UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

USO DE LEVADURAS SELECCIONADAS
OSMOTOLERANTES, LIBRES Y
COINMOVILIZADAS, PARA LA PRODUCCION
DE VINOS DULCES

Directores
Juan Carlos Garcia Mauricio
Rafael Peinado Amores

TESIS DOCTORAL
Maria Teresa Garcia Martinez
Cobrdoba, Junio 2012



TiTULO: Uso de levaduras seleccionadas osmotolerantes, libres y coinmovilizadas,
para la produccion de vinos dulces

AUTOR: Maria Teresa Garcia Martinez

© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cérdoba. 2012
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396 A

14071 Coérdoba

www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es







UNIVERSIDAD DE CORDOBA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

USO DE LEVADURAS SELECCIONADAS
OSMOTOLERANTES, LIBRES Y
COINMOVILIZADAS, PARA LA PRODUCCION
DE VINOS DULCES

Memoria presentada por
Maria Teresa Garcia Martinez
para optar al grado de
Doctor en Ciencias

La Doctoranda Los Directores
M# Teresa Garcia Dr. Juan Carlos Dr. Rafael Peinado
Martinez Garcia Mauricio Amores

Cordoba, Junio 2012






TITULO DE LA TESIS:
USO DE LEVADURAS SELECCIONADAS OSMOTOLERANTES, LIBRES Y
COINMOVILIZADAS, PARA LA PRODUCCION DE VINOS DULCES

DOCTORANDO/A:
MARIA TERESA GARCIA MARTINEZ

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

Dr. Juan Carlos Garcia Mauricio y Dr. Rafael Peinado Amores, como directores de
esta tesis doctoral, informan que este trabajo de investigacion se ha desarrollado
utilizando la metodologia adecuada y haciendo uso de las técnicas apropiadas para la
consecucion de los objetivos propuestos. El resultado final es un trabajo de
investigacion de una excelente calidad con un elevado potencial de aplicacién en la
industria vinicola.

Durante el desarrollo de la tesis, la doctoranda ha mostrado en todo momento una alta
dedicacion e interés por el tema de trabajo, superando con creces los niveles de
calidad cientifica exigibles para la obtencién del Grado de Doctor.

La doctoranda ha utilizado distintas técnicas de Microbiologia junto con la novedosa
tecnologia de Protedmica con geles bidimensionales, muy Util para el estudio a gran
escala de proteinas de Saccharomyces cerevisiae. También, se han utilizado técnicas
de andlisis cromatogréficas que han permitido la caracterizacion de los mostos y vinos
objeto de estudio. El eje central de la tesis ha sido el estudio de un nuevo sistema de
inmovilizacion y su aplicacién para la obtencién de vinos dulces procedentes de
mostos de uva pasificada.

Durante la realizacion de este trabajo, Dfia. Maria Teresa Garcia Martinez ha
mostrado una gran capacidad de trabajo, no sélo en el plano cientifico sino también en
la formacién de otros investigadores noveles. Actualmente, parte de los resultados
presentados estan en fase de redaccion para su pronta publicacion.

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cérdoba, 30 de Mayo de 2012

Firma del/de los director/es

Fdo.: Dr. JUAN CARLOS GARCIA MAURICIO Fdo.: Dr. RAFAEL PEINADO AMORES






A Juan Carlos,
A Carlosy
A Miguel






«No nos atrevemos a muchas
cosas porque son dificiles, pero
son dificiles porque no nos
atrevemos a hacerlas»

Lucio Anneo Séneca

(4a.C.-65d.C)

«Como siempre: Lo urgente
no deja tiempo para lo
Importante»

Joaquin Salvador Lavado, Quino:
Mafalda (1932)






Uso de levaduras seleccionadas osmotolerantes, libres y coinmovilizadas, para la produccion de
vinos dulces

|i. AGRADECIMIENTOS |

Este trabajo de investigacion se ha realizado de forma paralela con otras

actividades, pues cuando empecé la parte experimental con la puesta a punto de la
técnica protedmica con geles bidimensionales compaginaba con clases de Formacion
Profesional Especifica y de Formacion Profesional no reglada a tiempo parcial, las
jornadas eran intensas e interminables pero muy interesantes. En la ultima etapa de esta
Tesis, la dedicacion ha sido compartida con la formacion de nuevos posibles
investigadores a nivel de laboratorio, la preparacion y docencia de algunas asignaturas de
clases practicas y el comienzo de una nueva técnica y el funcionamiento de nuevos

aparatos que ha adquirido nuestra linea de investigacion.

Ahora s6lo me queda agradecer, de todo corazdn, a todas las personas que han

contribuido en la realizaciéon de esta Tesis Doctoral.

En primer lugar, quiero agradecer a mis directores de Tesis, Juan Carlos Garcia
Mauricio y Rafael Peinado Amores, por haber confiado en mi desde el primer momento, y
darme la oportunidad de introducirme en el mundo de la investigacion. Ellos han sido mis
guias en este dificil camino, con su apoyo han hecho posible que esta Tesis Doctoral sea

una realidad.

A Juan Carlos, por su comprension y su apoyo sincero en todo momento, por su
paciencia, por su pulcritud en el trabajo diario, por su excelente calidad cientifica, por

contagiarme su entusiasmo por la Ciencia. Por tantas cosas, en fin, por todo.

A Rafa, por transmitirme tranquilidad durante mi etapa formativa como
investigadora, por restarle importancia a las multiples dificultades que surgen durante la

investigacion, por estar ahi.

A M? Carmen Millan, Isidoro Garcia, Juan Moreno, Julieta Mérida, por apoyarme

en todo y animarme a llegar hasta el final.

A mis comparfieros y profesores de los departamentos de Microbiologia, de
Bioquimica, Quimica Agricola y Edafologia, y de Quimica Inorganica e Ingenieria
Quimica, por su ayuda y amistad durante estos afios, por hacerme las cosas mucho mas

sencillas, por estar dispuestas a darme consejos y animos dia a dia.



Uso de levaduras seleccionadas osmotolerantes, libres y coinmovilizadas, para la produccién de
vinos dulces

i. Agradecimientos

A todas las “chicas del PAS”, por hacer mas facil el trabajo diario.

A Marisol Ruiz y Angel Diaz, propietarios del Centro de Formacién de Grado
Medio de Peluqueria “Grecia Peluqueros”, por comprender mi inquietud cientifica y

permitirme compatibilizar ambas actividades.

A mi familia en general, por el interés mostrado durante este trabajo; y en
particular, a mi madre, por estar siempre disponible para cuidar de mis hijos y estar con
ellos de la mejor manera que puede estar una abuela mientras yo trabajo fuera de casa; a
mi padre, por su apoyo incondicional en todo lo que me propongo. iSois un lujo para miy
para mis hijos! Sin vosotros dos yo no haria la mitad de lo que hago, sin vosotros dos todo

seria imposible.
A mis hijos Carlos y Miguel, porque ellos me dan animos para continuar, me
ensefian a luchar y a seguir trabajando en la vida diaria, y saben como hacer para que yo

relativice mis contratiempos laborales.

