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RESUMEN:

Se ha realizado el seguimiento de la segunda fermentacion de los vinos base segun el método tradicional o
Champenois a partir de una levadura tipo Saccharomyces cerevisiae aclimatada al etanol. Aunque existan
protocolos industriales muy bien definidos para este proceso, se conoce poco de la idoneidad de la
presencia de oxigeno y azucares durante este proceso de aclimatacion. Este trabajo muestra que, segun la
disponibilidad de estos dos factores, S. cerevisiae presenta diferentes respuestas en cuanto a la expresion
diferenciada de sus genes (transcriptoma). En el analisis de los resultados, se puede observar induccion de
genes relacionados con el metabolismo de los lipidos (ERG5, ERG10, ERG13, OLE1, YEH1, EEB1) en la cepa
aclimatada en condicidn fermentativa, Contrariamente se observa también que se activan genes como
GUT1 en la condicidn respiracion, o el gen MDH1, en la condicidn fermentativo-respiratoria. También se ha
podido observar que en las condiciones del estudio, las levaduras aclimatadas segin el metabolismo
fermentativo han podido alcanzar la presion de 6 bares en botella. En las otras condiciones no ha sido asi.
Palabras clave: Oxigeno, Insaturacion, Esteroles, respiracion.

1. Introduccidn

El Cava necesita para su elaboracién dos fermentaciones consecutivas. Una
fermentacién alcohdlica para obtener el vino base y una segunda fermentaciéon en botella
segun el método Champenois para conseguir la aparicion de la espuma. Para asegurar que se
realice esta segunda fermentacidn las levaduras tienen que ser previamente aclimatadas
especialmente al etanol y pH del vino base.

Aunque la aclimatacion de las levaduras es un proceso bien definido en la industria [1,
2], no existe ningun estudio que describa la diferencia en la expresién génica de células
aclimatadas segun diferentes criterios.

Nuestro estudio describe el proceso realizado con distintas condiciones de oxigenacion
y concentracidn de azucar, para ello se ha seguido la cinética mediante la determinacién del
consumo de azucares con su consiguiente produccién de etanol. Ademads, se hizo un estudio
transcriptémico a lo largo del proceso de aclimatacién.

Después de realizar la segunda fermentacion en botella para las diferentes condiciones
de aclimatacién testadas se determindé que un proceso en semi-anaerobiosis y con alta
concentracién de azucar obtenia unas células con mejor diagndstico.

2. Material y métodos

La cepa EC1118 Saccharomyces cerevisiae (Lallemand SA, Montreal, Canadd) fue
utilizada en este estudio y rehidratada de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Se activaron las levaduras en 30 ml de medio basal (150 g I'* de sacarosa, 4 g/l PO,
(NH4),, 20% (v/v) de vino sintético) bajo agitacién (150 rpm) durante 24 horas, lo que
corresponde a la fase 1 (P1). Entonces se completd este medio con 120 ml de medio basal (50
g/l de sacarosa y 84% (v/v) de vino sintético) para permitir que las células de levadura se
aclimataron al etanol durante tres dias, lo que corresponde a la fase 2 (P2).

Se modificaron variables en P2 dependiendo de la condicién estudiado: condicion OXI,
crecimiento de la levadura en aerobiosis (1/3 del volumen total del recipiente con agitacion) y
condicién NOXI, crecimiento en semi-anaerobiosis (4/5 del volumen total del recipiente sin
agitacién). La condicidn ETOXI representa un crecimiento de la levadura en aerobiosis sin
adicion de azlcares a partir de P1. La temperatura de aclimatacidn fue de 259C.

La viabilidad de las células se determind segun [3] mediante la citometria de flujo
utilizando el kit LIVE/DEAD Viabilidad (Molecular Probes Inc., EE.UU.). Se determind la
concentracién en azucares y etanol durante la aclimatacién usando un analisis enzimatico con
kit comerciales de Roche (R-Biopharm, Darmstadt, Alemania).

La segunda fermentacién en botella fue realizada a 252C en un vino base definido
inoculando con las tres condiciones de aclimatacidn por duplicado. Se siguié la evolucion de la
segunda fermentacion midiendo la presion interior en las botellas mediante afrometros.

Se realizaron dos preparaciones de ARN independientes; uno de cada réplica bioldgica,
para cada uno de los tres puntos de muestreo al final del proceso de aclimatacién, OXI, NOXI y
ETOXI. El andlisis de microarrays de expresidon génica diferencial fue realizado mediante el
GeneChip Yeast Genome 2.0 en el Institute for Research in Biomedecine (IRB, Barcelona).

3. Resultados

La aclimatacién de la cepa S. cerevisiae EC1118 fue realizada siguiendo el protocolo
industrial descrito por [1, 2] con 2 fases sucesivas, la P1 (24h) y P2 (72h), (Fig. 1). Como se
puede observar en la figura 1, las células de las condiciones OXI, NOXI y ETOXI tuvieron
diferente comportamiento: ETOXI, presenta un metabolismo respiratorio consumiendo el
etanol, OXI, presenta un metabolismo fermentativo-respiratorio, presencia de oxigeno con una
concentraciéon en azucares por debajo del efecto Crabtree y NOXI, continua todavia con un
metabolismo fermentativo.
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Figura 1. Evolucidn de las concentraciones en azlcares (simbolos abiertos) y etanol (simbolos cerrados)
durante el proceso de aclimatacién de Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 9C. Las condiciones
utilizadas fueron: OXI, Aerobiosis + adicidn de azlcar (cuadrados); NOXI, Semi-anaerobiosis + adicidn de
azlcar (circulos); ETOXI, Aerobiosis sin adicién de azucar (triangulos). Et, etanol; Su, Azucar.
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Los resultados de la tabla 1 muestran que las células aclimatadas seguin la modalidad
NOXI fueron las Unicas que permitieron finalizar la segunda fermentacién (6 bares para una
concentracion inicial en sacarosa de 24 g/l) en 35 dias. Se puede observar también que la
viabilidad para las tres condiciones de aclimatacién fue idéntica.

