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RESUM

La soca de llevat Saccharomyces cerevisiae Penedés-29 (P29) va ser seleccionada per INCAVI
(Institut Catala de la Vinya i el Vi) als anys vuitanta a la zona viticola del Penedés. Es una soca de
llevat que actualment s’esta comercialitzant en format liquid a diferents cellers, per a
I’elaboracid de vins tranquils i vins escumosos. Tot i tenir bones caracteristiques fermentatives i
sensorials, té dos inconvenients: tendeix a produir unes mica més d’acid acetic (al voltant de
0,30-0,40 g/L) respecte altres soques, i fins al moment no s’ha pogut produir en forma de llevat
sec actiu, fet que facilitaria la seva comercialitzacié.

Un dels objectius de I’estudi ha estat I'obtencid d’un descendent de la soca P29 que presentés
una reduccié en la produccié d’acid acetic. Per a fer-ho, es van dur a terme técniques de
mutagenesi classica, utilitzant llum UV i I'agent alquilant etil metanosulfonat (EMS). Dels 82
descendents avaluats, 5 d’ells van presentar una reduccié d’entre el 25-33% de la produccid
d’acid aceétic al final de la fermentacio alcoholica respecte la soca P29 sense mutagenitzar.

El segon objectiu s’ha basat en I'estudi de la viabilitat del peu de cuba (PdC) de la soca P29
conservada al llarg de 2 mesos a -20°C i -60°C utilitzant diferents concentracions de
crioprotectors (glicerol, llet desnatada en pols, acid ascorbic i el producte comercial Gomasol
SEDA: goma arabiga, manoproteines i acid ascorbic) per intentar evitar danys cel-lulars. El
crioprotector que mantenia una major viabilitat al llarg del temps a -20°C va ser el glicerol al 7,5
i 10%. D’altra banda, es va avaluar I'efecte de la temperatura de congelacié a -60°C, on la
viabilitat del PdC conservat sense crioprotector va ser major que la viabilitat obtinguda a -20°C.
Finalment, a I'addicionar glicerol a -60°C es va observar que la viabilitat del PdC es conservava
practicament al 100% durant els dos mesos de conservacié en totes les concentracions del
crioprotector avaluades (2.5, 5, 7.5, i 10 %).

ABSTRACT

The wine yeast Saccharomyces cerevisiae, strain Penedes-29 (P29), was selected by INCAVI
(Catalan Wine Institute) in the 1980s in the Penedés wine region. P29 is currently
commercialized in a liquid format to different wineries for the production of wines and sparkling
wines. Despite having good fermentation and sensory characteristics, it has two disadvantages,
it tends to produce a few tenths of acetic acid (around 0,30-0,40 g/L), and it has not been
possible to produce P29 strain as an active dry wine yeast, making easier its commercialization.

One of the aims of this study was to obtain a descendant of the P29 strain that presented a
reduction in the production of acetic acid. Classical mutagenic techniques were performed,
using UV light and the alkylating agent ethyl methanesulfonate (EMS). Of the 82 descendants
evaluated, only five showed significant reduction of the acetic acid production (25-33%) at the
end of the alcoholic fermentation in comparison with the untreated P29 stain.

The second objective was the study of the viability of the “pied de cuve” (PdC) of the P29 strain.
The PdC was preserved over two months at -20°C and -60°C using different amounts of
cryoprotectants (glycerol, skimmed milk powder, ascorbic acid and Gomasol SEDA: gum arabic,
manoproteins and ascorbic acid) to prevent cell damage. The cryoprotectant that showed a
higher viability over the time at -20 °C was the glycerol at 7,5 and 10%. On the other hand, we
evaluated the effect of using -60 °C as freezing temperature. This lower temperature exhibited
a better preservation of the PdC, even without addition of any cryoprotectant respect to the
viability obtained at -20°C. Finally, the use of glycerol in combination with -60°C as conservation
temperature, showed a viability of the PdC of nearly 100% after two months.



1. INTRODUCCIO

En la fermentacié alcoholica el procés principal és la transformacio de sucres a etanol gracies a
I'accié dels llevats. La fermentacié del most es pot donar de manera espontania, ja que la
superficie dels raims, d’on s’obté el most, esta poblada de llevats i altres microorganismes
endémics. Aquestes fermentacions espontanies sén de gran interés, ja que aporten
caracteristiques organoléeptiques tipiques de la zona als vins, tot i que aquestes poden donar
resultats molt heterogenis i impredictibles, en alguns casos poden donar lloc a llargues
fermentacions, gustos i aromes desagradables perque no es té control de quines poblacions de
microorganismes hi actuen. En les darreres decades, la tendéncia ha estat realitzar
fermentacions inoculant cultius purs de llevats comercials, principalment soques de
Saccharomyces cerevisiae, els quals s’han aillat de diferents zones viticoles i provats per tal de
seleccionar aquells amb un interes enologic afegit (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

1.1. SACCHAROMYCES CEREVISIAE PENEDES-29

La soca vinica Saccharomyces cerevisiae Penedes-29 (P29) (Figura 1) va ser seleccionada per
INCAVI als anys vuitanta a la zona viticola del Penedeés. Va mostrar unes caracteristiques que la
feien idonia per obtenir un producte final de qualitat, permetent elaborar tant vins tranquils
com escumosos amb un segell de territori. Actualment, INCAVI distribueix a diferents cellers de
la zona peus de cuba (PdC) en format liquid de la soca P29 com a cultiu iniciador tant per a la
primera fermentacié com per a la segona fermentacié en ampolla (escumés). L’any 2020, INCAVI
va presentar al sector una fitxa on es recull la informacié basica d’aquesta soca, detallant les
seves aplicacions habituals, caracteristiques morfologiques i microbiologiques, propietats
enologiques, condicions de conservacié i finalment un exemple orientatiu d’increment de volum
i adaptacio al medi alcoholic del PdC (Annex 1).

Figura 1 Saccharomyces cerevisiae Penedes-29 observada al microscopi

La soca P29 té molt bones aptituds fermentatives i aporta caracteristiques organoléeptiques
desitjables als vins finals obtinguts. Ara bé, presenta dos inconvenients:

Per una banda, aquesta soca vinica tendeix a produir una mica més d’acid acetic (0,30-0,40 g/L)
en comparacié amb altres soques de S. cerevisiae comercials. A INCAVI, amb la finalitat de
millorar aquesta desviacié enologica no desitjada, es van iniciar estudis on s’exposava la soca
P29 a un procés d’evolucid dirigida, per tal d’obtenir una descendent d’aquesta soca, que
presentés una reduccié en la produccid d’acid acetic.

Per altra banda, no es pot deshidratar, és a dir, no es pot conservar en forma de llevat sec actiu
(LSA), la qual cosa impedeix una comercialitzacio rapida i comoda, i per aquesta rad actualment
es distribueix als diferents cellers en format de PdC en liquid. Al llarg dels anys s’han fet diversos
estudis per determinar les millors condicions per deshidratar les cel-lules d’aquesta soca i evitar
una baixa viabilitat després del procés d’assecat utilitzant diversos compostos referenciats com
a potenciadors de la tolerancia a I'estres per deshidratacid, pero sense éxit.



Fins al moment, cap dels estudis esmentats no havien pogut resoldre aquests dos inconvenients.
Per tant, durant aquest treball s’han realitzat noves proves i metodologies per tal de poder
disminuir la seva produccié d’acidesa volatil i conservar en el temps el PdC de la soca de llevat
P29 en condicions optimes.

1.2. ACIDESA VOLATIL EN ELS VINS

Durant la fermentacié del most de raim a vi, els llevats produeixen una gran quantitat de
metabolits secundaris que afecten les propietats organoléptiques del producte final. L’acid
acetic és un d’ells, i és el principal compost implicat en I’acidesa volatil, que la conformen tots
els acids de la série acética presents en els vins, en les seves formes Iliures o combinades en
forma de sal (OIV 2009). L'acidesa volatil dels vins ha de ser baixa perqué a elevades
concentracions el seu descriptor aromatic és I'olor de vinagre i aporta un gust agre, que és
considerat com un defecte del vi. El llindar de percepcid de I’acid acétic varia segons la varietat
de raim i el tipus de vi. A una concentracié de 0,9 g/L ja produeix una lleugera sensacio a picat
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). D’acord amb I’actual legislacié, I’acidesa volatil maxima permesa
en els vins blancs és d’1,08 g/Li 1,20 g/L pels negres; en alguns tipus de vins com els “icewines”
i vins botrititzats es permet arribar a concentracions de fins a 2,01 g/L d’acid acétic (OIV 2021).

L'acid acetic es pot formar des de I'inici del procés de vinificacié (raim) fins en el producte final
(vi embotellat), ja sigui a conseqgiiéncia del metabolisme dels bacteris o llevats (Taula 1). Si ens
centrem en el cas dels llevats, I'acid acétic es pot formar com a subproducte de la fermentacié
alcoholica per S. cerevisiae. Diferents estudis sobre la produccié d’acid acétic per S. cerevisiae
en condicions de vinificacié, mostren que aquest acid pot apareixer principalment al principi de
la fermentacio alcoholica (Alexandre et al., 1994). La produccié d’acid acétic pot dependre de
diferents factors, principalment de: la soca de S. cerevisiae utilitzada (Torrens et al., 2008), la
composicié quimica del most, com el contingut en nitrogen, vitamines, concentracié inicial de
sucre (Radler, 1993) i les condicions de fermentacié com la temperatura a la quée es desenvolupa
el procés (Beltran et al., 2008). Els llevats vinics també produeixen acid acetic per tal de regular
I’equilibri redox com a resposta a I'estres hiperosmotic causat per les elevades concentracions
de sucre en els mostos, especialment en aquells amb un grau Brix superior a 35°
(Erasmus et al., 2004).

El metabolisme de I’acid acetic en els llevats és complex. Durant la fermentacié alcoholica, I'acid
acétic és produit com a producte intermedi de la via citosolica de la piruvat deshidrogenasa
(PDH). Aquesta via involucra la conversié del piruvat a acetaldehid mitjangant I’enzim piruvat
descarboxilasa. Posteriorment, I'enzim aldehid deshidrogenasa (ALDH) oxida I’acetaldehid a
acetat. A més, aquest acetat pot ser convertit en acetil-CoA mitjangant I'enzim acetil-CoA
sintetasa (AACo0AS) (Figura 2 basada en Vilela-Moura et al. 2010). Per tant, la produccié de I'acid
acetic durant la fermentacio depéen de I'equilibri entre I'activitat de I'enzim ALDH i el AACoAS.
Per tant, els llevats amb una menor activitat enzimatica de ALDH i una elevada activitat del
AACOAS, seran els que produiran una menor concentracio d’acid acetic (Verduyn et al., 1990).



Taula 1 Origen microbia de I'acid acetic
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Figura 2 Reaccions i enzims principals implicats en el metabolisme de I'acid acétic en els llevats

1.3. MUTAGENESI DE MICROORGANISMES

La mutagénesi fa referéncia a la induccié de canvis heretables (mutacions) en el material genétic
(DNA) d’un organisme. Les mutacions son causades per variacions en el genotip i es poden
detectar per canvis en el fenotip (en el nostre cas, reduccié en la produccié d’acid acetic) de
I’organisme (mutant). Les mutacions poden produir-se de forma espontania a la natura o poden
ser induides per diferents agents mutagénics com radiacions (llum ultraviolada) o agents quimics
(per ex. etil metanosulfonat) o mitjancant tecniques d’enginyeria genética, pero en aquest ultim
cas, els organismes es consideren organismes genéticament modificats (OGM) (Piihler, 1993).