A Juan Carlos, por su apoyo y comprension, por su confianza en mi para todos

nuestros proyectos de vida. Porque sin él nada tiene sentido.

No hubiese sido lo mismo sin vosotros. MUCHAS GRACIAS A TODOS.



Uso de levaduras seleccionadas osmotolerantes, libres y coinmovilizadas, para la produccion de
vinos dulces

|||. RESUMEN |

Algunos tipos de vinos dulces se obtienen a partir de la fermentacién total o parcial
de mostos con elevada concentracion de azlcar. Esta elevada concentracion es causa de
numerosos inconvenientes como son un dificil arranque de la fermentacion, paradas
prematuras y elevado riesgo de contaminacion microbiana. Por esta razdn, la mayoria de
los vinos dulces andaluces se elaboran afiadiendo alcohol vinico al mosto de uvas
pasificadas evitandose de este modo la fermentacion alcoholica. Estos vinos poseen aromas
asociados al proceso de pasificacion, pero carecen de aromas propios de la fermentacion
alcohdlica.

El presente estudio nace de la necesidad de solventar en lo posible los problemas
que se pueden presentar durante la fermentacion parcial de mostos de uva pasificada. Una
posible solucion seria la utilizacion de levaduras osmotolerantes que minimicen los
problemas asociados al arranque y/o paradas no deseadas de fermentacion y la aplicacion
de sistemas de inmovilizacion celular que permitan una detencion de la fermentacién en el
momento deseado.

El sistema de inmovilizacion utilizado se ha obtenido induciendo una co-
inmovilizacion espontanea entre un hongo filamentoso GRAS, Penicillium chrysogenum
H3, aislado del ambiente, y diversas especies de levadura.

Los estudios microscopicos han mostrado que la pared de la biocapsula esta
compuesta por hifas del hongo filamentoso y células de levaduras atrapadas, asociadas por
la secrecion de un polimero que, posiblemente, actia como unién entre ambos
microorganismos. Se ha comprobado que, tras cinco dias en un medio de fermentacion, el
hongo filamentoso muere por contacto directo célula de levadura-hifa, quedando éste como
un mero soporte inerte para la levadura, siendo posible la utilizacion de las biocdpsulas en
procesos fermentativos.

La aplicacion de técnicas protedmicas puestas a punto durante el desarrollo de la
tesis han permitido comparar el perfil protedmico de Saccharomyces cerevisiae G1
(ATCC: MYA-2451) en forma libre y coinmovilizada en el medio de formacion de
biocapsulas. Las proteinas identificadas, expresadas en las células de levadura
coinmovilizada, tienen funciones relacionadas con la reparacion y maduracién del ADN,
con el control del ciclo celular; ademés de con la sintesis y traduccion de proteinas,
funciones implicadas en el control tanto a nivel de ciclo celular como de transcripcion. Los
resultados del estudio protedmico sugieren que podria existir una defensa de las células
inmovilizadas de levadura frente al hongo bajo las condiciones ensayadas, marcada a
través de una serie de controles a nivel de ADN, de ARN vy de proteinas.

Para la aplicacion del sistema de inmovilizacion se aislaron e identificaron diversas
cepas de S. cerevisiae a partir de mostos en fermentacion de uva Pedro Ximénez pasificada
y se utilizaron varias cepas de hongos filamentosos para su posible coinmovilizacion. Los
resultados mostraron que todas las cepas de levaduras aisladas fueron potencialmente
idoneas para fermentar mostos con alta concentracién de azUcares. Sin embargo,
destacaron las cepas X4 y X5 por su mejor capacidad fermentativa y caracteristicas
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1. Resumen

sensoriales. El hongo que presentd la mejor coinmovilizacion fue la cepa de P.
chrysogenum H3. Se han solicitado dos patentes: P200930239 y P200930240.

Ademas, se ha conseguido coinmovilizar con éxito otras cuatro cepas de levadura
con la cepa de hongo de P. chrysogenum H3 y se ha estudiado la actividad fermentativa de
las biocédpsulas obtenidas y su reutilizacion en medios azucarados sintéticos. Las
biocapsulas obtenidas con las cepas X4 y Uvaferm BC fueron las que se reutilizaron mas
veces sin pérdida de actividad.

Las cepas seleccionadas X4 y X5, en forma libre, se han utilizado para fermentar
parcialmente mostos de uvas Pedro Ximénez pasificadas. El andlisis de los vinos obtenidos
mediante nariz electrénica y cromatografia de gases ha permitido una clara diferenciacion
de los vinos parcialmente fermentados de aquellos elaborados de forma tradicional.

Por otro lado, las cepas X4 y X5 se han utilizado en forma libre y coinmovilizada
para fermentar parcialmente mostos de uva pasificada. Se obtuvo el perfil aromatico de los
vinos agrupando, en funcion de sus descriptores aromaticos, los valores de actividad
odorante de los compuestos volatiles analizados. Todas las series aromaticas aumentaron
de forma significativa por efecto de la fermentacion parcial en relacion con los vinos
elaborados de forma tradicional. Destacaron los valores de las series quimica, fruta madura
y lactea, tanto en los vinos obtenidos con levadura en forma libre como coinmovilizada.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion permiten confirmar que se
podrian obtener vinos dulces parcialmente fermentados mediante la aplicacion de
biocapsulas de levadura. Este sistema de coinmovilizacion conlleva una serie de ventajas
como son, entre otras, la facilidad de retirar las biocapsulas en el momento deseado, y la
posibilidad de reutilizar las biocapsulas. Otras posibles ventajas de este sistema serian la
agilizacion de los procesos fermentativos, reduccién de costes, y la posibilidad de utilizarse
en procesos continuos. Asi, la aplicacién de nuestro sistema de coinmovilizacion con
levaduras supone una mejora tecnoldgica frente a la utilizacion de levaduras en forma libre
en la produccidn de vinos dulces.

La versatilidad de este sistema permitiria aplicarlo no sélo para la fermentacién de
mostos, sino que usando las levaduras apropiadas podria utilizarse en la desacidificacién
biolégica de mostos, en la segunda fermentacion en botella para la obtencidén de vinos
espumosos y en otros procesos industriales como es la obtencién de bioetanol.

