepas. Por un lado, se podria realizar un experimento donde se coinoculen 7d5 y Lt2 desde
el dia 0. De esta forma se observara que cepa se impone y si sigue produciéndose sinergia a la
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hora de fermentar y crecer. Otra posible futura linea de investigacion podria centrarse en el
analisis de los componentes del mosto tras la fermentacion de 48 horas de 7d5 y Lt2. Con estos
resultados, se podria observar si estas interacciones entre L¢2 y Td5 se producen por la secrecion
de algin compuesto concreto. Junto con este analisis, se podria realizar un analisis mas detallado
sobre el consumo de aminoacidos durante las fermentaciones secuenciales de 7d5 y Lz2. De esta
forma se arrojaria luz sobre si la segunda cepa inoculada no fermenta debido a la falta de algiin
aminoacido en concreto. Ademas de estas investigaciones, se podria repetir este experimento
usando otras cepas de L. thermotolerans y de T. delbrueckii, para observar si se produce las
mismas interacciones. Esto permitiria conocer si los efectos observados son especificos de cepa
o no. Por ultimo, se podria volver a realizar este experimento, pero inoculando una levadura
dentro de un saco de dialisis que se localice en el fermentador y la otra levadura fuera del saco,
en el propio fermentador. De esta forma, se podrd observar si la inhibicion del crecimiento se

produce ademas por la secrecion de alguna molécula durante la fermentacion.

8 Autoevaluacion

La microbiologia es un campo complejo para el cual se requiere experiencia a la hora de trabajar
debido a la facilidad de contaminacién y a la posible aleatoriedad de comportamiento de los
organismos vivos con los que se trabaja. Para mi, estas practicas han sido mi primera toma de
contacto con un experimento microbioldgico. Esto ha producido que, al inicio de las practicas,
encontrara ciertas dificultades para mantener la asepsia o para comprender los motivos de ciertos
comportamientos de las levaduras con las que trabajé. No obstante, a medida que avanzaba en la
investigacion, he ido adquiriendo conocimiento y soltura en este campo de la biotecnologia. Esto
se demuestra viendo la decencia que presentan los resultados expuestos en este trabajo. Las
fermentaciones presentadas en este trabajo no son las primeras que realicé, ya que, anteriormente,
realicé otras 5 fermentaciones mas. De estas 5 fermentaciones anteriores no pude obtener datos
coherentes debido a que la levadura Lz2 usada habia mutado y no crecia adecuadamente. Sin
embargo, a pesar de no obtener datos, obtuve experiencia, que me permitié realizar las

fermentaciones aqui expuestas con mayor afinacion en las técnicas utilizadas.

En general, he encontrado el campo de la microbiologia, aunque en ocasiones frustrante por no
saber dar explicacion a ciertos sucesos, muy satisfactorio, sobre todo cuando consigues obtener
respuestas coherentes. Ademas, es interesante y fascinante descubrir un mundo tan extenso

invisible a simple vista.
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10 Anexos

10.1 Anexo 1: Mosto sintético

Cantidades de reactivo del mosto sintético

Tabla 4. Componentes del mosto sintético

Reactivo Cantidad (g/L) Reactivo Cantidad
(mL/L)
Glucosa 100 Oligoelementos 1
Fructosa 100 Vitaminas 10
Acido malico 5 Factores de 1
anaerobiosis
Acido citrico 0,5 Aminoacidos 6,25
Acido tartarico 3
KH;PO, 0,75
K>SO4 0,5
MgSOs - 7TH,0 0,25
CaCl; - 2H,O0 0,16
NaCl 0,2
NH.CI 0,46
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Tabla 5. Oligoelementos y vitaminas del mosto sintético

Oligoelementos Cantidad (g/L) Vitaminas Cantidad (g/L)

MnSO; H,O 4 Mio-inositol 2
ZnS0O4 TH,O 4 Pantotenato de 0,15
calcio
CuSO4 5SH,O 1 Tiamina 0,025
KI 1 Acido 0,2
nicotinico
CoCl; 6H,O 0,4 Piridoxina 0,025
H3BO; 1 Biotina (100 0,0003
mg/L)
(NHai)s M07024 1
4H,0

Tabla 6. Aminodcidos y factores de anaerobiosis del mosto sintético

Aminoacidos Cantidad (g/L) Factores de Cantidad por
anaerobiosis cada 0,1L

Asp 4,42 Ergosterol 1,5¢g
Glu 22,96 Acido oleico 0,5 mL
Ser 7,8 Tween 80 50 mL
Gin 49,92 Etanol Hasta 100 mL
(absoluto)
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
Ile 3,25
Leu 4,81
Lys 1,69
Pro 59,93
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Protocolo de preparacion del mosto sintético:

1.