Avui dia la legislacié europea no permet I'Us de OGM, per la qual cosa, no es poden utilitzar
llevats OGM per a l'elaboracié de vi, sent necessaria la cerca d’altres metodologies per
aconseguir modificacions genetiques en els llevats. Una d’elles pot ser induir en els llevats
mutacions espontanies mitjancant la mutagenesi classica, i posteriorment seleccionar aquells
llevats que han aconseguit les mutacions o caracteristiques fenotipiques desitjades.

Metodes de mutagenesi classica en llevats:

e Llum ultraviolada

La llum UV que engloba les longituds d’ona entre 220-300 nm, afecta el DNA formant
dimers de pirimidines (Citosina i Timina) de forma aleatoria. Quan hi ha dues pirimidines
successives en la mateixa helix del DNA, la llum UV provoca la formacié de ponts
d’hidrogen entre elles creant un plec en la cadena fet que implica la desunid de les dues
cadenes que formen la doble hélix (Figura 3). Els dimers que es generen amb més
freqliéncia sén els de timines (Plhler, 1993).
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Figura 3 Formacio de dimers de Timines en el DNA per I'accié de la radiacio UV

Etil metanosulfonat

L’etil metanosulfonat (EMS) és un agent quimic alquilant altament mutagénic (Figura 4),
el qual afegeix radicals d’etil de forma aleatoria a les bases nitrogenades Adenina,
Timina, Citosina i Guanina, les quals formen ponts d’hidrogen entre elles donant lloc a
la doble helix de DNA. Els radicals d’etil reaccionen amb més freqiiencia amb la base

nitrogenada Guanina.

H3C\ ’I()

o ©

Figura 4 Estructura quimica del etil metanosulfonat
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La Citosina forma unions amb la Guanina mitjancant tres ponts d’hidrogen. En aplicar el
tractament amb I'EMS la Guanina és alquilada pel grup etil formant la molécula
O-6-Etilguanina (Figura 5). A conseqliéncia d’aquesta modificacié quimica, la Guanina
pot formar ponts d’hidrogen amb la Timina. Després de la replicacié del DNA, té lloc la
substitucid de parells de bases. La combinacié inicial de Citosina-Guanina és convertida
en un parell de Timina-Adenina (Figura 6). Aquests canvis de parells de bases poden
provocar una modificacié o un error en la transcripcié dels gens, els quals al ser transcrits
no poden generar la proteina o enzim que codificaven, provocant una alteracio en el
funcionament cel-lular de I'organisme. A més a més, I'EMS pot generar mutacions
puntuals i polimorfismes d’un sol nucleotid en els genomes (Pihler, 1993).

EMS

HsC-H,C 0O

Citosina Guanina 0-6-Etilguanina

Figura 5 Efecte del EMS en la base nitrogenada Guanina formant O-6-Etilguanina
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Figura 6 A) Formacio de dos ponts d’hidrogen entre la Tiamina i la O-6-Etilguanina. B) Replicacio del DNA.
C) Substitucio de O-6-Etilguanina per una Adenina

1.4. TECNIQUES DE CONSERVACIO DE MICROORGANISMES

En I'actualitat les caracteristiques metaboliques de diferents microorganismes sén explotades
en diferents sectors tant de salut, medi ambient, industries alimentaries i agricoles entre d’altres
(Beach et al., 2002). Per tant és necessari tenir les diferents col-leccions de microorganismes ben
conservades per ser utilitzades a posteriori garantint aixi, la seva disponibilitat (Day et al., 1999).
Quan es duu a terme la conservacié d’'un microorganisme s’han d'aconseguir tres objectius
(Juarros et al., 2000):

1. Que el cultiu conservat sigui pur, evitant que es produeixin contaminacions durant el
procés de conservacio.

2. Que durant el temps de conservacioé sobrevisquin almenys el 70-80% de les cél-lules.

3. Que les cél-lules conservades siguin geneticament estables en el temps.

S’han descrit diversos metodes de conservacié de microorganismes, amb els quals es vol
mantenir el cultiu viable i amb un minim de canvis en el seu genoma, és a dir, que siguin
geneticament iguals al cultiu original. La majoria de metodes de preservacié aconsegueixen
reduir el ritme metabolic dels microorganismes per retencié de nutrients, aigua i oxigen; per
reduccié de la temperatura de conservacio; o per la combinacié d’ambdues (Doyle et al., 1999).

Els métodes de conservacid per microorganismes s’agrupen en tres grans grups diferents
depenent del temps de conservacid i les caracteristiques fisiologiques de la soca a conservar:
meétodes a llarg o curt termini i metodes alternatius (Arencibia et al., 2008). Ens centrarem en
els métodes a llarg termini que son la liofilitzacid i la congelacid, i en el cas dels llevats també la
deshidratacié. Aquests metodes garanteixen al maxim I'estabilitat genética en evitar la
reproduccio dels microorganismes que es volen conservar.

e Conservacio per deshidratacio (LSA)

Els llevats secs actius (LSA) son normalment els més utilitzats en el mén del vi com a
iniciadors de fermentacio, ja que, asseguren la puresa i I'estabilitat genetica de la soca
a temperatura ambient i redueixen costos de transport i emmagatzematge.

En el procés de produccio dels LSA mitjangant la deshidratacié de les cél-lules, els llevats
son préviament seleccionats de diferents regions viticoles del mén en base d’una serie
de caracteristiques enologiques desitjades (Martini, 1993):



1. Capacitat per realitzar fermentacions vigoroses.

2. Fermentar tots els sucres presents en el most.

3. Bonatolerancia a I’etanol.

4. Tolerancia als nivells usuals de SO, utilitzats durant el procés de
vinificacid.

5. No produccio d’aromes desagradables.

6. Baixa produccié d’acidesa volatil.

7. Tolerancia a les temperatures usuals de fermentacié.

8. Baixa produccié d’escuma.

9. Capacitat de floculacid.

A part d’aquests requisits i d’altres, és necessari que el llevat tingui una bona eficiéncia
a I'hora de produir biomassa en condicions d’aerobiosis i sobreviure a llargs periodes
d’emmagatzematge (Pretorius, 2000).

Un cop el llevat és seleccionat, normalment es fan assajos per produir-lo en forma de
LSA. En aquest procés, primer es fan créixer les cél-lules en volums petits per generar un
precultiu el qual és reinoculat al cap de 24-48 hores a un bioreactor de major volum en
condicions de fed-batch. Aquestes condicions sén Optimes per a la produccié de
biomassa, on el medi de cultiu conté elevades concentracions de nutrients, pero baixes
de glucosa, la qual és addicionada de forma constant en el medi. Paral-lelament
s’'insuflen altes concentracions d’oxigen, per provocar l'activacié del metabolisme
respiratori del llevat aconseguint una elevada produccié de biomassa i una baixa o nul-la
produccié d’etanol (Bauer and Pretorius, 2000). Un cop obtinguda la biomassa desitjada,
entre 2x10¥° cél-lules/ml, les cél-lules de llevat sén concentrades mitjancant la
centrifugacio, rentades i assecades. Durant el procés d’assecat es produeix una reduccio
del contingut d’aigua del 70 al 8% (Dupont et al., 2014).

Durant el procés de rentat i assecat, les cél-lules es troben sotmeses a elevats nivells
d’estres, per la qual cosa és necessari I'Us de trehalosa, proteines de resposta a I'estrés
i constituents especifics de membrana per minimitzar els danys cel-lulars (Van Dijck et
al., 1995, Sales et al., 2000).

Un cop finalitzada la dessecacio, els llevats sén empaquetats al buit per poder-se
comercialitzar com a LSA als diferents cellers. Les cel-lules com a LSA poden romandre
viables llargs periodes de temps, ja que no son metabolicament actives.

Conservacio per liofilitzacio

La liofilitzacié consisteix en I’eliminacié de l'aigua d’una substancia congelada per
sublimacid del gel al buit. Aquest procés consta de tres etapes les quals es realitzen en
liofilitzadors (Rudge, 1998):

1. Precongelacié del producte.
2. Assecat primari amb el qual s’elimina la major part de I'aigua per sublimacié.
3. Assecat secundari amb el qual s’acaba d’extreure I'aigua encara present en el

cultiu.



Les cél-lules no poden créixer a causa de la manca d’aigua en el medi en qué es troben.
A més, per protegir les cél-lules dels processos de congelacid i assecat és necessari que
les cel-lules estiguin en un medi de preservacié un cop acabat el procés de liofilitzacié.
Normalment, el medi de preservacid conté alts nivells de sérum, proteines, aminoacids,
carbohidrats o llet descremada i crioprotectors (Onions, 1998).

Tenir exit en el procés de liofilitzacié per conservar microorganismes en el temps,
dependra de les caracteristiques fisicoquimiques del medi de suspensio, del tipus de
microorganisme, de I'estat fisiologic i condicions del cultiu, i de la concentracié de
microorganismes, entre d’altres (Snell, 1997).

Aquest metode és un dels més eficagos per a la conservacié de molts microorganismes
i el més convenient per a la produccié i distribucié massiva de cultius, com és el cas de
molts cultius de bacteris lactics en el sector vinic. Tot i aix0, el procés és complex i car,
jaque és necessari disposar d’un sistema de buit que no tots els laboratoris en disposen.

Conservacio per congelacié

Les cel-lules que es volen conservar es congelen en suspensié en un liquid, juntament
amb un agent crioprotector i es guarden a temperatures inferiors a zero graus
centigrads, fent que I'aigua es congeli. Com que les cel-lules no disposen d’aigua liquida
no poden desenvolupar-se i reproduir-se. Si es volen recuperar les cél-lules, només cal
augmentar la temperatura per tal que l'aigua es descongeli (Gherna, 1998). La
congelacio té I'inconvenient de requerir I’'equipament necessari per dur-la a terme, a
més a més, hi ha el perill de que es produeixi alguna variacid en el sistema electrici la
temperatura d’emmagatzematge augmenti.

Factors que afecten la viabilitat i estabilitat de les cel-lules conservades per congelacio:

o Edatde les cél-lules. Es convenient utilitzar cél-lules que hagin entrat en la fase
estacionaria de la corba de creixement, ja que en aquest estadi, tenen una major
resisténcia a condicions adverses (Hawksworth et al., 1997).

o Velocitat de congelacio i descongelacié. Disminuir el temps de congelacié com
el de descongelacid, ja que aquestes dues accions generen estrés a les cél-lules
provocant danys fisiologics. El dany cel-lular causat durant la congelacidé és
degut a la formacié de cristalls de gel i a la deshidratacié de les cél-lules.
L'impacte del dany dependra de la velocitat de congelacié de la mostra i de si
predomina la formacié de cristalls de gel intracel-lulars o extracel-lulars
(Dumont et al., 2004). Per una banda, a velocitats lentes de congelacié els
cristalls de gel extracel-lulars es formen més rapidament i sén majoritaris,
I'aigua de l'interior de les cél-lules es transporta cap a I’exterior, produint-se
d’aquesta manera danys cel-lulars per deshidratacié intracel-lular. Per altra
banda, a velocitats rapides, la congelacié de I'aigua intracel-lular es produeix
més rapidament i els cristalls de gel intracel-lulars sén els principals
responsables de la major part del dany cel-lular (Bayliak et al., 2018).