Esta tesis doctoral ha sido financiada por los Proyectos RTA2008-00056-C0O2-02
concedido por el Ministerio de Ciencia e Innovacion (INIA), y RTA2011-00020-C02-02
por el actual Ministerio de Economia y Competitividad y Fondos FEDER.
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Introduccién

|1. INTRODUCCION |

La produccion de Vinos Dulces Andaluces se reapriacipalmente, a partir de
uvas previamente pasificadas por exposicion diralctml con un contenido en azlcares
préximo a 400 g/L. La elevada concentracion de aascdificulta la fermentacién del
mosto, que puede ser muy lenta o incompleta, debilds condiciones de estrés en las
gue se encuentran las levaduras, como son elevaga&m osmadtica y toxicidad del
etanol producido por la propia levadura. Las pasada fermentacion provocan un
incremento de la inestabilidad microbiana que sueldlevar un aumento de la acidez
volatil y la obtencién de vinos de baja calidad r{@aet al., 1999). Puesto que la
fermentacion alcohdlica de estos mostos plantdassproblemas, seria recomendable
usar levaduras osmotolerantes autoctonas en fabmead inmovilizada, como ya han
sugerido otros investigadores (Osho, 2005; Zuzgairet al, 2005; Malacrincet al,
2005; Tofaloet al, 2009; Ortiz-Muiizt al, 2010; Lopez de Lerma y Peinado, 2011).

La presente tesis doctoral estudia la optimizagi@aracterizacion de un nuevo
sistema de inmovilizacion (biocapsulas de levaduas! aplicaciéon en la elaboracion de
vinos dulces, a partir de mostos de uva pasifieddal de la variedad Pedro Ximénez.
Mediante el uso de este sistema se solventa algomoidemas técnicos que tiene la
produccion de este tipo de vinos, en los que seeataria concentracion en compuestos
derivados de la fermentaciéon y se disminuye laidadtde alcohol vinico que se afiade
habitualmente, y de este modo, se puede cumplifaonormas de elaboracion de los
Vinos Dulces Naturales (VDN). En este trabajo $educe una serie de innovaciones en
el sistema de elaboracion de vinos dulces basadda &rmentacion parcial de los
mostos de uva pasificada, se seleccionan levadsrasetanoltolerantes y se estudia la
utilizacion de estas levaduras coinmovilizadas pagoduccion de vinos dulces de alta
calidad con caracteristicas organolépticas mejsrada

El consumo del vino se enfrenta actualmente a umcade cada vez mas
competitivo, tanto por el alto consumo de cervemaa de otras bebidas destiladas. En
este sentido, se requiere una reduccion de costpsoduccion, una salida del producto a
la venta en el minimo tiempo posible, y una maydlipidad para rescatar y ampliar a
nuevos consumidores. Este sistema de coinmovifimacelular podria introducir una
mejora tecnoldgica y econdémica en la producciowinies dulces.

|1.1. ELABORACION DE VINOS DULCES PEDRO XIMENEZ |

La elaboracién de vinos dulces en Andalucia sézeeah tres zonas vitivinicolas
con Denominacién de Origen Protegida (DOP): Mamilloriles (Cordoba), Malaga y
Jerez de la Frontera (Cadiz), que producen vingsodtre de alta calidad a partir de uvas
parcialmente deshidratadas por exposicion directdod Estos vinos pertenecen a la
categoria de los vinos dulces, que segun sea $entdm minimo en etanol procedente de
la fermentacion parcial del mosto se pueden distirgjtipos:




Introduccién

Vinos de licor dulces, contenido minimo 4 % (v/e)e&tanol.
Vinos dulces naturales, contenido minimo 7 % (d&/etanol.
Vinos naturalmente dulces, contenido minimo 13 %) (@e etanol.

WwnN e

Entre los vinos dulces mas conocidos se encuentaiRedro Ximénez (PX), que
son vinos obtenidos a partir de uvas pasificadata dariedad del mismo nombre, se
cultivan predominantemente en la zona vitivinicelantilla-Moriles, y los de Malaga,
gue se elaboran con las variedades de uva Mosimtalejandria y/o Pedro Ximénez,
fortificados con etanol de origen vinico. Ambos samos de postre muy estables. La
definicion de cada tipo de vino, los productos am#mlos y las normas de elaboracion
estan recogidos en los reglamentos de los Congggsiladores de cada una de las
Denominaciones de Origen correspondientes. En genss consideran vinos dulces
aquellos que tienen un contenido mayor de 45 g/hzdear.

|1.1.1. Descripcion de la zona de produccion de vie® X |

Las zonas de produccion de vinos PX se sitian ®fotalidades de Montilla-
Moriles (Cordoba), Malaga y Jerez de la Fronterad(g), siendo la primera de ellas
(Figura 1.1) la de mayor producciéon de este tipo de vino dulaguin Hidalgo (2002),
estas zonas de Andalucia se incluyen en la zon& \a ctlasificacion de Winkler y

— _ . Amerine, ademas de Grecia, Chipre, ltalia y Turguia
= = —| que poseen un indice heliotéermico de 2597°C,
@ caracterizado por la suma de temperaturas mayores a
- 10°C durante el ciclo vegetativo de la vid y con
AR
S

0 % temperaturas maximas diurnas durante el periodo de
y >
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Figura 1.1. Localizacién de
Montemayor (Cérdoba), DOP
Montilla-Moriles.

® Municipio de: La DOP Montilla-Moriles elabora mas del 90%
IRy de la produccion total de vindBedro Ximénez por
reunir las condiciones climaticas adecuadas conho so
calor, ambiente seco y por ocupar la mayor extend&
cultivo de esta variedad de uva.

La vid se cultiva en estas zonas sobre suelos
calizos, siendo los mas caracteristicos las aligrigon
de color blanco como la cal, presentan caractesitsdafolégicas de las margas calizas y
poseen un elevado porcentaje de caliza activaugaetienen el agua procedente de las
cortas pero intensas lluvias en el subsuelo a wvanetros de profundidad durante todo el
afo. En zonas muy concretas se presentan suet@squ¢ poseen un mayor porcentaje
de arena en la capa superficial y en profundidaérseientra la marga caliza. Estas
caracteristicas de los suelos condicionan la @gacdel porta-injertos sobre el que se
desarrolla la parte aérea de las variedades deultidadas. Los mas usados son el 41 B
de Millardet y el 161-49 de Couder, seguidos a gliatancia del porta-injertos 110 de
Richter (Valencia, 1990 y Lépez-Alejandre, 2000).

En general, el clima es de tipo semiarido con redlguzonas de tipo seco
subhumedo, con una eficacia térmica de tipo mesatér Las temperaturas medias
anuales oscilan entre 13,2 y 19,5°C vy las precipites entre 415 y 813 mm al afio. Bajo
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estas condiciones climaticas tiene lugar la madamagerecoz, rapida y completa de las
uvas para la elaboracién de excelentes vinos dulces

La variedad de uva mas utilizada en la elaboradénos vinos dulces en las
zonas de Montilla-Moriles y Malaga es, generalmeRexlro Ximénez. Es una variedad
de uva blanca tipicamente mediterranea y el magcplahtacién permitido oscila entre
2500-3000 plantas/ha, segun la zoRmra 1.2). Tradicionalmente, la vid se conduce
mediante poda corta, ciega, y pulgares con dos gery
vistas, aunque en la actualidad se tiende al cudiv

disminuyendo en zonas costeras, porque los ro
maritimos la pudren con facilidad debido a quedtie
una piel muy fina que la hace muy sensible a
humedad.