Tabla 1. Resultados finales de la segunda fermentacion en botella a 25°C. Inoculacién del vino
base definido por tres procesos de aclimatacion diferente OXI, Aerobiosis + adicién de azucar;
NOXI, Semi-anaerobiosis + adicidon de azucar; ETOXI, Aerobiosis sin adicion de azucar.

OXI NOXI ETOXI
Concentracion final en azucares (g/1) 5.41 2.24 3.51
Grado alcohdlico (%, v/v) 10.30 10.90 10.55
Dias para alcanzar a 4 bares 16 10 13
Dias para alcanzar 6 bares ND 35 ND
Viabilidad celular 4 bares (cel/ml) 1.18 10° 1.34 10° 1.30 10°

ND: No Determinado porque hubo paradas de segunda fermentacion.

El transcriptoma de la condicion mas favorable, NOXI, fue comparado con las otras
condiciones OXI Y ETOXI, y se determind qué genes estaban expresados dos veces-mas (Fig. 2)
o dos veces menos (Fig. 3). Aunque no se encontraron muchos genes con variaciones
significativas, se vio que varias vias metabdlicas se veian afectadas, de forma diferencial segin
la condicién. Estas vias metabdlicas incluian la sobreexpresion, para NOXI respecto a OXI| y
ETOXI, de genes relacionados con el metabolismo lipidico como son el caso de ERG5, ERG10,
CYB5, OLE1 y YEH1. También de vio sobreexpresidn de otros genes interesantes como TIR4,
relacionado con las manoproteinas de la pared celular y que se expresa bajo condiciones
anaerdébicas y necesarias para el crecimiento anaerdbico y el gen HLR1 relacionado con la
preservacion de la integridad de la membrana.

oxi ETOXI
OPT2 NCE103  ALD6 HXT3 CPR6 ATO2
PST1 ENO2 TKL2 HSP30  ROX1 DED1
NSR1  NCA3  DALS 24 27 GRE2  AIM17  VHS1
RHR2 ERG13  DAL7 HXT4 HUR1 RPH1
AIM38  CDC19  CWP2 ERO1 FMP48  PCLS
SSB1 YAT1 uTP15 TPO3 HAC1 HSP104
ASC1 MUC1 ERG11 ERGS ERG10 POT1 MCHS5 DRE2 ARB1
ADHG6 PRY1 HOR2 CYBS OLE1 ECL1 SAM2 SPI1 GRE1

HMX1  PDE2 CWP1 SCwa - DAs1 MaT3

AAH1 DBP2 EEB1
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Figura 2. Representacion de los genes up-regulated en NOXI respecto a OXI, ETOXI y ambos en
Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 2C durante el proceso de aclimatacién. OXI, Aerobiosis + adicion
de azucar; NOXI, Semi-anaerobiosis + adiciéon de azucar; ETOXI, Aerobiosis sin adicion de azucar.
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También se puede observar la induccidn de la transcripcion de dos genes, RHR2 (GPP1)
y HOR2 (GPP2) como respuesta a las condiciones de hipoxia, y que estan relacionados con la
formacidn de glicerol, en NOXI respecto a OXI (Fig. 2).
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Figura 3. Representacion de los genes down-regulated en NOXI respecto a OXl, ETOXI y ambos en
Saccharomyces cerevisiae EC1118 a 25 2C durante el proceso de aclimatacién. OXI, Aerobiosis + adicidn
de azucar; NOXI, Semi-anaerobiosis + adicion de azucar; ETOXI, Aerobiosis sin adicion de azucar.

En la figura 3, es interesante notar que uno de los genes activado en OXI respecto a
NOXI, el gen HPF1, esta relacionado con la excrecion de manoproteinas que pueden limitar la
formacidn de agregados proteicos en los vinos blancos [4]. Por otro lado, en la condicién
ETOXI, se puede observar la induccion del gen GUT1 inducido por la presencia de una fuente
de carbono no-fermentable.

4. Conclusiones

El andlisis del transcriptoma de la condicion mas favorable NOXI fue comparado con
las otras dos condiciones OXI Y ETOXI. Se determind cuales genes estaban sobre-expresados o
inhibidos y se vio que, aunque no hubo muchos genes con variaciones significativas, varias vias
metabdlicas se veian afectadas diferencialmente seglin la condicion. Dichas vias incluian la
sobreexpresion para NOXI de genes relacionados con el metabolismo lipidico por ejemplo
ERG5, ERG10, CYB5 y OLE1, y otros con caracteristicas interesantes como la induccién del gen
HPF1 en la condicidn OXI. Trabajos futuros ayudaran a completar estos resultados.
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