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RESUMEN:

En este estudio se evalian diferentes metabolitos durante el proceso de secado vy
rehidratacion para 9 cepas de Schiz. pombe y de este modo determinar si estos metabolitos
presentan un efecto positivo para asegurar la viabilidad celular antes de su inoculacién en
mosto. Se observd que la presencia del 10% de trehalosa durante el secado y la
rehidratacién con una solucién 5mM MgSO, aumenta la viabilidad hasta un 70% en algunas
de las cepas evaluadas.
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1. Introduccion

Actualmente, la mayor parte del vino producido a nivel mundial proviene de mostos
inoculados a partir de levaduras vinicas seleccionadas, que a menudo son comercializadas en
forma de levadura seca activa (LSA), asegurando asi la estabilidad genética durante el
almacenado y la pureza e identidad microbiana de la entidad iniciadora de la fermentacién del
mosto [1].

Por otro lado, inoculaciones mixtas secuenciales del mosto con S. cerevisiae y diferentes no-
Saccharomyces como: Hanseniaspora, Kloeckera, Candida, Pichia, Zygosaccharomyces,
Schizosaccharomyces y Torulaspora, evidencian su capacidad de proporcionar una mayor
complejidad aromadtica, debido a la produccidn de metabolitos secundarios, tales como
glicerol, acetato de 2-feniletilo y acetato de isoamilo [2]. De estos géneros, se muestra especial
interés en Schiz. pombe por su elevado poder fermentativo, su capacidad de reducir el
contenido de acido glucénico y metabolizar eficientemente el acido L-malico a etanol y C,0. En
este estudio se desarrolld un protocolo para obtener Schiz. pombe en formato de LSA.

2. Material y Métodos

Se evaluaron 9 cepas de Schiz. pombe (Sp1 — Sp9), éstas fueron cultivadas en agitacion
constante a 100 rpm y a 322C en EMM (Edinburgh Minimal Medium) e inoculadas con un
precultivo a una DOgq inicial de 0,250.

Se procedid a la desecacién de 5-107 células, previamente sonicadas (3 veces durante 3
s con descansos en frio de 4 s), con diferentes concentraciones de trehalosa (5%, 10%, 20% y
30%) durante 20 h con un flujo de aire a 289C [3]. Transcurridas las 20 h se rehidrataron las
células a: 259C, 309C, 37°C y 409°C; durante: 5min, 15min, 30min y 45min. Ademas de
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rehidratar las células con H,0 se evaluaron la presencia de rafinosa 0,25%, 0,5mM FeSQ,;, 1mM
acido ascérbico, 5mM MgSO,y sus combinaciones.

La viabilidad celular fue evaluada mediante siembra en YPD, usando un sembrador
automatico (AES Laboratoire, Francia). Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) tras haber sido incubadas a 322C durante 48 h, mediante el software ProtoCol SR/HR
version 1.27 de Symbiosis (Cambridge, UK).

Para evaluar la acumulacién de ROS se us6 dihidroetidio (DHE) realizando el protocolo
descrito por Lépez-Martinez et al. [4]. La fluorescencia fue cuantificada con el uso de un
microscopio de fluorescencia Leica (DM400B, Germany), una camara digital (Leica DFC300FX) y
el Sofware Leica IM50.

Finalmente, se evaluaron los parametros bioldgicos, tiempo de duplicacion (TD) y la
fase lag (A), usando los datos obtenidos de las curvas de crecimiento con el modelo de Baranyi
y Roberts [5] con el Software MicroFit. Las curvas fueron obtenidas mediante el seguimiento
del crecimiento en microplacas con un indculo inicial de 0,6 DOgy durante 24 h a 329C, con
mediciones cada 10 min y agitacién en un lector de placas (POLARstar OMEGA).