Las caracteristicas enoldgicas a destacar so
baja acidez titulable de los mostos y su eleva
contenido en azucares. Su habitat ideal se eneue
en zonas de interior con climas secos y caluros
como la Denominacion de Origen Protegida Montill
Moriles (Cérdoba), cuya extension aproximada es
7500 ha. La uva Pedro Ximénez, de origen incierta
discutido, es muy versétil utilizandose para
elaboracion de vinos generosos de gran finura
elevado grado alcohdlico natural como los finei=
amontillados, olorosos, palos cortados y el vintegly Figura  1.2. Imagen de la
que lleva su nombre, también conocido como Pe Variedad de uva Pedro Ximénez.
Jiménez o Pedro Ximén, segun la zona de Andalucia.

Es muy sensible al mildeu y a la podredumbre.

|1.1.2. E| proceso ae pas#lcacmn |

La pasificacion de las uvas por exposicion dirattsol, también llamado “soleo” o
“asoleo”, es un tratamiento post-cosecha que seadaadicionalmente de una manera
muy similar en las tres zonas citadas del sur delalucia. Las caracteristicas
edafoclimaticas particulares de cada comarca yaloddentes meteorologicos que
ocurren durante la maduracion y el soleo de las determinan la velocidad del proceso
y la calidad del mosto obtenido.

Particularmente, en determinadas zonas de laidacatie Montemayor (Cordoba)
(Figura 1.1), las uvas Pedro Ximénez maduran completamentea f@primera quincena
del mes de agosto, o que permite comenzar el gpoode soleo con las elevadas
temperaturas y el elevado grado de horas de inénlaaracteristicos de este mes. Segun
datos de observatorios meteoroldgicos situadosa eorla, la temperatura media durante
el periodo de soleo en un afio tipico es de 28+28@,temperaturas extremas de 45 y
14°C, la humedad ambiente relativa presenta valoredios de 31+9% vy valores
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extremos de 82,7 y 8,7% vy la radiacién solar mef#ia25,4 MJ/ridia con valores
extremos de 28,1y 16,1 (Junta de Andalucia, 2011).

El proceso de pasificacibn comienza con la reca@ecde las uvas sanas y
maduras, con un contenido medio en azucares dd%Balumeé (°Bé), que se transportan
cuidadosamente hasta las paseras en cajas declasitnentario, cuya capacidad
maxima es de 15 Kg. Tradicionalmente, los racimaecsionados se colocaban sobre
discos de esparto denominados “capachos, pasesdsm@s” de 1,5 a 2,0 m de diametro,
pero en la actualidad se usan unas mallas deqaadimentario de 0,75 m de ancho y 10
m de longitud que se extienden sobre el suelo.

Figura 1.3. Mallas de plastico Figura 1.4. Disco de esparto.
(Actualmente).

Las paserasHguras 1.3y 1.4, paseras de Montemayor) se sitlan en terrenos
arenosos de suaves pendientes, seleccionados poestacion al sol, de manera que los
racimos reciban el maximo namero de horas de Ilar sirecta. El soleo dura en torno a
7-10 dias cuando las condiciones climaticas lo ftermSin embargo, en las paseras
situadas en zonas de humedad relativa elevada duede de 10 a 20 dias, e incluso
pueden sufrir rocios nocturnos. Para que todasvas se deshidraten homogéneamente,
es necesario voltear periodicamente a mano lososgctle uvas y también es conveniente
cubrirlos por la noche para protegerlos de la hangeddspecialmente en las zonas
proximas al mar, como Malaga y Jerez.

Tras alcanzar su punto Optimo de desecacign
entre 22-25°B¢é, el mosto de uva tiene un conteaido
azucares reductores superior a 350 g/L, las uvas
recogen con especial cuidado para evitar roturasf
deterioros Figura 1.5). El grado de pasificacion que s¢
obtiene en las uvas de la variedad Moscatel |
Alejandria en Méalaga es menor que el obtenido en
uvas Pedro Ximénez en Montilla-Moriles. Esto
debido al mayor espesor del hollejo, al mayor tama
del grano, al menor tiempo expuesto a la pasificaygi
a la mayor humedad ambiental.

Figura 1.5, Contenedores de
plastico con uvas pasificadas.

El principal inconveniente del asoleo es la depeoide de las condiciones
ambientales. Una humedad excesiva, tormentas irsegseo algunos dias sucesivos de
lluvia pueden arruinar la campafa de soleo, praigipnte porque en estas condiciones
se favorece el desarrollo de hongos filamentoso®dspergillus Estos hongos son los
predominantes durante la maduracion, recolecciGl periodo de soleo, cuando el
ambiente es calido y humedo (Val&toal.,2005). Los mostos obtenidos a partir de uvas
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afectadas poA. nigri presentan contenidos de Ocratoxina A (OTA) supesial limite
establecido de 2 pug/L para toda clase de vinos péndunadamente, cuando el proceso
de soleo se realiza en condiciones 6ptimas, ekeoald en OTA es menor de 0,1 pg/L
(Serratosat al.,2008).

En cuanto a logxambios fisicos se observa que la piel de la uva se arruga
progresivamente, se pardea, pierde elasticidad lyase fragil debido a la exposicion
directa al sol que conlleva una pérdida de agulaadea el
50%, y el denominado “escobajo o raspon” también
oscurece y se seca. Las uvas desecadas contienen
zumo, de modo que el agotamiento completo solo
consigue utilizando métodos enérgicos de prensado
medida que el grado de asoleo es mayor, el coldosle
mostos cambia desde el amarillo al pardo rojizo,
densidad y viscosidad aumentan y el mosto que tseneb

via retronasal se aprecian olores a pastel canaynieéno ?aé
seco. En boca resultan dulces y suaves.

En cuanto a losambios quimicos la principal Figura 1.6. Racimo de uva
consecuencia de la pérdida de agua del grano desugh PX pasificada.
aumento de la concentracion de las sustanciasltdisusn
el mosto que se obtiene de las uvas maduras @ idé asoleo. Segun Franet al.,
(2004), los valores de la acidez titulable y el guHnentan en la misma proporcién que
disminuye el contenido en agua.