Durant el procés de descongelacié es genera estres per la formacio d’espéecies
reactives de I'oxigen (ROS). Es convenient realitzar la descongelacié a 37°C
(Arencibia et al., 2008).

o Temperatura d’emmagatzematge. Les temperatures més baixes afavoreixen la
viabilitat i I’estabilitat genética (Nakase, 1996). Per congelar les cél-lules es pot
utilitzar nitrogen liquid que té una temperatura de -195°C o congeladors que
puguin arribar a temperatures de -70°C (Hawksworth, 1997). En utilitzar
congeladors, s’"han de preparar lots de diversos tubs per cada microorganisme i
utilitzar un tub per a cada ocasid, per evitar que les cel-lules es congelin i
descongelin diverses vegades.

o Agents crioprotectors. Protegeixen les cel-lules del dany que poden patir durant
el procés de congelacid. Existeixen molts compostos que es poden utilitzar com
a crioprotectors, pero el més utilitzat és el glicerol. També tenen un efecte
crioprotector el dimetilsulfoxid, la llet descremada i diferents carbohidrats com
la glucosa, la lactosa, la sacarosa, inositol, la trehalosa, entre d’altres (Malik,
1996; Hubalek, 2003) .

2. OBIJECTIUS

L'objectiu d’aquest estudi és obtenir un descendent de la soca de Saccharomyces cerevisiae P29
que presenti una reducciod en la produccié d’acid acétic i poder conservar en el temps el peu de
cuba d’aquesta soca. Els objectius especifics sén:

e  Obtenir una variant de la P29 que produeixi una menor concentracié d’acidesa volatil
mitjancant técniques classiques de mutagénesis tant fisiques (UV) com quimiques
(EMS).

e Conservar de forma estable en el temps el peu de cuba de la soca vinica P29, sense que
la viabilitat i la seva puresa es vegi compromesa, mitjancant |'Us de diferents
crioprotectors durant el procés de congelacid.
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3. MATERIALS | METODES

En aquest estudi es van dur a terme dues linies de treball per tal d’assolir els objectius establerts
anteriorment.

3.1. REDUCCIO DE L’ACIDESA VOLATIL
Soca de llevat i medis

El llevat utilitzat per fer I’estudi va ser la soca de S. cerevisiae Penedes-29 aillada per INCAVI. En
totes les experiencies la soca de llevat es va fer créixer en 100 ml de most blanc pasteuritzat de
la varietat macabeu (2 Brix = 16,4; acidesa total (AT) = 4,8 g/L; pH = 3,12, grau alcoholic probable
(GAP) =9,6 % v/v, nitrogen facilment assimilable (NFA) = 110 mg/L) a temperatura ambient i en
agitacié constant (100 rpm) durant dos dies fins a la fase estacionaria de creixement.

Per arealitzar la seleccid dels llevats que presentessin una reduccio de la produccié d’acid acétic,
es va utilitzar medi minim suplementat amb carbonat calcic (50 g/L glucosa, 5 g/L extracte de
llevat, 18 g/L agar i 5 g/L carbonat calcic). El creixement dels mutants es va fer en anaerobiosis
mitjancant el sistema GasPak (BD, Nova Jersey, USA) (Figura 7) a 28°C durant almenys sis dies,
per tal que els acids produits pels llevats reaccionessin amb el carbonat calcic present en el medi,
fent-lo precipitar donant lloc a la formacié d’un halo al voltant de les colonies.

Figura 7 Plaques de medi minim suplementades amb carbonat calcic dins de les gerres d’anaerobiosi
Mutagéenesi amb llum UV i EMS i aillament dels mutants

Per a fer I'analisi del ratio de supervivéncia de la soca P29 a la_ mutagénesi amb UV, es van

realitzar dilucions seriades amb tampd Ringer (Scharlab, Barcelona, Espanya) d’un cultiu en fase
estacionaria de la soca P29. Es va sembrar la dilucié (-5) en diverses plaques de medi minim
suplementat amb carbonat calcic. Les plaques es van col-locar sota la llum UV de la cambra de
flux laminar Telstar Mini H (Telstar, Barcelona, Espanya) a una distanciade 31 cmi esvan irradiar
en diversos periodes de temps: O (control), 5, 10, 12, 15, 20, 22, 25, 30 i 60 segons. Després de
la irradiacio, les plaques es van incubar a 28°C durant un minim de 6 dies en anaerobiosis.
Finalment, es van recomptar les colonies per determinar el ratio de supervivéncia del llevat
després de la irradiacié amb la llum UV respecte al cultiu control sense irradiar, seguint el
protocol descrit per Hashimoto et al. (2004).
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Per a I'analisi del ratio de supervivencia mitjan¢ant la mutagenesi amb EMS (seguint el protocol

descrit per Cordente et al. (2009)), es va determinar la poblacio (cél-lules/ml) del cultiu crescut
en el most blanc pasteuritzat i es van rentar les cel-lules dues vegades amb tampé fosfat sodic
50 mM (pH 7). Després, les cél-lules es van resuspendre en 1 ml del mateix tampd. A les
suspensions se’ls hi van addicionar diferents concentracions (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 i 8%) d’EMS
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) i es van deixar incubar a 30°C durant 30 minuts en agitacio
constant. Per aturar la mutagenesi es va addicionar la mateixa concentracié (1, 2, 3,4,5,6, 7 i
8%) de tiosulfat sodic (Panreac AppliChem, Barcelona, Espanya) al 10% en cadascun dels tubs.
Després les cel-lules es van rentar dues vegades amb aigua, es van fer dilucions amb tampd
Ringer i es va sembrar les dilucions (-3, -4, -5, -6 i -7) en les plaques de medi minim suplementat
amb carbonat calcic en les mateixes condicions que la mutagénesi amb llum UV.

Finalment, es van seleccionar aquelles colonies de llevats que van presentar una reduccio
qualitativa de I’halo generat en la placa en comparacié les cel-lules sense mutagenitzar,
diferenciant-les segons la morfologia de les colonies i el temps d’irradiacio de la llum UV o la
concentracié d’EMS emprada.

Caracteritzaciéo moleculars dels aillats (RFLP-mtDNA i PCR dels elements delta)

Es van caracteritzar molecularment els aillats seleccionats mitjangant I’estudi del polimorfisme
de longitud dels fragments de restriccid del DNA mitocondrial (RFLP-mtDNA) (Guillamoén et al.,
1994) i 'amplificacié dels elements Delta (Legras et al., 2003) (Veure Annex 2 i 3). D’aquesta
manera es va comprovar quins aillats presentaven el mateix perfil molecular que la soca P29
d’origen, descartant aquells que presentessin perfils diferents.

Screening dels aillats

Un cop seleccionats els aillats que qualitativament presentaven menor formacié d’halo en el
medi minim i que presentaven el mateix perfil molecular que la soca P29, es va procedir a fer un
primer “screening” per determinar la produccié d’acid acetic i la seva capacitat de consumir de
sucres en condicions de creixement en most. L’assaig de cada mutant es va realitzar en un unic
erlenmeyer amb 100 ml de most blanc pasteuritzat, en agitacié (100 rpm) i a temperatura
ambient durant set dies o fins al consum total de sucres, inoculat una poblacié inicial d’1 x 10°
cell/ml.

Es va fer un seguiment de la produccié d’acid acetic i del consum de sucres (glucosa + fructosa)
al llarg de la fermentacié per métodes enzimatics. Mitjangant I'equip Miura 200 (I.S.E Srl,
Guidonia Montecelio, Italia) es va fer la determinacié de I’acid acetic (TDI, Barcelona, Espanya) i
la concentracid de sucres (glucosa + fructosa) (GAB, Barcelona, Espanya) restants en el most. Els
controls es van fer de forma periodica fins que la soca P29 control, és a dir, sense mutagenitzar,
va arribar a una concentracié inferior a 0,1 g/L de sucre.

Es van seleccionar tots aquells aillats que van esgotar tots els sucres presents en el most en el
mateix temps que la soca P29 control. Tots aquells que no van arribar a consumir la totalitat dels
sucres presents en el most van ser descartats. També es van descartar aquells aillats que van
tenir una produccié d’acid acétic superior a la produida per la soca P29 control.
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Microvinificacions

Per avaluar la capacitat fermentativa i la produccié d’acid acetic dels aillats finalment
seleccionats, es van realitzar microvinificacions en 250 ml de most per triplicat. Es va utilitzar
most blanc pasteuritzat, el qual va ser suplementat amb sucre fins a una concentracié de 200
g/L, una font de nitrogen (Nutrient Vit Nature a 4 g/HI, Lallemand, Montreal, Canada) i
metabisulfit a una concentracié de 30 mg/L de SO, teorics. La composicié quimica del most un
cop suplementat es mostra a la Taula 2.

Taula 2 Analisi del most blanc pasteuritzat de la varietat macabeu suplementat

. Ac. Ac. Ac. SO,
Sucres Densitat Grau GAP oH AT malic lactic acetic NFA Total
L L Brix % v/v L mg/L
(/L) (/L) (% v/v) (/L) ) (/L) (mg/L) (mg/L)
194,2 1082,8 19,5 11,5 3,1 4,8 1,3 0,04 0,03 120 44

Cada fermentador va ser inoculat a una poblacié inicial de 3 x 108 cell/ml utilitzant com a inocul
un precultiu de cada un dels aillats a avaluar. Les fermentacions es van realitzar a una
temperatura constant de 20°C.

El seguiment de les fermentacions es va dur a terme per péerdua de pes dels fermentadors. Un
cop es va detectar una relentitzacié en la pérdua de pes, es va procedir a determinar la
concentracié de sucres mitjancant I'equip enzimatic Miura. La fermentacié es va donar per
finalitzada quan la concentracié de sucres va ser inferior a 2 g/L. Durant el transcurs de les
fermentacions també es va determinar la produccié d’acid acetic de cadascun dels aillats,
utilitzant el mateix equip.

Un cop acabades les fermentacions, es va fer I’analisi dels parametres fisicoquimics basics dels
vins obtinguts, determinant: grau alcoholic (% v/v) mitjancant I'equip WineScan (Foss Iberia S.A.,
Barcelona, Espanya), els sucres residuals (g/L), acid acétic (g/L), acid malic (g/L) i acid lactic (g/L)
utilitzant I'equip Miura i pel que fa a I'acidesa total (g/L) i el pH es van determinar amb I'equip
CRISON Compact Titrator (Crison instruments S.A., Barcelona, Espanya).

Finalment, es va sembrar una estria en agar-Sabouraud dels llevats presents a final de FAL en
cadascun dels fermentadors per tal de comprovar el seu perfil molecular i poder conservar-los
amb criovials a -60°C.

Analisi estadistic

Els resultats obtinguts de les analisis fisicoquimiques de les microvinificacions van ser tractats
estadisticament per avaluar si entre ells eren estadisticament semblants o no. Per a fer-ho es va
dur a terme una analisis T-test amb una p=0,05.
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3.2. CONSERVACIO PEU DE CUBA S. CEREVISIAE P29
Preparacio del peu de cuba

Per tal d’obtenir el PdC de la soca de llevat P29 per ser posteriorment conservat al llarg del
temps, es va inocular most blanc pasteuritzat (densitat inicial 1067 g/L) amb cultiu fresc de la
soca P29 pura. Es va mantenir en agitacié durant tres dies fins a aconseguir una densitat al
voltant de 1025-1030 g/L. Després, el PdC es va repartir en tubs falcons de 45 ml i es van
concentrar les cél-lules fins a 1/3 del volum inicial (15 ml) mitjangant centrifugacié durant 5
minuts a 12000 rpm. A cadascun dels tubs se’ls hi va addicionar la concentracié determinada de
cada crioprotector avaluat: glicerol (Panreac AppliChem, Barcelona, Espanya), acid ascorbic
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), llet desnatada en pols (Nestle Sveltesse, Vevey, Suissa) i Gomasol
SEDA, compost per goma arabiga, manoproteines i acid ascorbic (Agrovin, Vilafranca del
Penedeés, Espanya) (Taula 3); i es van homogeneitzar amb el vortex. Finalment, es va aliquotar 1
ml de cada tub falcon en microvials de 2 ml per ser congelats a -20°Ci -60°C.