3. Resultados y Discusion

Se evalud la tolerancia a la deshidratacion de las 9 cepas de Schiz. pombe con el
protocolo de Rodriguez et al. [6]. Se agruparon en tres grupos segun su viabilidad celular: Sp3,
Sp5 vy Sp6 (< 8% de viabilidad); Sp1, Sp4 y Sp7 (8-17 % de viabilidad) y Sp2, Sp8 y Sp9 (>17 % de
viabilidad). Luego, se escogieron las cepas Sp2, Sp3 y Sp4 para evaluar el efecto de la
temperatura y el tiempo de rehidratacién en la viabilidad celular. Se evalué la viabilidad
rehidratando las células entre 202C y 602C durante 30 min; y también se evaluaron los tiempos
entre 5min y 45min a 372C (Fig. 1). Se observo una disminucién significativa de la viabilidad en
los casos en que se incubaron las células a 552C y 602C, pero no se observaron diferencias
significativas en el rango de 202C y 50°C (Fig. 1A). Tampoco se observaron diferencias
significativas de la viabilidad a diferentes tiempos con una temperatura de 372C (Fig. 1B). Por
ello, a continuacidn se rehidrataron las células a 372C durante 5 min.
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Fig. 1. Efecto de la temperatura y el tiempo de rehidratacion vs la viabilidad celular de Schiz. pombe (Sp2 barras
blancas, Sp3 barras grises y Sp4 barras negras. La viabilidad se encuentra representada como la mediana de 3
réplicas biolégicas +SD. A) Rehidratacion a diferentes temperaturas durante 30 min. B) Rehidratacion a 37°C
durante diferentes tiempos.
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A continuacidn, se evalud la viabilidad de las células secadas en presencia de trehalosa
5%, 10%, 20% y 30% o H,0 pura como referencia. Se observé un incremento significativo de la
viabilidad en 5% y 10% de trehalosa respecto del control (Fig. 2). Se eligié la condicién 10%
trehalosa para seguir con el estudio.
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Fig. 2. Efecto de la trehalosa a diferentes concentraciones en la viabilidad celular de Sp2 (barras blancas), Sp3
(barras grises) y Sp4 (barras negras). Resultados de 3 réplicas bioldgicas + SD. * Indica p<0.01 en referencia al 0% de
trehalosa.

Ademas, para la cepa Sp2 se evalud la rehidratacion en presencia de: rafinosa 0,25%,
Fe*? 0,5mM y MgSO4 5mM, que mostraron un incremento en la viabilidad del 15%, 65% y 74%
respectivamente, respecto del control. Finalmente, también se evalué el efecto del
antioxidante acido ascérbico, pero no se observé un incremento significativo de viabilidad
(dato no mostrado). Los estudios de rehidratacion posteriores se realizaron en MgS0O, 5mM.

A continuacion, se evalud si la rehidratacién con MgSO, se correlaciona con la
reduccion de ROS durante el proceso de rehidratacion. Para ello, se realizd el ensayo con
dihidroetidio (DHE) tras 5 min de rehidratacién con agua, acido ascérbico 1ImM o MgS0O,; 5mM
(Fig. 3A). Se observod que después de 1h y 2h en YPD las células rehidratadas en agua o acido
ascorbico presentan 10% de reduccion del ROS respecto de las células rehidratadas, 5 min. En
cambio, las células rehidratadas en presencia de MgSO, presentan una acumulacion reducida
de ROS a los 5 min. Esto sugiere que MgSO, permite que las células prevengan la acumulacion
de ROS durante la exposicion al estrés.
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Fig. 3. A) Acumulacién de compuestos ROS durante la imposicion de estrés. Cuantificacion de las células acumulando
ROS después de la rehidratacion, a los 5min y una vez transcurridas 1h o 2h en YPD. Los valores son resultado de la
evaluacion de n = 4 réplicas biolégicas + SD y por cada experimento se evaluaron al menos 1-10° células.
*Diferencias significativas (p<0.05) respecto a los valores obtenidos a los 5min de rehidratacion de cada compuesto.
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B) Curva de crecimiento de células rehidratadas con agua ( ), ImM dcido ascorbico A ( ), 5mM Mg,S0, (A) y el
combo 1mM dcido ascdrbico + 5mM Mg,SO, (X).

Finalmente, se evalud la vitalidad celular de las células rehidratadas en presencia de
acido ascorbico para las cuales se observo un aumento de 1,53 veces el tiempo de duplicacién
(TD) en relacién al control agua. Por el contrario, en el caso de MgSO, se observd una
disminucién de 1,51 veces el TD respecto de la condicion de referencia y la rehidratacion con
el mix de acido ascérbico y MgSO, no presentd diferencias significativas en el TD (Fig. 3B). No
obstante, las células tratadas con acido ascérbico presentan una reduccion de 2 h de su fase A
y las rehidratadas en presencia MgSO, un incremento de 4 h respecto a las rehidratadas en
agua. Por lo que se puede concluir que un incremento en la vitalidad, mediante la reduccion de
la fase A de las células rehidratadas, no se correlaciona con la reducciéon del ROS acumulado
por las células durante el proceso de secado y rehidratacion.

4. Conclusiones

Se ha podido demostrar que la presencia de trehalosa durante el proceso de secado y
de Mg durante la rehidratacion tiene un efecto sinérgico en la mejora de la viabilidad celular
en la preparacion de Schiz. pombe en forma de LSA. Por otro lado, el Mg promueve una fase A
mas larga lo cual es indicador de una actividad celular mas lenta.
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