Los componentes del mosto de uva pasificada s#icéa segun su importancia
cuantitativa y enolégica. Asi pues, la pasificaciproduce un aumento de las
concentraciones de los compuestos quimicos magostde la uva, azucares y acidos,
aunque en proporciones diferentes, ya que los fcmeeden incluso disminuir su
concentracion. Este diferente comportamiento sege&plicar por las transformaciones
gue los acidos experimentan en funcién de la alai/de enzimatica de la uva, que a su
vez depende de su estado fisioldgico y de la temypex. Estd descrito que la acidez
aumenta en menor medida que los azlcares, deltedpéadida de agua y al consumo de
acido malico (Flanzy, 2000; Bellincontst al., 2004), que presenta contenidos menores
de 1 g/L en el mosto de uva madura Pedro Ximénépdtet al., 1988). El aumento de
pH y de la capacidad tampon (Peinati@l.,2009) de los mostos sugiere un aumento en
el porcentaje de salificacion del &cido tartaridmieno y Peinado, 2010).

|1.1.3. Proceso de obtencio! n del mosto |

Una vez llegado al punto éptimo de pasificacios, facimos de uva tienen una
concentracién en azlcares superior a 350 g/L. @mea y se seleccionan de las mallas
s6lo aquellos racimos que estan en perfecto estautario para la elaboracion de vino y
se transportan inmediatamente al lagar en conteeedi® plastico. Segun el grado de
pasificacion de la uva, pueden obtenerse mostodifdeente riqueza en azucares con
diferente color y también con diferentes caradieds aromaticas.
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Los racimos se colocan sobre una prensa de platosohtales de pequefio
diametro, donde se consigue un primer moBigufa 1.7). La pasta resultante se somete
a un segundo prensado en prensas Vverticales
(Figura 1.8), que pueden alcanzar presiones de
hasta 300 atm, se obtiene
un segundo mosto de color|] [ W ]
mas oscuro. El rendimiento| = = |
minimo en mosto de las
uvas pasificadas se situan
sobre los 30-40 L por cada
100 kg de uva fresca. La pasta resultante del adende las uvas
pasificadas son los hollejos y las pepitas, quesiizan para la
obtencién de alcohol vinico y compost. El mosteamholiza Figura 1.8. Imagen de
hasta un minimo de 8% de etanol. una prensa vertical.

Figura 1.7. Imagen de una prensa
horizontal.

azucares

La composicion microbiana de levaduras en el madto uva contribuye
significativamente en las caracteristicas organiai@p del vino producido debido a su
actividad metabolica. La biodiversidad de espedee¢evaduras de mostos de uva se ha
descrito desde hace tiempo, y éstas pertenecercigalimente a los géneros
Hanseniaspora (forma anamorfica Kloeckerg, Pichia, Candidg Metschnikowia
KluyveromycesSaccharomyces, ocasionalmente, también pueden encontrarseiespec
de otros géneros contygosaccharomyceSaccharomycoded orulaspora Dekkeray
SchizosaccharomycéBleet, 2003; 2008)Hgura 1.9).

; X5 SREs C
o &o <

Figura 1.9. Fotografias de diversos géneros de
levaduras.

Estas levaduras proceden de los granos de uva gnmumkente de la bodega. Se
sabe que muchas de las especies de l&ancharomycegroductoras de bajo grado
alcohdlico,(especialmente ddanseniasporaCandidg Pichia y Metschnikowiainician
espontaneamente la fermentacion alcohdlica del anaost uva, pero pronto son
reemplazadas por el crecimiento$lecerevisiaglevadura mas tolerante al etanol, de tal
manera que predomina desde la mitad hasta el delgbroceso, frecuentemente queda
ésta como Unica especie (Fleet, 1998). Sin embaxjsten pocos estudios sobre las
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poblaciones de levaduras en mostos con elevaderidoten azucares. Se ha descrito
que en uvas pasificadas al sol de la variedad Pé&diénez (DOP Montilla-Moriles) el
contenido de mohos y bacterias lacticas y acétiedss mostos muy azucarados depende
del estado sanitario de la uva y de las condiciatepasificacion; aunque, una vez
finalizada la fermentacion los mohos desapareceh yimero de bacterias se reduce
significativamente (Garcia-Martinez al, 2008).

S. cerevisiaes un hongo sacarofilico y en su ambiente naserancuentra con
concentraciones elevadas de azucares (Erashals 2003). Para la produccion de vinos
dulces, la concentracion de azucar puede ser su@rb0% (p/v). Numerosas cepas de
S. cerevisiagposeen una apreciable capacidad para resistitrasesmotico y producir
etanol a partir de la fermentacion de mostos de aora concentraciones elevadas de
azucar (Malacrinoet al, 2005). Urso y colaboradores (2008) han invedtigéa
biodiversidad y dinamica de levaduras por métodokecnlares durante la produccion de
vino dulce obtenido a partir de uvas pasas. Sobase uvas se destacO una gran
biodiversidad de mohos, mientras que las levadiggaron a ser importantes solamente
en los mostos, aislandose Saecharomyces (Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia
Candida, Torulaspory Debaryomyc@sy Saccharomyces cerevisidesta Ultima especie
fue la que condujo y finalizé la fermentacion y tdouyo a las caracteristicas finales de
los vinos dulces obtenidos. Recientemente, Tofalocojaboradores (2009) han
encontrado distintas especies de levaduras osmantdés comdCandida zemplininaC.
apicola y Zygosaccharomyces baila través de todo el proceso de fermentacion de
mostos con elevado contenido en azucares, miequsS. cerevisia@revalecié después
de los 15 dias de fermentacion.

Varios investigadores han sugerido que ciertas cespede levaduras no-
Saccharomycedales comoKloeckera apiculataC. stellatay T. delbrueckii podrian
tener mejor capacidad qu& cerevisiagara crecer durante la fermentacion de mostos
con elevada concentraciones de azlcares y mefy@alacteristicas de los vinos dulces
(Bely et al, 2008; Tofalcet al, 2009).

.4.1. Respuesta molecular ccharomyces cerevisiaelas condiciones de estre
a alta concentracion de azucar

Hohmann y Mager (2003) definieron el estrés eritso litulado “Respuestas de
las levaduras al estrés” de la forma siguientes ¢landiciones ambientales que amenazan
a la supervivencia de una célula o al menos le dewpifuncionar éptimamente son
comunmente denominadas estrés celular”. Muchosorct exdgenos pueden ser
peligrosos para las células como cambios de temupargresion osmaotica, limitacion
nutritiva, condiciones oxidativas y presencia dedpctos quimicos, como metales
pesados, sales, herbicidas, compuestos toxicdspoaiuctos metabdlicos.

Durante la produccion de vino, las células de lavadstan afectadas por varias
condiciones que son adversas al crecimiento y aviddbilidad, como elevada
concentracion de azucar o de etanol, por lo quéelasiuras deberian responder a estas
condiciones, pues de lo contrario la fermentacidooh®lica se puede afectar
negativamente. Por lo tanto, una de las condiciaigegstrés que puede afectar a las
células deS. cerevisiaelurante su crecimiento en mostos de uva de afteectracion en
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azucar es el estrés osmotico. Las células de lexatuelevada concentracion de glucosa
tienen una velocidad de crecimiento menor duraatéase inicial de fermentacion e
incluso esta condicion puede contribuir a paraga®mentacion (Guidt al.,2010).