Taula 3 Descripcio dels crioprotectors avaluats i les concentracions provades independentment

CRIOPROTECTORS
Glicerol Llet desnatada en pols Goma Sol SEDA Glicerol + Acid ascorbic
0% + 0g/L
0% 0% 0 L/HI
0% + 2,5 g/L
(%]
s 2,5% 5% %5l
o 100 ml/HI 5% + 2,5 g/L
<<
E 57 7 5% 5% + 5g/L
] 7,5% + 2,5 g/L
S 300 ml/HI -
S 7,5% 10% ol
10% + 2,5 g/L
300 ml/HI + 10% llet
10% 12% 10% + 5 g/L

Seguiment de la viabilitat en el temps

La viabilitat cel-lular del PdC de la soca P29 es va avaluar durant dos mesos de conservacio a
-20°Ci-60°C per duplicat, mitjancant el recompte d’unitats formadores de colonies per mil-lilitre
(ufc/ml) en medi de cultiu agar Sabouraud (Scharlab, Barcelona, Espanya).

Concretament, es va determinar la viabilitat abans de congelar i un cop transcorregudes una,
dues, quatre, sis i vuit setmanes de conservacid. En cada punt de mostreig, es van descongelar
les mostres a 37°C, es van realitzar dilucions seriades amb tampd Ringer i es van sembrar en
agar Sabouraud les dilucions per a obtenir un creixement d’entre 30 - 300 ufc/placa.

Finalment, es va determinar la puresa del PdC mitjancant la tecnica molecular d’amplificacio
dels Elements Delta (8). L'amplificacio es va dur a terme directament de 8 colonies escollides a
I’atzar (Legras et al., 2003) (Veure Annex 2).
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4. RESULTATS I DISCUSIO

4.1. REDUCCIO DE L’ACIDESA VOLATIL
Mutagenesi classica per irradiacié de llum UV i aillament dels mutants

Al sotmetre la soca de llevat S. cerevisiae P29 a la mutagénesi per irradiacié de llum UV durant
diferents temps d’exposicié (0 - 60 segons), es va determinar el seu ratio de supervivencia
(Figura 8).
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Figura 8 Ratio de supervivéncia de la soca P29 a diferents temps d’exposicié a la llum UV

Mitjangant el recompte de colonies viables en placa, de medi minim suplementades amb
carbonat calcic, en els diferents temps d’irradiacid, es va avaluar la mortalitat provocada per la
llum UV. En la Figura 8 es pot observar que el temps optim d’irradiacié de la llum UV per
aconseguir una mortalitat del 50% i afavorir I’aparicié de mutacions espontanies en la soca de
llevat P29 va ser de 20 segons. L’exposicio ala llum UV durant un temps d’entre 5i 12 segons
no va produir un descens notable en la viabilitat cel-lular en placa, on la supervivencia va
disminuir un 20% respecte a la placa sense irradiacié (control). A partir de 20 segons d’irradiacio
la supervivéncia cel-lular es va veure reduida drasticament provocant un creixement de només
el 10% de la poblacié inicial (25 segons d’irradiacié), fent estadisticament improbable I'aparicid
i deteccid d’algun mutant. En periodes d’irradiacié més llargs, d’entre 30 segons i un minut,
I’efecte de la llum UV produeix la mortalitat de totes les cel-lules presents en el cultiu sembrat
en placa. Per aquesta rao, es va escollir el rang de temps d’irradiacid entre 12-25 segons per tal
d’afavorir I'aparicié de mutants que presentessin una reduccié en la produccié d’acid acétic
qualitativa en placa.

D’un total aproximat de 2500 colonies obtingudes durant la mutagenesi amb llum UV (irradiacio
12-25 segons), i després d’haver avaluat qualitativament la preséncia/abséncia o reduccié de
I’halo generat per la precipitaciéd del carbonat calcic en reaccionar amb els acids produits pels
llevats en creixement en anaerobiosi, se’n van aillar fins a 59 coldnies que presentaven abséncia
o reduccié qualitativa de I’halo (colonies encerclades), en comparacio a les colonies de P29
control (Figura 9). Els diferents aillats es van classificar segons el temps d’exposicié sota la llum
UV ila seva morfologia (Annex 4).
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Figura 9 A) Placa de cultiu amb medi minim suplementat amb carbonat calcic sense mutagenitzar B) Placa de cultiu
amb medi minim suplementat amb carbonat calcic després de 20 segons d’irradiacio amb llum UV

Mutageénesis classica mitjangant I’agent quimic EMS i aillament dels mutants

Paral-lelament, també es va realitzar la mutagenesi classica mitjangant I'agent quimic alquilant
etil metanosulfonat (EMS), determinant el ratio de supervivencia de la soca de llevat P29 en ser
tractada amb aquest compost (Figura 10).
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Figura 10 Ratio de supervivéncia de la soca P29 a diferents concentracions d’EMS

Després de deixar créixer les colonies, tractades amb les diferents concentracions d’EMS
(0 — 8%), en les plaques de medi minim suplementades amb carbonat calcic, es va avaluar la
viabilitat cel-lular recomptant les colonies crescudes en placa. Es va determinar que la
concentracié d’EMS optima per obtenir el 50% de la poblacié inicial viable després del
tractament era del 4%. L'aplicacié d’una concentracié d’EMS de I'1 i el 2% no va mostrar un
descens significatiu de la poblacié, disminuint un 20% respecte de la poblacié cel-lular inicial.
Al’aplicar un 3% d’EMS, la viabilitat cel-lular va comencar a disminuir notablement fins a arribar
al 65% de supervivéncia. A partir de I'aplicacié del 4% d’EMS (50% viabilitat), la poblacid va
disminuir drasticament fins a una supervivencia del 10 i 1,5% amb I'Us del 5% i 6% d’EMS,
respectivament. Finalment, amb les concentracions del 7 i 8% d’EMS la soca de llevat P29 va
perdre totalment la seva viabilitat. Per aquesta rad, es van escollir les concentracions d’EMS
d’entre el 4 — 6% per tal d’obtenir possibles mutants que presentessin una disminucié en la
produccioé d’acid acetic durant la fermentacié alcoholica.
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De I'ordre d’unes 1500 colonies obtingudes en la mutagénesi mitjancant I'agent quimic EMS
(4 - 6%), i després d’haver avaluat qualitativament la preséncia/absencia o reduccié de I’halo
generat per la precipitacié del carbonat calcic en reaccionar amb els acids produits pels llevats
en creixement en anaerobiosi, se’n van aillar fins a 24 colonies que presentaven absencia o
reduccié qualitativa de I’halo, en comparacié a les colonies de P29 control. Els diferents aillats
es van classificar segons la concentracié d’EMS utilitzada i la morfologia de les colonies
obtingudes (Annex 5).

Els ratios de supervivéncia obtinguts mitjancant les dues técniques de mutagénesi classica, llum
UV com EMS, van ser semblants als obtinguts en altres estudis duts a terme per Hashimoto et
al. (2004), Cordente et al. (2009) i Cordente et al., (2012).

Comprovacio del perfil molecular dels aillats (RFLP-mtDNA i elements Delta)

De les 59 colonies aillades després de la irradiacié amb Ilum UV i les 24 aillades després del
tractament amb I'EMS, es van comprovar els perfils moleculars de cadascun dels aillats
mitjan¢ant les tecniques moleculars, RFLP-mtDNA i I'amplificacid dels elements Delta.

Dels 59 i 24 aillats obtinguts mitjancant la irradiacié amb la llum UV i I'agent quimic EMS, se’n

van descartar 25 i 4 respectivament, a causa de la variacio del perfil molecular en una o en les
dues técniques moleculars utilitzades.

A tall d’exemple, I'aillat nimero 52 obtingut per irradiacié amb llum UV, va mostrar un perfil
diferent del de la soca P29 mitjancant la técnica RFLP-mtDNA. En canvi, amb la técnica molecular
d’amplificacio dels elements delta va donar el mateix perfil que la soca P29. Per tant, aquest
aillat va ser descartat perque no va conservar el perfil molecular en una de les dues tecniques
emprades després de ser sotmés a la mutagénesi amb llum UV. D’altra banda, els aillats 49 i 50
van mostrar el perfil de la soca P29 mitjangant la técnica RFLP-mtDNA, pero diferent mitjangant
I’amplificacio dels elements deltes, per aquesta rad també van ser descartats (Figura 12).
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Figura 12 A) Perfils obtinguts de la digestié del mtDNA de la soca de llevat S. cereviaie P29 i els aillats 49-53 B) Perfils
obtinguts de I'amplificacié d’elements delta de la soca de llevat S. cerevisiae P29 i els aillats 49-53
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Screening dels mutants aillats
o Mutagenesi amb llum UV

A partir de les 34 colonies que van presentar abséncia o una disminucié qualitativa de I’halo i
gue preservaven el perfil molecular de la soca P29, es va fer un primer screening per avaluar la
capacitat de consum de sucres segons les diferents morfologies de les colonies aillades (Figura
13).

Figura 13 Diferents morfologies dels aillats (UV): A) Colonia petita groga B) Colonia petita blanca C) Colonia mitjana
D) Colonia gran

Concretament, es va avaluar un aillat representatiu de cada classificacié per aspecte colonial,
de tres morfologies diferents: aillat 7 (A), aillats 23 i 57 (B) i aillat 15 (C). La morfologia de colonia
gran (D) no es va avaluar en aquest primer screening a causa de la seva similitud a les colonies
de la placa control de la soca P29, i en aquest cas es van realitzar directament en els segilients
cribratges.

Dels quatre aillats, només el 15 va ser capac¢ de consumir la totalitat dels sucres presents en el
most al mateix ritme que la soca P29 control, en canvi els altres tres no van ser capacos de
consumir-los totalment. Per aquesta rad es van descartar aquells aillats amb morfologies
diferents de colonies mitjanes i grans, ja que es volia conservar la capacitat fermentativa de la

soca P29. Dels 59 aillats dels quals es va partir en un inici, després d’eliminar aquells amb un
perfil diferent del de la soca de S. cerevisiae P29 i aquells aillats amb morfologia de colonia
petita, ens vam quedar amb un total de 14 aillats: 13, 15, 16, 17, 26, 27, 31, 37, 43, 53, 54, 55,
58, 59.

A continuacio, aquests 14 aillats van ser avaluats per determinar la seva capacitat per consumir
tots els sucres i la seva produccié d’acid acetic en 100 ml de most blanc pasteuritzat en agitacio
constant (100 rpm). El seguiment es va fer durant set dies que va ser el temps que va tardar la
soca P29 en consumir tots els sucres (Taula 4).