10.3

A N

9.

Pesar los componentes de la Tabla 4, excepto los oligoelementos, las vitaminas, los
factores de anaerobiosis y los aminoacidos, y agregarlos a agua destilada (menos de 200
0 300 mL del volumen final deseado).

Autoclavar.

Pasar a un vaso de precipitado y agregar los oligoelementos, las vitaminas, los factores
de anaerobiosis y los aminoacidos.

Ajustar a pH=3,3 (afiadiendo NaOH)

Enrasar con agua destilada.

Filtrar al vacio usando filtros S-Pack de poro de 0.22um (Millipore, ref:GSWG047S).

Anexo 2: Protocolo medio Difco WL Nutrient Broth (BD, ref: 247110)

Disolver 60 g del polvo en 1 L de agua purificada.

Afadir 20 g de Agar, Bacteriological American Type (Ingredient) for microbiology (ITW
Reagents, ref: 402303.1210).

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Repartir en placas de Petri.

Dejar secar las placas.

Anexo 3: Protocolo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, ref: 69104)

Resuspender el pellet en 1 mL de H,O destilada y autoclavada.

Centrifugar 5 minutos a 13.300 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender de el pellet en 700 pL de “AP1 buffer”.
Verter esta solucidén en un eppendorf con pequenas bolas de cristal.

Programar 1 minuto en la Mini-beadbeatter-24, BioSpec, Bartlesville (Estados Unidos)
y, posteriormente, incubar un 1 minuto en hielo. Repetir este paso 3 veces.
Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm.

Tomar 400 pL del sobrenadante y verter en un eppendorf nuevo.

Anadir 4 uL de “RNAsa”, invertir el eppendorf e incubar 10 minutos a 65 °C. Invertir a
los 5 minutos de la incubacidn.

Afadir 130 uL de “P3 buffer”, realizar el mix con la pipeta e incubar 5 minutos en hielo.

10. Centrifugar 5 minutos a 13.300 rpm.

11. Tomar 500 pL del sobrenadante y verter en una columna lila.

12. Centrifugar 2 minutos a 13.300 rpm.
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13. De la parte filtrada por la columna, tomar una alicuota de 450 pL en un eppendorf nuevo
y afiadir 675 pL de “AW1 buffer”. Realizar el mix con la pipeta.

14. Poner 650 pL de esta soluciéon en una columna blanca. Centrifugar 1 minuto a 8.000
rpm. Repetir este paso 2 veces quitando el liquido filtrado.

15. Retirar el liquido filtrado y afiadir a la columna 500 pL de “AW?2 buffer”. Centrifugar 2
minutos a 14.000 rpm. Repetir este paso 2 veces.

16. Colocar la columna en un eppendorf nuevo.

17. Aiadir a la columna 50 pyL “AE buffer”. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar 1 minuto a 8.000 rpm. Repetir este paso 2 veces.

18. Guardar a -20°C.

10.4 Anexo 4: gPCR

Composicion del Master Mix

Tabla 7. Composicion de reactivos del Master Mix de la gPCR

TB Green
Primer Primer
Reactivo Premix Ex Taq Rox IT | H,O Mili Q estéril
Forward Reverse
11
pL/ muestra 10 0,8 0,8 0,08 6,32
Programa
95°C 95°*C
1 min. Ss N\ 60°C

35s
40 ciclos

»

T T T TS R

Figura 22. Programa usado para llevar a cabo la qPCR.
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Rectas Patrones

e Td5
\\
30 \
s
*
25
© 20
L 2
15
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Figura 23. Recta patron usada para la cuantificacion de Td5 por gPCR.
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Figura 24. Recta patrdn usada para la cuantificacion de Lt2 por gPCR.
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