S. cerevisiase adapta al aumento del estrés osmotico aumenkanuioduccion
de glicerol intracelular como soluto compatiblegpasi compensar la presion osmoética.
Se ha observado que algunas levaduras tienen bodebgcerol activas (Hohmann,
2002).Sin embargo, el estrés osmotico no sélo induceuanalacion de osmolitos, sino
gue también tiene un gran impacto sobre la fisial@glular, como la reorganizacion del
citoesqueleto, la dindmica de los cambios de laedarelular, la alteracion de la
homeostasis de iones, los ajustes metabdlicosigtencion de ciclo celular, asi como un
efecto muy notable sobre la expresion génica (Hoimn2002; Nadal y Posas, 2008).

La respuesta osmorreguladora ®ncerevisiaese esta estudiando mucho en la
actualidad (Erasmust al.,2003; Hohmann y Mager, 2003; Jiménez-Mattal.,2011a;
b). La ruta clave que permite a las céluldes S. cerevisiaerecibir y responder
rapidamente a cambios en la osmolaridad es la MARKS (Mitogen Activated Protein
Kinase High Osmolarity Glycergl (Capaldi et al., 2008). Las rutas MAPK estan
altamente conservadas en eucariotas. Consistenastadas de proteinas quinasas
actuando unas sobre otras a través de fosforilesi@onsecutivas. También se ha
comprobado que esta implicada la ruta RAS-cAMP P#ufg interviene en la regulacion
del crecimiento celular, en la reserva de carbomen Ya respuesta al estrés (Erasmius
al., 2003).

El paso clave de la sintesis del glicerol estalizatho por la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa citosolica dependiente de NAfDe convierte dihidroxiacetona-fosfato
en glicerol-3-fosfato con la generacion de NADos isoformas de esta enzima estan
codificadas por los gen€&PD1y GPD2 Se ha comprobado que el ggéRD1 se induce
por estrés osmotico (Erasmas al., 2003, Zuzuarreguet al., 2005). Sin embargo, la
expresion deGPD2 no se induce por dicho estrés (Pigeau y Ingli§720por lo que
parece que tiene un papel en el mantenimiento giglitlerio de redox en condiciones
anaerobias (fermentacion).

Un aumento de la produccién de glicerol requiereaumento equimolar de la
formacion de NADH citoplasmico. En condiciones devado estrés osmotico, esta
exigencia parece estar parcialmente resuelta pafisiainucion de la reduccion de
acetaldehido a etanol y por un aumento de la oXidaa acetato. Por lo tanto, en
condiciones de estrés, la formacion de acetatoajuely papel importante en el
mantenimiento del equilibrio redox en las céluladevadura (Erasmuet al.,2003). Esto
puede ocurrir por la accion de la aldehido deshieimasa dependiente de NADRue
reduce NAD a NADH oxidando el acetaldehido a acido acétiggura 1.10). Pigeau y
Inglis (2007) describieron que la aldehido deslydrmasa responsable del aumento de
acido acético en vinos con elevada concentraciéazdeares estd codificada por el gen
ALD3, pero no por los gendd_D2,-4,-5y -6.

Estudios sobre transcritbmica y protedGmica en leraglen condiciones de estrés
a alta concentracion de azucar muestran que axissumento en la regulacion de los
genes de las rutas de la glicolisis, de las pestimsdato, del glicerol, de la trehalosa, en
la produccién de acido acético a partir de aceddte y de succinato a partir de
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glutamato (Erasmust al.,2003; Pham y Wright, 2008; Guidt al, 2010; Jiménez-Marti
et al, 2009; 2011b).

D-Glucosa
D-Fructosa

Diludroxiacetona Gliceraldehido-3-fosfato
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Figura 1.10 Esquema de la fermentacion alcohdlica y glicefmiia. Puntos de control
para el mantenimiento del equilibrio redox.

|1.1.5. Produccion de vinos dulces |

Segun el reglamento de la DOP Montilla-Morilesyiglo Pedro Ximénez es un
vino de licor de calidad producido en regiones meittadas (VCPRD), con un contenido
minimo en azlcares de 272 g/L, obtenido a partiode soleada de la variedad Pedro
Ximénez y cuyo contenido en etanol procede deriadatacion alcohdlica parcial del
mosto.

Cuando se us&. cerevisiagpara fermentar mostos con alta concentracion en
azucares se presentan dos importantes problemaisa®cEl primero de ellos es un
inicio complicado de la fermentacion, que provoca fiase de adaptacion demasiado
larga y, en consecuencia, fermentaciones muy lgngegadas prematuras no deseadas.
El segundo problema es la dificultad de detendedaentacién en el momento Gptimo
para obtener el tipo de vino buscado. Ademas, gstolslemas pueden favorecer el
desarrollo de microorganismos indeseables que aaméa acidez volatil, originando
vinos de baja calidad (Cariéit al., 1999). Salmon y Mauricio (1994) observaron una
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menor actividad en el transporte de glucosa erdlgas que fermentan medios con una
elevada concentracion de azucares.

No obstante, el nivel actual de conocimientos wypécacién de biotecnologias
apropiadas permiten la fermentacion de estos mosemkante levaduras seleccionadas
por su elevada tolerancia al azucar y al etandiycahan sugerido numerosos autores
(Osho, 2005; Zuzuarregaeit al, 2005; Malacrincet al, 2005; Garcia-Martineet al.,
2007; Tofalcet al, 2009; Ortiz-Mufizt al, 2010; Lépez de Lerma y Peinado, 2011).

A partir del vino base, en el mercado se puedergrarodos tipos de vinos dulces
segun el tiempo de envejecimiento: vino Pedro Xiezée Aflada, encabezado de nuevo
hasta 15% (v/v) de etanol y sin periodo de criagzano Pedro Ximénez de Soleras, con
periodo de crianza oxidativa mediante el tradidiosisgtema de criaderas y solera
(Berlanga et al., 2004a y 2004b), el cual modifica de forma consilEr las
caracteristicas organolépticas del vino de partida.

Saca
Homogeneizacion
Rocio

SOLERA Saca

Homogeneizacion
Embotellado

Figura 1.11 Diagrama de envejecimiento mediante el sistema de
criaderas y solera.