Finalment, es van seleccionar aquells aillats que van aconseguir arribar a una concentracié de
sucres residuals inferior a 0,1 g/L i una acidesa volatil inferior a la produida per la soca P29 en el
mateix temps (7 dies). Dels 14 aillats tastats, es van seleccionar 8 d’ells, concretament els
nameros: 13, 15, 16, 26, 27, 53, 54 i 55, amb els quals es van fer posteriorment
microvinificacions. Destacar que tot i que I'aillat 27 va presentar una acidesa volatil de 0,10 g/L,
es va seleccionar, ja que es va considerar que podria ser degut a la incertesa del metode d’analisi
de I'equip (0,03 g/L).
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Taula 4 Avaluacio de la capacitat de consum de sucres i produccié d’acidesa volatil dels aillats obtinguts per
mutageénesi amb llum UV. En color verd es mostren els aillats seleccionats i en gris els descartats. En color crema la

soca P29
AILLAT Sucre residual (g/L) Ac. acétic (g/L)
13 0,1 0,02
15 0,06 0,03
16 0,1 0,03
17 43 0,05
26 0,1 0,04
27 0,1 0,10
31 20,9 0,08
37 58,1 0,07
43 11,7 0,04
53 0,07 0,02
54 0,04 0,04
55 0,08 0,04
58 1,05 0,06
59 1,47 0,03
P29 0,1 0,05

o Mutagenesis amb EMS

A partir dels 20 aillats que van presentar absencia o disminucié qualitativa de I’halo i amb el
mateix perfil molecular de la soca P29, es van seleccionar aquells que van tenir una morfologia
de colonia mitjana, ja que, com es va veure amb els aillats obtinguts mitjangant la mutagenesi
amb llum UV, les colonies petites i “minis” i amb coloracié diferent de blanca, no conservaven
el poder fermentatiu de la soca P29, per aquesta rad també en aquest cas, es van descartar. Per
tant, es va continuar I'estudi amb 8 aillats anomenats: A, C, F, L, M, P, Qi R, amb els quals es va
procedir a fer I'screening per tal d’avaluar la seva capacitat de consum de sucres i la produccié
d’acid acetic en 100 ml de most blanc pasteuritzat en agitacié constant (100 rpm). Com en el cas
anterior, el seguiment es va fer durant 7 dies, temps necessari per a que la soca P29 esgotés tots
els sucres (Taula 5).

Taula 5 Avaluacio de la capacitat de consum de sucres i produccié d’acidesa volatil dels aillats obtinguts per
mutagénesi amb EMS. En color verd es mostren els aillats seleccionats i en gris els descartats. En color crema la soca
P29

AILLAT Sucre residual (g/L) Ac. acétic (g/L)
A 0,07 0,06
C 0,02 0,04
F 0,00 0,02
L 0,00 0,02
M 0,06 0,07
P 7,17 0,01
Q 0,04 0,03
R 0,09 0,22
P29 0,1 0,05
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Un cop realitzat I'screening es van seleccionar aquells aillats que van aconseguir arribar a una
concentracid de sucres residuals inferior a 0,1 g/L i una acidesa volatil inferior a la produida per
la soca P29 en el mateix temps (aproximadament set dies). Dels 24 aillats inicials es va continuar
treballant amb 4 d’ells, concretament els anomenats com C, F, L i Q, avaluats posteriorment en
microvinificacions.

Microvinificacions amb els aillats seleccionats

Una vegada fet I'screening, es van realitzar les microvinificacions (seguint la metodologia
descrita en I'apartat 3.1) amb els aillats que presentaven una capacitat de consum de sucres
semblant a la soca P29 control, perd amb una tendéncia a generar una menor concentracid
d’acid acétic.

o Mutageénesi per Llum UV

Ala Figura 15 es mostra la cinética fermentativa dels aillats 13, 15, 16, 26, 27,53, 54 i 55 respecte
la soca P29 control, representada com la pérdua de pes (g) de les microvinificacions al llarg del
temps. Es pot observar que en general totes les fermentacions van mantenir una tendéncia
semblant a I’hora de disminuir el pes. La microvinificacié de I’aillat nUmero 16 va mostrar una
perdua de pes més rapida els primers dies de fermentacié respecte a les microvinificacions dels
aillats 54 i 55 les quals van presentar una disminucid del pes més lenta. Les microvinificacions
de I'aillat nimero 27 van ser les que van mostrar una pérdua de pes més semblant a la de Ia
soca P29. Pel que fa al consum de sucres presents en el most, la soca P29 els va consumir fins a
arribar a una concentracio inferior a 2 g/L, en un total de vint-i-un dies. Un dia més tard van
acabar la fermentacid dels aillats 54 i 55, seguidament, el vint-i-cinque dia es van donar per
acabades les fermentacions realitzades pels aillats 13 i 16. Finalment, les microvinificacions dels
aillats 15, 26 i 53 van acabar la fermentacid transcorreguts vint-i-sis dies.

Figura 15 Cinetica de fermentacio (disminucic del pes) dels aillats 13, 15, 16, 26, 27, 53, 54, 55 obtinguts mitjangant
la mutagenesis amb llum UV en comparacio a la soca P29 control. Les corbes son el resultat de la mitjana del triplicat,
i la desviacio estandard va ser inferior al 5% en tots els casos.
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A la Taula 6, es mostren els resultats de les analisis quimiques dels vins elaborats amb els aillats
resultants de la mutagenesi amb llum UV. Els resultats obtinguts van ser estadisticament
analitzats per tal de saber si les diferéncies que s’observaven entre ells eren significativament
diferents o no, tenint en compte una p= 0,05. Pel que fa a les graduacions alcoholiques
obtingudes en les diferents microvinificacions, es pot observar que els resultats sén
significativament semblants entre ells. El contingut de sucres residuals de les diferents
microvinificacions si que sdn estadisticament diferents, degut al moment en que es va fer la seva
determinacid. D’altra banda, 'acidesa total no va mostrar diferéncies significatives, en canvi, el
pH si que en va mostrar, probablement degudes a la incertesa del métode analitic (4,4-7,6 £ 0,2
g/L) produit durant la seva determinacid. Al comparar 'acid acétic format durant el transcurs de
la fermentacié de la soca P29 (0,40 g/L) respecte als diferents aillats provats, es van poder veure
diferéncies significatives entre ells. Els aillats 16 i 55 sdn els que van produir una major
concentracid d’acid aceticde 0,491 0,47 g/L respectivament, sent superiors a la soca P29 control.
Seguidament, els aillats 54 i 27 van produir una concentracié més proxima a la formada per la
soca P29 control, pero continuant sent superior amb uns valors de 0,44 i 0,42 g/L
respectivament. Dels vuit aillats provats, quatre d’ells van arribar a produir una concentracio
inferior als 0,40 g/L d’acid acétic. Els aillats que van reduir quasi un 25% la produccié d’acid acetic
van ser el numero 26 i 53 amb una concentracié d’acid acetic al final de les fermentacions de
0,31 g/L. Els aillats 13 i 15 també van disminuir la produccié d’acid acétic arribant a les
concentracions de 0,32 0,33 g/L, respectivament.

Taula 6 Analisi quimica dels vins obtinguts amb els aillats obtinguts per mutagenesis amb llum UV. Determinacio del
grau alcohdlic, sucres residuals, acidesa total (AT), pH, acid acétic, acid malic i acid lactic. Els valors son el resultats de
la mitjana del triplicat.

AILLATS 13 15 16 26 27 53 54 55 P29

12,30+ | 12,17+ | 12,34+ | 12,38+ | 12,32+ | 12,20+ | 12,23+ | 12,18+ | 12,20+

St elilisle [be i) 0,12° 0,19 0,04° 0,04° 0,01° 0,25° 0,04 0,03 0,08?

1,56 + 1,86+ 1,23+ 0,60 0,31+ 1,74 £ 0,22 + 0,15+ 0,55+

Sucresresiduals (/L) | ‘g1 | 019¢ | 033 | o025° | 034° | 053 | 012° | 009° | 042

AT (/1) 6,3+ 6,2 + 6,3 + 6,2 + 6,3+ 6,0 + 5,8+ 5,9+ 6,0 +
& 0,12 0,1° 0,2 0,12 0,12 0,1° 0,2 0,2 0,12
v 3,14 + 3,20+ 3,15 + 3,16 + 3,14 + 3,21+ 3,10+ 3,08+ 313+
P

0,03¢ 0,04¢ 0,01¢ 0,03¢ 0,04¢ 0,03¢ 0,02° 0,03? 0,01¢

0,32 033 0,49 + 0,31+ 0,42 + 0,31+ 0,44 + 0,47 + 0,40 +

it DS (L) 0,022 | 0,03 0,02° 0,04° 0,02° 0,066 | 0,01°¢ | 001°c | 0,03

1,00 = 1,19+ 0,86+ 1,00 + 1,01+ 1,25+ 150+ 1,45+ 1,18+

Ac. mali L
. (el 1) 008 | 0,11° | 007 0,067 0,067 0,03 0,03 0,03 0,07°

0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+ 0,03+

Ac. lacti L
. s (L) 000° | 000° | 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

o Mutageénesi per EMS

A la Figura 17 es mostra la cinética fermentativa expressada en pérdua de pes (g) al llarg del
temps dels aillats “C”, “F”, “L” i “Q” obtinguts de la mutagenesi classica amb EMS, respecte a la
soca P29 sense mutagenitzar. A partir del divuité dia de fermentacid, es va observar una frenada
en la pérdua de pes de totes les microvinificacions. En aquest punt, es va determinar el contingut
de sucres de les microvinificacions donant-les per finalitzades un cop aquest va ser inferior a 2
g/L, concretament transcorreguts vint-i-tres dies. Les quatre microvinificacions portades a terme
pels aillats van seguir una cinética fermentativa semblant a la de la soca control, tot i que, els
aillats “C” i “Q” van tendir a consumir els sucres de forma més lenta i rapida, respectivament.
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Figura 17 Cinetica de fermentacio (disminucic del pes) dels aillats 13, 15, 16, 26, 27, 53, 54, 55 obtinguts mitjan¢ant
la mutagénesis amb llum UV en comparacio a la soca P29 control. Les corbes son el resultat de la mitjana del triplicat,
i la desviacio estandard va ser inferior al 5% en tots els casos

Enla Taula 7, es mostren els resultats de les analisis quimiques dels vins elaborats amb els aillats
resultants de la mutagenesi amb I'agent quimic EMS. Els resultats obtinguts van ser
estadisticament analitzats per tal de saber si les diferencies que s’observaven entre ells eren
significativament diferents o no, tenint en compte una p= 0,05. De forma semblant als resultats
obtinguts en les microvinificacions inoculades amb els aillats resultants de la mutagénesi amb la
llum UV, no hi ha diferéncies estadisticament significatives en les graduacions alcoholiques,
només en la microvinificacid realitzada per I'aillat “F”. Aquesta diferencia pot ser deguda a la
concentracié de sucres residuals al final de la fermentacid. Pel que fa a les concentracions de
sucres al final de la fermentacid, aquestes sén significativament diferents com passava amb les
microvinificacions dels aillats obtinguts per mutagénesi amb [lum UV. D’altra banda, I’acidesa
total no va mostrar diferéncies significatives, en canvi el pH si que en va mostrar, probablement
degudes a la incertesa del metode analitic préviament esmentat. Al comparar |'acid acetic
format durant el transcurs de la fermentacié de la soca P29 (0,39 g/L) respecte als diferents
aillats provats, es poden veure diferéncies significatives entre ells. Concretament, I'aillat “C” va
ser el que va produir una major concentracié d’acid acétic de 0,57 g/L, sent superior a la soca
P29 control. Seguidament, els aillats “F” i “Q” van produir una concentracié més proxima a la
produida per la soca P29 control, amb uns valors de 0,36 i 0,41 g/L respectivament. Dels quatre
aillats testats, I'anomenat “L” va arribar a reduir un 33 % la produccié d’acid acetic en
comparacié a la soca P29 control, amb una concentracié d’acid acetic al final de les
fermentacions de 0,26 g/L.
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Taula 7 Analisi quimica dels vins obtinguts amb els aillats obtinguts per mutageénesis amb EMS. Determinacid del grau
alcoholic, sucres residuals, acidesa total (AT), pH, acid acetic, acid malic i acid lactic. Els valors son el resultats de la
mitjana del triplicat