El sistema de criaderas y soleras es un métodorideza y envejecimiento
dinamico de ciertos vinos, que se fundamenta emelzcla de vinos, de diferentes edades
medias, almacenados en varias escalas superpdedtatas viejas a traves de adecuadas
operaciones sucesivas de extraccion (saca), horeizgeion y relleno (rocio) del vacio
producido en cada bota de la escala a roEigu¢a 1.11). De este modo, se consigue un
producto homogéneo a lo largo del tiempo, y que Jm®s mas jovenes que se
incorporan al sistema se beneficien de las aportasi organolépticas de los mas
envejecidos. A cada conjunto de botas con vinotadaisma edad media se le llama
“escala”. A las botas que contienen los vinos mémpy se les llama “solera” por estar
préximas al suelo. A la escala colocada encimaasglesbleras, con vinos también viejos

10
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pero algo mas jovenes se les llama “12 criader#d, saguiente “22 criadera” y asi hasta
llegar a los vinos mas jovenes, normalmente hastic alturas de botas. Las botas son
de madera de roble americano envejecida, puesto@se desea que aporte taninos ni
aromas propios de las botas nuevas, sino que detéavase por cuyos poros penetre el
oxigeno del exterior. Las botas se suelen llenstahegproximadamente las 5/6 partes para
gue quede una superficie libre donde el oxigendaoiéntamente al vino, modificando
asi sus caracteristicas organolépticas.

Tras un periodo de envejecimiento no inferior a @iéss el vino a comercializar
se extrae de la solera. Este se encabeza hastadsiagion final de 15% (v/v) de etanol,
segun la normativa vigente (Regalmento CE 1493/1@€19Consejo, 99). El vaciado
formado en la solera se rellena con vino de la gmamcriadera, previamente
homogeneizado, ésta con el vino de la segundaj guagsivamente hasta la ultima
criadera, que se rocia con el vino Pedro Ximénekafite

11
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1.2. INMOVILIZACION CELULAR

El uso de sistemas de células inmovilizadas enepox: fermentativos, como la
elaboracion de productos alimenticios (vino, vimagicerveza), es un area de
investigacibn muy atractiva que rdpidamente se Xtandido debido a las ventajas
técnicas y econdmicas que presenta cuando se campaios sistemas tradicionales de
células libres (Margaritis y Merchant, 1984; StawaRussell, 1986; Kourkoutat al.,
2002).

En 1916, Nelson y Griffin descubrieron por sereradgue la enzima invertasa de
levadura se adsorbia sobre carbdn activo y erazcdpacatalizar la hidrolisis de la
sacarosa. A partir de este momento, se publicaados/trabajos sobre la inmovilizacion
de enzimas con uniones covalentes a distintos wpdtero no fue hasta 1969 cuando la
inmovilizacion de enzimas comenzé a aplicarse eninldustria por Chibata y
colaboradores en Japén para la obtencion de L-awithas y N-acil-D-aminoéacidos,
mediante la inmovilizacion de una amino-acilashaego sobre DEAE-Sephadex.

Posteriormente, se intentd inmovilizar células exstepara evitar pérdidas de
actividad catalitica, ahorrar los costes de lafigagion de la enzima y llevar a cabo
procesos multienzimaticos. De modo que, los cudtiviie células inmovilizadas
comenzaron como una derivacion de los procesoszimas inmovilizadas. La primera
aplicacion industrial de células microbianas inrlipadas fue realizada con éxito por
Chibata y colaboradores en 1973 en Japo6n paragrddaspartato a partir de fumarato
y de amonio mediante el atrapamientoEdeherichia colien gel de poliacrilamida, esta
bacteria tiene una elevada actividad aspartasab&Ghet al, 1974). Kennedy y
colaboradores (1976) inmovilizaron células micrabmsobre hidroxidos metalicos.

La inmovilizacion celular puede ser definida coraaubicacion fisica de células
en un espacio o region especifica, de forma naturaducida, en la cual son capaces de
mantener una actividad catalitica deseada (Katral, 1985). Actualmente, los sistemas
de inmovilizacion se aplican a biocatalizadoresn@oenzimas, organulos celulares,
microorganismos, células animales y vegetales, queslen confinados en un espacio
definido, de tal modo que conserven sus actividagepuedan ser reutilizados
repetidamente durante un largo periodo de tiempo.

|1.2.1. Ventajas e inconvenientes de la inmovilizae celular |

El uso de sistemas de células inmovilizadas enegaxcfermentativos ofrece una
serie de ventajas frente a los procesos tradi@srain células libres como son:

* prolongan la actividad y la estabilidad de los btatzadores

* mejoran la productividad de las fermentaciones,jddel que se puede
alcanzar una mayor concentracion de células

» acortan el tiempo del proceso

» posibilidad de trabajar con células no proliferante

» reducen el riesgo de contaminacion

» posibilitan procesos continuos de fermentacion spipueden optimizar y
controlar mejor
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* aumentan la tolerancia a sustancias inhibidoraiaacancentracion de
sustrato y al producto final

» posibilitan la realizacion de fermentaciones a begmperatura para
mejorar la calidad del producto

* introducen y retiran facilmente los microorganisnues los medios de
cultivo después de la total o parcial biotransfaridra de los sustratos en
el momento mas deseado y conveniente

* reutilizan las células

» posibilitan la realizacion de fermentaciones a messrala reduciendo
costes y facilitando el uso de una variedad de scep&robianas que
incluyen organismos modificados genéticamente.

Los inconvenientes asociados a los propios sisteteammovilizacion celular
son:
0 incremento de la turbidez, debido al desprendirniesteé células, que
dependera del método de inmovilizacion empleado
0 inestabilidad mecanica del soporte usado
o pérdida de actividad celular en operaciones pradag.

La mayor dificultad que presenta cualquier sistefmanmovilizacion celular es
conseguir mantener las células inmovilizadas ers woadiciones fisiolégicas Optimas,
ya que se alteran con el tiempo, debido fundanreetae a que los inmovilizados estan
sometidos a unas condiciones no naturales.

|1.2.2. Tipos de sistemas de inmovilizacion celular |

Segun la técnica o el método de inmovilizacion kistemas de células
inmovilizadas se pueden clasificar de la siguiemi@era:

|A. Inmovilizacion natural |

Bajo determinadas circunstancias ciertos microusgaos se unen entre si de
forma natural y espontanea, sin ningun tratamigotonando agregados, floculos,
micelios, velos, 0 se unen a determinados tiposaportes o matrices produciendo
biopeliculas, en las que los microorganismos selarican atrapados por polimeros
extracelulares secretados por ellos mismos. Un tipoinmovilizacion natural lo
constituyen las bacterias del acido acético (vieagr las levaduras de flor (crianza
bioldgica de vinos), que producen espontaneamenielo sobre la superficie del vino
(Peinado y Mauricio, 2009). También se ha consegual inmovilizacion celular
mediante modificaciones genéticas.
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|B. IanVI||zaCIon art|¥|C|a| |

Para el resto de microorganismos que no se puedeovilizar de una manera
natural, existen los siguientes sistemas de inmzaecibn, que sirven tanto para
microorganismos como para organulos, enzimas,azkhimales y vegetales (Webl
al., 1986; Tanaka y Kawamoto, 1999; Kourkowaal, 2004; Willaert, 2007).