AILLATS C F L Q P29

Grau alcohblic (% v/v) 11,85+0,05* | 11,74+0,09° | 11,83+0,16* | 11,91+0,07° | 11,86+ 0,04°
Sucres residuals (g/L) 0,89 +0,18° 1,97 + 0,60° 1,90 +0,39° 1,14 + 0,49° 1,07 £ 0,112

AT (g/L) 6,9+0,1° 6,7 + 0,230 6,4+0,1° 6,4 +0,1° 6,5 0,1
pH 3,12+0,03° 3,17+0,03° | 3,20£0,01°¢ | 3,19+0,02° 3,19+0,01°
Ac. acétic (g/L) 0,57 +0,05¢ 0,36 + 0,04° 0,26 £ 0,01° 0,41+0,03° 0,39+0,01°
Ac. malic (g/L) 1,56 + 0,04° 1,50 + 0,02° 1,90 +0,02° 1,50 +0,02° 1,50+ 0,01°
Ac. lactic (g/L) 0,05 +0,00° 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00° 0,05 + 0,00°

Podem afirmar que gracies a la mutagenesi amb llum UV i I'agent quimic EMS, és possible
aconseguir obtenir mutacions aleatories que afectin la via de produccié d’acid acétic per part
del llevat, reduint d’aquesta manera la concentracié d’acid acétic en el vi final com s’havia vist
en I'estudi realitzat per Cordente et al., (2012), en el qual van aconseguir reduir la produccio
d’acid acetic de dues soques de llevat en un 70%. Els aillats obtinguts mitjangant la mutagenesi
amb llum UV que van aconseguir reduir la produccié d’acid acetic, també van ser aquells en
acabar entre 4i 5 dies més tard les fermentacions. Aquest fet, podria ser degut a que la mutacié
produida durant la mutagenesi amb la llum UV a part d’afectar a la produccié d’acid acétic,
també podria haver afectat lleugerament la capacitat fermentativa del llevat. Per poder
determinar exactament en quin punt del genoma de la soca P29 ha afectat la mutacié que ha
fet disminuir la produccié d’acid acetic, s’haurien de fer proves moleculars de seqienciacio.
Seqlienciant el genoma de la colonia d’interés i comparar-lo amb la seqlienciacié del genoma de
la soca parental, és a dir, la P29 i veure on s’han produit les modificacions. Pero I'objectiu de
I’estudi no era la caracteritzacié genotipica de la soca millorada sin6 que es tractava d’obtenir
una descendent de la soca P29 que presentés la millora fenotipica desitjada.

També, es va observar que alguns dels aillats seleccionats amb el medi minim + carbonat calcic
produien una major concentracié d’acid acetic que la soca P29 control al finalitzar les
microfermentacions (16, 55 i C), per tant, els resultats semblen indicar que el medi emprat per
ala seleccid i aillament dels mutants en placa pot conduir a seleccions de falsos negatius. Per als
seglients screenings una possible alternativa al medi de seleccid utilitzat seria I'Us del medi en
placa basat en YPD suplementat amb ceruleina descrit per Cordente et al., 2012. Concretament,
la ceruleina és un inhibidor de la sintesi d’acids grassos, la qual esta estretament relacionada
amb la produccio d’acid aceétic, pel fet que aquest es considera un metabolit intermediari de la
via de sintesis de |’acetil-CoA, el qual és clau per a la biosintesi dels esterols i acids grassos. Les
colonies que produeixin una menor i major concentracid d’acid acetic i acetil-CoA,
respectivament, seran els aillats resistents a la preséncia de ceruleina i com a conseqiiéncia
podran créixer en aquest medi.

Un cop acabades les fermentacions es va determinar que la soca de llevat responsable de
realitzar la fermentacio tingués el perfil molecular de la soca de llevat P29 mitjangant la PCR
d’elements delta. Les 8 colonies analitzades de cada fermentacio, van mostrar el perfil de la soca
P29. Un cop es va comprovar el perfil, es va procedir a conservar mitjangant crioboles a -60°C
els aillats que van mostrar una disminucié en la produccid d’acid acetic, és a dir, els nUmeros:
13, 15,26i53ilalletra “L”.
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4.2. CONSERVACIO PEU DE CUBA S. CEREVISIAE PENEDES-29

Per a dur a terme el seguiment de la viabilitat cel-lular del PdC de la soca de llevat P29 es van
sembrar en placa d’agar Sabouraud els microvials del PdC conservats durant diferents temps i
temperatures de congelacid.

Es va determinar l'eficacia dels diferents compostos descrits com a crioprotectors en la
bibliografia, els quals s’utilitzen per evitar i/o disminuir els danys produits durant el procés de
congelacid i descongelacié de les cel-lules, el qual pot arribar a provocar la mort dels llevats
durant aquestes etapes. A més a més, també es va avaluar I'efecte que produia la temperatura
de congelacio (-20 i -60°C) en la conservacié de la viabilitat de les cél-lules.

En primer lloc, es va estudiar I'efecte del glicerol com a crioprotector a diferents concentracions
(0,2.5,5,7.5110%) i a una temperatura de -20°C (Figura 17).
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Figura 17 Avaluacié de I'efecte del glicerol com a crioprotector, a diferents concentracions (0, 2.5, 5, 7.5 i 10%) durant
60 dies de conservacié a -20°C, mitjangant el sequiment de la poblacié cel-lular viable en placa. Les corbes son el
resultat d’un duplicat, i la desviacié estandard va ser inferior al 10% en tots els casos.

A la Figura 17, es pot observar una disminucio de la poblacio viable al llarg dels dos mesos de
conservacié del PdC a-20°C, en els diferents punts de mostreig, respecte a la seva poblacid inicial
(1,5 x 108 ufc/ml). Es pot veure, que en el PdC al qual no se li va addicionar glicerol, en la primera
setmana de conservacio, la poblacid cel-lular viable va disminuir drasticament fins a 2 x 10°
ufc/ml. A partir de les dues setmanes de conservacid, la poblacié viable va continuar disminuint
de forma sostinguda fins a arribar a una poblaciéd d’1,5 x 10% ufc/ml. Durant el periode de
conservacié sense I'addicié de glicerol es van perdre un total de 6 logaritmes respecte a la
poblacié inicial. A I'addicionar glicerol al PdC, es va observar una major conservacié de la
viabilitat cel-lular respecte el PdC sense crioprotector. Com més concentracié de glicerol
s’addicionava, major era la conservacio de la viabilitat, tot i que, la concentracid del 7,5% va ser
la que va ajudar a mantenir una poblacié viable més elevada durant el primer mes de
conservacié a -20°C (3 x 10° ufc/ml). La concentracié de 2,5% de glicerol va aconseguir mantenir
la poblacié viable de llevats en 3 x 10% ufc/ml als cap de dos mesos. Seguidament, la concentracié
del 5% va conservar la viabilitat cel-lular fins a 6,5 x 10® ufc/ml. Pel que fa a les concentracions
de 7,5 i 10% de glicerol, des d’un inici la concentracié de 7,5% és la que va mostrar un major
efecte de crioproteccio, tot i que, al cap de dos mesos de conservacié la concentracio del 10%
és la que va aconseguir mantenir viable una major poblacié cel-lular de 3 x 10* ufc/ml respecte
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aels 1,5 x 10% ufc/ml viables utilitzant la concentracié de 7,5%. Amb I’s del 7,5 i 10% de glicerol
es van perdre 3,5 logaritmes respecte a la poblacié inicial. Per resumir, mitjangant |’Us de glicerol
com a crioprotector, es va poder evitar la disminucié de 2 logaritmes utilitzant les
concentracions de 7,5 i 10% de glicerol respecte al PdC sense glicerol. Per tant amb els resultats
obtinguts podem concloure que el glicerol ajuda a retardar la mort cel-lular produida durant la
conservacié a -20°C. Els resultats semblen indicar que com major sigui la duracié de la
conservacié del PdC a una temperatura de -20°C, I'efecte de crioproteccié del glicerol anira
disminuint fins a arribar a estabilitzar-se després d’'un més de conservacio.

Posteriorment, es va avaluar I'efecte de la llet desnatada en pols (0, 5, 7.5, 10 i 12%) i un
producte comercial (Gomasol SEDA) compost principalment per: goma arabiga, manoproteines
i acid ascorbic a les concentracions recomanades (100 i 300 ml/HI) a una temperatura de -20°C.
També es va provar la combinacié de la dosi maxima de Gomasol SEDA més el 10% de llet
desnatada en pols (Figura 18).
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Figura 18 Avaluacio de I'efecte de la llet desnatada en pols (A) i el Gomasol SEDA (B) com a crioprotectors, a diferents
concentracions (0, 5, 7.5, 10i 12% llet; 0, 100, 300 i 300 mi/hl (+10 % llet) Gomasol SEDA) durant 7 dies de conservacic
a -20°C, mitjangant el sequiment de la poblacio cel-lular viable en placa. Les corbes son el resultat d’un duplicat, i la
desviacio estandard va ser inferior al 10% en tots els casos.

Com es pot observar a la Figura 18, tant la llet desnatada com el Gomasol SEDA, no van ajudar
en la conservacié de la viabilitat del PdC conservat a -20°C. Partint d’una poblacié de cel-lules
d’1,5 x 108 ufc/ml, al cap d’una setmana de conservacié del PdC amb I’addicié de llet i Gomasol,
la viabilitat cel-lular va disminuir drasticament fins a 1 x 10* i 1 x 10 ufc/ml, respectivament.
Tant en la Figura 18 A com en la 18 B es pot veure que I'Unic agent que ajuda a mantenir la
viabilitat més elevada respecte a les altres condicions va ser la llet desnatada en pols a una
concentracié del 10% arribant a conservar la poblacié viable fins a 1,4 x 10* ufc/ml. Ara bé, al
veure que després d’una setmana la poblacié cel-lular viable havia disminuit 4 logaritmes
respecte a la inicial en totes les condicions avaluades, es va decidir no continuar avaluant
aquests dos compostos durant més temps, ja que no complien I'objectiu principal de conservar
la poblacid viable en el temps.

Tot i que en altres estudis utilitzant un 10% de llet desnatada en pols s’aconseguia conservar la
viabilitat del cultiu cel-lular (Potomska et al. 2012), en el nostre cas com s’ha esmentat
anteriorment el seu efecte no va ser I'esperat. Aixo podria ser degut al fet que la llet no quedava
homogeneitzada amb el PdC i precipitava al fons del microvial. La manca de solubilitat de la llet
en pols amb el PdC podia ser deguda al pH baix d’aquest, provocant la seva inestabilitat i
posterior precipitacié. La llet en pols es considera un crioprotector sense permeabilitat, és a dir,
no pot traspassar la membrana plasmatica i per tant, té un efecte crioprotector extracel-lular
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(Hubalek, 2003). Com que no quedava homogenia en el PdC, el seu efecte crioprotector es veia
reduit, impedint el seu efecte sobre la totalitat de cél-lules presents en el microvial.

Pel que fa al Gomasol SEDA, aquest es va avaluar, ja que, és un producte comercial que es pot
utilitzar durant I’elaboracid de vins i conté en la seva composicié: goma arabiga i manoproteines
gue s’han descrit com a crioprotectors (Hubalek, 2003), a més, d’acid ascorbic s’ha vist que ajuda
a disminuir els danys oxidatius que es produeixen durant el procés de congelacié i descongelacié
(Siaterlis et al. 2008; Gamero-Sandemetrio et al. 2015). La ineficacia d’aquest compost podria
ser deguda al fet que les concentracions de goma arabiga, manoproteines i acid ascorbic fossin
molt baixes. En la composicié del producte, no s’especifica les concentracions dels diferents
compostos.

En determinar que el crioprotector més eficag per a mantenir una major viabilitat cel-lular era
el glicerol, es va voler avaluar el seu efecte juntament amb I’acid ascorbic. Concretament, es van
avaluar les concentracions del 0, 5, 7.5 i 10% de glicerol més 2,5 i 5 g/L d’acid ascorbic
(Figura 19).
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Figura 19 Avaluacio de I'efecte del glicerol + acid ascorbic com a crioprotectors, a diferents concentracions (0, 2.5, 5,
7.5i10%)i(2,5i5 g/L), respectivament, durant 60 dies de conservacid a -20°C, mitjangant el seguiment de la poblacic
cel-lular viable en placa. Les corbes son el resultat d’un duplicat, i la desviacio estandard va ser inferior al 10% en tots
els casos.

El seguiment de la viabilitat durant els dos mesos de conservacio utilitzant glicerol i acid ascorbic
com a crioprotectors es mostren en la Figura 19. Per una banda, es va avaluar I'efecte de I’acid
ascorbic addicionat com a Unic crioprotector i per una altra, I’efecte complementari d’addicionar
acid ascorbic i glicerol conjuntament com a crioprotectors. Pel que fa Unicament a I'efecte de
I’acid ascorbic, no es van observar diferencies de la viabilitat cel-lular respecte el control sense
addicio de cap crioprotector. D’altra banda, els resultats no van mostrar un efecte supletori de
I’acid ascorbic + glicerol arribant a disminuir la viabilitat fins a 'ordre de 10%*10° ufc/ml
transcorreguts els dos mesos de conservacid. A més, si es comparen aquests resultats amb els
mostrats a la Figura 17 on Unicament s’havia utilitzat el glicerol com a Unic crioprotector,
s’observen les mateixes tendéncies en ambdds casos. Per tant, el que realment actua com a
crioprotector és el glicerol.
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Un cop es va determinar que I'addicié d’acid ascorbic no mantenia la poblacié cel-lular amb una
viabilitat més elevada que quan s’utilitzava només glicerol, es va voler avaluar I'efecte en la
viabilitat cel-lular que produeix la temperatura de congelacié en el PdC. Per la qual cosa, es van
repetir les mateixes concentracions de glicerol a -60°C (Figura 20).
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Figura 20 Avaluacié de I'efecte del glicerol com a crioprotector, a diferents concentracions (0, 2.5, 5, 7.5 i 10%) durant
60 dies de conservacio a -60°C, mitjangant el sequiment de la poblacié cel-lular viable en placa. Les corbes son el
resultat d’un duplicat, i la desviacié estandard va ser inferior al 10% en tots els casos.

A la Figura 20, es mostra la viabilitat del PdC de la soca P29 en ufc/ml al llarg de 60 dies a -60°C,
utilitzant les concentracions de glicerol seglients: 0, 2.5, 5, 7.5 i 10%. Es pot observar que, la
poblacid viable del PdC conservat sense el crioprotector transcorregudes dues setmanes va
disminuir dos logaritmes i mig arribant a una poblacié de 4 x 10> ufc/ml, mentre a -20°C la
poblacié va disminuir fins a 1 x 10® ufc/ml. Es pot veure un major efecte (dos logaritmes) de
conservacié de la viabilitat al llarg del temps quan la temperatura de congelacié disminueix de
valor. A partir de la segona setmana de conservacio, la poblacié viable es va estabilitzar, tal i
com va passar en la conservacié a -20°C. Quan es van addicionar les diferents concentracions de
glicerol i la temperatura de congelacié era de -60°C, la poblacié de cél-lules viables es va
conservar estable al llarg dels dos mesos de conservacié avaluats. La poblacié cel-lular viable en
tots els casos va disminuir, pero, aqguesta pérdua de viabilitat no va ser significativa en cap de
les concentracions avaluades.

Es va observar que com més baixa és la temperatura de congelacié i per tant més rapid el temps
de congelacid, sembla que es produeixen menys danys fisiologics en les cel-lules, fent que la
poblacié cel-lular viable sigui major. Els resultats obtinguts concorden amb I'estudi realitzat per
Dumont et al. (2003), el qual es va veure que el temps de congelaciod és un dels principals factors
gue influeixen en la viabilitat cel-lular durant el procés de congelacié-descongelacié. Com més
rapid sigui el temps de congelacid, hi haura una menor deshidratacio i formacid de cristalls,
donant lloc a una taxa de supervivéncia cel-lular més elevada.

Com s’ha vist en tots els resultats mostrats, el glicerol va ser el crioprotector més eficac. Aquests,
esta descrit (Hubalek, 2003) que actua com a crioprotector impregnant, és a dir, pot entrar dins
les cel-lules per difusié a través de la membrana cel-lular protegint les cél-lules disminuint la
cristal-litzacié de les molecules d’aigua presents a I’exterior i interior cel-lular.
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Finalment, per veure I’efecte que produeix la concentracié de sucres (glucosa, fructosa) present
en el PdC, es va avaluar la conservacioé d’'un PdC a una menor densitat (1004 g/L), o sigui, amb
menys sucres en la matriu de conservacid, congelant-lo a -60°C amb I'addicié de 0, 5i 7,5% de
glicerol (Figura 21).
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Figura 21 Avaluacié de I'efecte de la concentracié de sucres (densitat = 1004 g/L) en el peu de cuba i del glicerol (5 i
7,5%) com a crioprotectors, durant 30 dies de conservacié a -60°C, mitjangant el seguiment de la poblacié cel-lular
viable en placa. Les corbes son el resultat d’un duplicat, i la desviacio estandard va ser inferior al 10% en tots els casos.

Si comparem la poblacié cel-lular viable, transcorreguda una setmana de conservacio, de la
Figura 21 amb la de la Figura 20, es pot observar que el PdC sense glicerol amb una densitat de
1004 g/L va conservar la poblacid cel-lular viable a 2,5 x 10* ufc/ml, en canvi, el PdC amb una
densitat de 1025 g/L va mantenir la seva poblacié viable a 4 x 10° ufc/ml. Per tant, quan el PdC
contenia una menor concentracid de sucres (densitat més baixa), la viabilitat cel-lular sense
addicio de glicerol era inferior, ja que els sucres presents en la matriu actuarien també com a
crioprotectors. Per tant, en general es pot concloure que si el PdC té una major densitat, tendira
a tenir una major viabilitat al llarg del temps de conservacid. Els resultats també mostren que
I’addicio del glicerol no es veia afectada per la concentracid de sucres presents en el PdC.

Els resultats obtinguts concorden amb la bibliografia consultada (Hubalek, 2003) on s’havia vist
que diferents sucres com la glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, etc. tenen un efecte
crioprotector. En el nostre cas, en el PdC trobem glucosa i fructosa, per tant, com major sigui la
preséncia de sucres en la matriu on es conserven les cél-lules, major sera la proteccid i per tant,
es mantindra un viabilitat més elevada al llarg del temps.

Per finalitzar, al cap dels dos mesos de conservacid, es va realitzar una estria de cadascuna de
les condicions que van assolir una major viabilitat, 7,5 i 10% de glicerol a -20°C i totes les
condicions avaluades a -60°C. Les vuit colonies analitzades de cada PdC conservat van mostrar
el perfil molecular de la soca P29. Per tant, la puresa del PdC es conserva al menys durant dos
mesos de conservacio.
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5. CONCLUSIONS | PERSPECTIVES
REDUCCIO DE L’ACIDESA VOLATIL

Amb els resultats obtinguts, podem concloure que mitjangant les dues técniques de mutagenesi
classica avaluades (llum UV i EMS) es pot observar una disminucié de fins a un 25% de la
produccid d’acid acétic respecte la soca P29 control amb els aillats 13, 15, 26 i 53 obtinguts a
partir de la mutagénesi amb llum UV i una reduccié del 33% amb I'aillat “L” aconseguit gracies a
la mutagenesi amb I'etii metanosulfonat. Tot i reduir la produccié d’acid acetic, el
comportament fermentatiu dels diferents aillats va ser similar al de la soca P29 control.

Com a perspectives de futur, s’haurien de re-avaluar els aillats conservats en noves
microvinificacions amb les mateixes condicions, per tal de determinar si la o les mutacions
aparegudes a causa de la mutagenesi sdn heretables o es perden al llarg del temps. A
continuacié, d’aquells aillats on s’observés un comportament similar en la produccié d’acid
acetic en els nous assajos, s’hauria d’incrementar el volum fins a realitzar vinificacions a nivell
de celler experimental utilitzant most natural. Finalment, s’haurien d’avaluar els vins obtinguts
a nivell sensorial per acabar de confirmar que la mutacié o les mutacions induida/es als aillats
seleccionats no hagin afectat negativament a nivell d’analisis sensorial els vins finals.

CONSERVACIO PEU DE CUBA S. CEREVISIAE PENEDES-29

D’aquesta part del treball, podem concloure que de tots els crioprotectors avaluats, el glicerol
és el que ha mostrat un major efecte al llarg del temps, mantenint la major viabilitat de les
cél-lules sotmeses a congelacid. A més a més, s’ha vist que la temperatura de congelacio i
conservacié del PdC té un efecte directe en el manteniment de la viabilitat cel-lular al Illarg del
temps. Fent-se evident que a una temperatura de congelaci6 més baixa (-602C) la viabilitat
cel-lular es veu significativament menys afectada que a temperatures de congelaciéo més altes
(-209C).

Com a perspectives de futur, seria interessant plantejar I'avaluacié de les millors condicions
obtingudes de la congelacié i conservacié a -602C a volums majors, equiparables a les condicions
reals de produccid i subministrament dels PdC als cellers interessats. També s’hauria de
comprovar que el PdC conservat mantingui la capacitat fermentativa.
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8. ANNEXES

Annex |: Fitxa técnica Saccharomyces cerevisiae soca Penedés-29 (P29)

Origen del llevat Saccharomyces Aplicacions
cerevisiae soca Penedés-29 (P29) , ‘

La soca P29 ha estat escollida per les seves qualitats
Llevat aillat per INCAVI (Institut Catala de la Vinyai el fe’;“e”_z?{“‘!esr espegaln‘)ent en s(;egonadfelrmenta:qo.
Vi) a I'Estaci6 de Viticultura i Enologia de Vilafranca del [ mICHnI e i ’temr It PraCietsiBia Qua e
Penedss. Prové de la seleccio realitzada en la zonavi- ~ 2MP Hita bqna P disscuma | anes cafartertgues
tivinicola del Penedes. organoléptiques.

També és apte per |'elaboraci6 de vi tranquil i vi base.

caracte"‘stiques morfolégiques Capag d'assegurar un inici rapid de la fermentacio i una
bona adaptacio a tot tipus de mostos i de vins base en la

presa d'escuma. Aixi mateix assegura un excellent com-
portament a temperatures baixes i moderades.
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Propietats enologiques Presentacio i condicions de

conservacio

Poder fermentatiu elevat: >14% v/v. Es subministra un peu de cup (PC) de la soca P29 en

format liquid. També es pot subministrar un PC ecologic.

Produccio d'acidesa volatil: baixa/moderada.

El PC entregat sol tenir una poblacié d'entre 80 - 150
milions de céllules/mL. Malgrat es recomana I's im-
mediat del PC, aquest es pot mantenir a 4°C durant 20

dies conservant un 80% de la seva viabilitat.

Inapreciable produccié d’anhidrid sulfurds i
nulla d'acid sulfhidric.

Produccio d'escuma:
tendeix a crear escuma amb agitacio.

Increment volum peu de cup

Sedimentaci6: relativament rapida.

Exemple orientatiu d'increment i adaptacié al medi
alcoholic de la soca P29 a partir de 25 L inicials, per aun
tiratge de 10.000 L (5% de PC).

Volum Volum

DIA INICIAL PC Increment FINAL PC Vi base Sucre Aigua Acid citric
Dia 1 251L 25L 50L 225L 988 ¢g 25L 12,58
Dia 2 50 L 50 L 100L 45L 1975¢g 5L 25g
Dia 3 100 L 100 L 200 L 90L 3.950g 0L 50g
Dia 4 200L 100 L 300L 90L 3950 ¢g 0L 50g
Dia 5 300 L 100 L 400L 90L 3.950g 0L 50g
Dia6 400 L 100 L 500 L 90L 3950¢g 0L 50g
Dia 7 TIRATGE
PG, 17°C 2 190 st ouau constant
Mantenir diariament el PCa densitat > 1002-1000.

Aquesta actuacio forma part de I'activitat de demostracid "Millora de I'aplicabilitat de llevats autdctons com a eina per a la tipificacio del producte’,
financada a través de |'Operacid 01.02.01 del PDR de Catalunya 2014-2020.
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Annex II: PCR Elements delta (8) directe de colonia (Legras et al., 2003

S’aliquoten 2,5 pl d’H,0 bidestil-lada esteril en microvials de 0,2 ml. Amb una nansa o un
escuradents esteril s"agafa una colonia separada i es dissol la biomassa en I’'H,0 del microvial. A
continuacié es prepara el mix de PCR: Reaction Buffer 1X, MgCl, [2,5mM], primer Delta 12 [1uM]
(5’-TCAACAATGGAATCCCAAC-3’), primer Delta 21 [1uM] (5'-CATCTTAACACCGTATATGA-3’),
dNTPs[0,2mM], Taq Polimerasa [0,02U/ul] (Bioline, Londres, Regne Unit) en un volum final de
25 pl.

La mostra de DNA s’amplifica en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg,
Alemanya). El cicle programat per a fer la PCR de deltes és: desnaturalitzacié a 959C durant 4
minuts, seguit de trenta cinc cicles de desnaturalitzacié a 952C durant 30 segons, unio dels
encebadors a 469C durant 30 segons i extensié a 722C durant 1,5 minuts i finalment un cicle
d’elongacio final a 722C durant 10 minuts.

Per a visualitzar el producte de la PCR, es fa una electroforesi en gel d’agarosa al 2 % d’agar (p/v)
amb TBE 1X (Tris 0,089 M; Acid Boric 0,089 M; EDTA 0,002 M, pH 8,3) (Canvax, Cérdoba,
Espanya), usant Bromur d’etidi (Sigma-Aldrich corp., Missouri, EUA) com agent intercalant, i DNA
Molecular Weight Marker XIV, 100 base pair ladder (Roche, Mannheim, Alemanya) com a
marcador de pes molecular. Els perfils obtinguts durant la electroforesis es visualitzen gracies al
transil-luminador Gel Doc Go imaginge system de Bio-Rad Laboratories (Hercules, California,
EUA). Gracies a la diferéncia de longitud i nombre de bandes obtingudes es poden diferenciar
les diferents soques.

Annex lll: Analisi de restriccié del ADN mitocondrial (Guillamén et al., 1994)
Extraccié ADN

D’una placa amb colonies se’n pren una per cada vial amb una nansa groga i es fa créixer en 800
ul de YPD liquid durant 2 dies a 28°C. Abans de posar els vials a I’estufa, agitar en el vortex.

Centrifugar a 14.000 rpm 3 minuts.
Llencar sobrenedant i afegir 800 pl d’H,0 destil-lada estéril. Agitar en el vortex per
resuspendre el pellet.

3. Centrifugar a 14.000 rpm 3 min.

4. Llencar el sobrenedant i afegir 300 ul de Tampd 1 (182 g/L Sorbitol, 200 ml/L EDTA 0.1 M,
pH 7,5) i 40 pl de Liticasa (Sigma-Aldrich corp., Missouri, EUA).

5. Agitar per resuspendre el pellet i incubar en termomixer o bany a 37°C durant 30 minuts.
Centrifugar a 7.000 rpm 1 min.

7. Llengar el sobrenedant i resuspendre el pellet amb 300 pl en Tampd 2 (50 ml/L Tris 1M, 40
ml/L EDTA 0,5M, pH 7,4) i 50 pl de SDS al 10%. Agitar vigorosament amb el vortex.

8. Incubar a 65°C 15 minuts en el termomixer o bany.

9. Afegir 300 ul d’acetat potassic, agitar vigorosament amb el vortex i posar els vials al
congelador un minim de 30 min.

10. Centrifugar 15 min a 14.000 rpm.

11. A I'acabar de centrifugar, traspassar per decantacié el sobrenedant en un eppendorf d’1,5
ml que conté 600 ul d’isopropanol. Agitar els vials per inversié 2-4 vegades.

12. Centrifugar 10 min a 14.000 rpm.
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13. Llencar el sobrenedant i rentar el petit sediment que ha quedat amb 300 ul EtOH al 70 %
fred. Agitar per inversid, procurant desenganxar el pellet del fons del vial.

14. Centrifugar 5 min a 14.000 rpm.

15. Llencar el sobrenedant i fer spin amb la centrifuga i acabar d’assecar el pellet eliminant
restes d’EtOH amb pipeta.

16. Afegir 15 pl de TE procurant que el pellet quedi ben cobert. Guardar els vials al congelador
un minim de 30 minuts si després es vol fer la digestid.

Digestio del DNA total amb I’enzim de restriccio Hinf I:

Abans de comencar amb la digestid, treure els vials del congelador, deixar descongelar i
resuspendre bé el pellet pipetejant varies vegades.

Per cada mostra:

e 1,5puldeTampd de Hinf | (New England Biolabs inc., Massachusetts, EUA)
e 1,5 pldeHinfl(New England BioLabs inc., Massachusetts, EUA)
e 0,75 pl de RNasa (concentracié 500 pg/ml) (Roche, Mannheim, Alemanya)

Aliquotar 3,8 pl DNA/vial:

Deixar els 3,8 pl de DNA en la paret del vial.

Fer spin per a que la gota vagi al fons del vial i es mescli amb el mix previament aliquotat.
Agitar amb el vortex.

Tornar a fer spin.

e W

Posar el termomixer o bany a 37°C durant 3 hores.

Electroforesis mtDNA

Preparar els gels d’agarosa al 1 % (p/v) amb TBE 1X (Tris 0,089 M; Acid Boric 0,089 M; EDTA
0,002 M, pH 8,3) (Canvax, Cdrdoba, Espanya), usant Bromur d’etidi (Sigma-Aldrich corp.,
Missouri, EUA) com agent intercalant i Molecular Weight Marker 1ll (Roche, Mannheim,
Alemanya) com a marcador de pes molecular. Visualitzar els gels gracies al transil-luminador Gel
Doc Go imaginge system de Bio-Rad Laboratories (Hercules, California, EUA). Gracies a la
diferéncia de longitud i nombre de bandes obtingudes es poden diferenciar les diferents soques.
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Annex IV: Classificacid dels aillats obtinguts mitjangant la radiacié amb llum UV

TEMPS 29 12 Petita granulada
AILLAT | D’EXPOSICIO MORFOLOGIA 30 12 Mini
(segons) 31 15 Mitjana
1 25 Mitjana granulada 32 15 Petita blanca
2 25 Mitjana granulada 33 15 Mini
3 20 Mini 34 20 Petita granulada
4 20 Mini 35 20 Petita granulada
5 20 Mini 36 20 Petita granulada
6 20 Petita groga 37 20 Mitjana
7 20 Petita groga 38 22 Petita blanca
8 20 Petita groga 39 22 Petita blanca
9 20 Petita blanca 40 22 Petita blanca
10 20 Petita blanca 41 22 Mini
11 20 Petita blanca 42 22 Mini
12 20 Petita blanca 43 25 Petita-mitjana
13 20 Mitjana 44 25 Petita blanca
14 20 Mitjana 45 25 Petita blanca
15 20 Mitjana 46 25 Mini
16 20 Mitjana 47 25 Mini
17 20 Mitjana 48 25 Mini
18 20 Mitjana granulada 49 20 Petita blanca
19 20 Petita estrellada 50 20 Petita blanca
groga 51 20 Petita blanca
20 15 Petita granulada 52 20 Mitjan
21 15 Petita granulada 53 20 Gran
22 15 Petita granulada 54 20 Gran
23 15 Petita blanca 55 20 Mitjana
24 15 Petita blanca 56 20 Petita blanca
25 15 Mitjana 57 20 Petita blanca
26 15 Mitjana 58 20 Petita-mitjana
27 15 Mitjana 59 20 Gran
28 12 Petita blanca

Verd = Mutants aillats amb perfil genétic igual a la soca de Saccharomyces cerevisiae P29 i
morfologia de colonia de mida mitjana i gran.

Gris = Mutants aillats amb perfil genétic diferent a la soca de Saccharomyces cerevisiae P29
(lletra vermella) i/o morfologia de colonia de mida petita blanca o groga.
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Annex V: Classificacid dels aillats obtinguts mitjancant el tractament amb EMS.

AILLAT | CONCENTRACIO EMS MORFOLOGIA
A 5% Mitjana
B 5% Mitjana estrellada
C 5% Mitjana
D 5% Mitjana estrellada
E 5% Mitjana estrellada
F 5% Gran
G 5% Mitjana blanquinosa
H 5% Petita
I 5% Petita blanquinosa
J 5% Petita groga
K 5% Mini
L 6% Mitjana
M 6% Mitjana
N 6% Mitjana arrugada
0] 6% Mitjana arrugada
P 6% Mitjana arrugada
Q 6% Mitjana
R 6% Mitjana
S 6% Petita
T 6% Petita
u 6% Petita
Vv 6% Mini
W 5% Petita amb bony

Verd = Mutants aillats amb perfil genétic igual a la soca de Saccharomyces cerevisiae P29 i
morfologia de colonia de mida mitjana i gran.

Gris = Mutants aillats amb perfil genétic diferent a la soca de Saccharomyces cerevisiae P29
(lletra vermella) i/o morfologia de colonia de mida petita blanca o groga.
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