B.1. Sistemas de inmovilizacion por retencion fisica

B.1.1.Atrapamiento con matrices porosas

Este sistema de inmovilizacion consiste en langéda fisica del biocatalizador en
una red de una matriz constituida por uno o vasmgmeros, que pueden ser naturales
(colageno, alginato, carragenato) o sintéticosigpolamida, poliuretano). La matriz
rigida debe permitir la difusion de sustratos ydpidos, ademas de hacer posible el
crecimiento y mantenimiento de las células actives. general, el proceso de
inmovilizacidn se lleva a cabo mediante la susgende las células en una solucién del
mondmero. La polimerizacion se inicia por un camédé temperatura o mediante la
adicion de un reactivo quimico. El atrapamientodeuser en geles o en fibras, éstas
suelen ser mas resistentes que los geles.

|B.1.2.Inclusic’)n en membranas |
|B.1.2.1.Microencapsulacién |

En este tipo de inmovilizaciébn las células estddeaslas de membranas
semipermeables que permiten el paso de moléculsssti@to y producto, pero no de las
propias células. Pueden ser de polimeros sintétijgssomas o microcapsulas de
celulosa. Las microcapsulas son de forma esférmatamafnos comprendidos entre 1y
100pum de diametro.

B.1.2.2.Reactores de membrana

Los reactores emplean membranas permeables algbooithal, permeables o no
al sustrato e impermeables a las células. Mediange bomba se establece un flujo
liquido donde el producto atraviesa la membranaedaitor. El desarrollo de reactores o
sistemas que contengan células atrapadas con mmasbra despertado gran interés en la
industria.
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|B.2. Sistemas de inmovilizacion por unién quimica |
|B.2.1.Unic’>n a soportes |

Son los sistemas de inmovilizacibn mas usados @repos biotecnoldgicos y de
los que se dispone de mayor informacion. El bidizaidor se puede unir a un soporte
insoluble en agua mediante fendmenos de adsoroitergcciones ionicas, fuerzas de
Van der Waals, por puentes de hidrogeno), por uoawalente (enlaces diazo, enlaces
peptidicos) y mas raramente por uniones bioespasifiEn el primer caso tiene el
problema de que los microorganismos pueden sepadhais soporte, con pérdida de
actividad del inmovilizado, ya que las uniones oo sovalentes.

Los soportes se pueden clasificar en dos grandes$r

B.2.1.1 Soportes inorganicasDentro de este grupo existe una gran variedadplates,
que pueden seraturales(arcillas como bentonita, piedra pomez, silicegmedita, entre
otros) o materiales manufacturadofxidos de metales y vidrio de tamafio de poro
controlado, vidrio no poroso, alimina, ceramicat,dg silice, entre otros).

B.2.1.2 Soportes organicasSe pueden dividir en:

Polimeros naturales

-polisacéridos (celulosa, almidén, dextranos, aggayosa, alginatos, quitina).
-proteinas (gelatina, albumina, colageno, queratina

Polimeros sintéticos

-poliolefinas (poliestireno).

-polimeros acrilicos (poliacrilatos, poliacrilamlgolimetacrilatos).
-otros tipos (alcohol polivinilico, poliamidas).

|B.2.2.Reticulado o0 Entrecruzamiento |

Este método consiste en usar reactivos bifuncienateno el glutaraldehido,
diisocianato de tolueno o de hexametileno, parandorbases de Schiff con grupos
funcionales de los biocatalizadores, produciendcentmamado de redes insolubles en
agua. En este caso, las propias células actian sopaote.

15



Introduccién

En laFigura 1.12 se muestra un resumen de los tipos de inmovibrmacelular
que existen hasta la actualidad.

| METODOS DE INMOVILIZACION CELULAR ﬂ

POR RETENCION FiSICA POR UNION QUIMICA

ATRAPAMIENTO UNIONES A SOPORTES +—

con matrices porosas olnorgénicos }

INCLUSION EN MEMBRANAS * Orgéanicos

» Microencapsulacion
* Reactores de membrana

RETICULADO O ENTRECRUZAMIENTO <+—

Figura 1.12.Esquema de los métodos basicos de inmovilizaanas.

1.2.3. Soportes usados en vinificacion

A nivel industrial, la utilizacién de células innitizadas ofrece varias ventajas
generales, de las cuales las mas importantes soosihilidad de intensificar procesos
tecnoldgicos, la reutilizacién de la biomasa celala pérdida de su actividad catalitica y
la obtencién mas facil del producto final. A pedaresto, el uso de células inmovilizadas
en productos alimenticios esta todavia limitada aVestigacién a escala piloto, quizas
entre otras razones por el uso de soportes adec(iddotynenko y Gracheva, 2003).

Uno de los aspectos mas importantes y criticosaemrhovilizacion celular
aplicada a la Enologia es la selecciéon de un sepmaecuado o matriz. Los soportes
usados para inmovilizacién en la industria alimn@atdeben ser materiales de grado de
pureza alimentaria, ademas de baratos, abundafaenaturaleza y de facil manejo en la
industria. En el caso de soportes aceptados pagethiccion de vinos deben, incluso,
tener caracteristicas como ser de naturaleza rradhggles, ideales para fermentaciones a
baja temperatura, no susceptibles de contaminaceptgs desde el punto de vista
alimenticio, no toxicos, higiénicos, quimicamentadtivos y no deben influenciar la
composicion sensorial del vino (Kandyisal.,2008).
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Uno de los primeros soportes ensayados fue lagoibdianida, que presenta unas
excelentes propiedades de resistencia mecanica,tigeie el grave inconveniente de
ceder mondmeros toxicos al vino, llegando inclusohébir la viabilidad de las células
incluidas (Hidalgo, 2003). Los geles de carragenatie alginato también se han usado
para la produccién de vinos, ambos son polisacgritturales extraidos de algas
marinas. Los geles de alginato son los soportesathésuados para la inmovilizacion de
levaduras en la elaboracion de los vinos espumosos.

En la actualidad existe un producto comercializatmominado “perlas de
alginato” que consiste en incluir los microorgaresnen una matriz de alginato célcico,
gue es permeable a los sustratos y metabolitos ehtmedio y los microorganismos,
ademas no libera células de levadura al mosto @. \ia gelificacion de carragenato y
alginato se producen a temperaturas bajas en prasdncationes de potasio o de calcio.
Se obtienen unas esferas o perlas de unos 2 mramettb con dos zonas diferentes:
una capa externa hecha con alginato estéril y ona interna que contiene células de
levadura activas. Aproximadamente tiene 2,5 mikode células de levadura vivas por
gramo. En estos sistemas de inmovilizacion convestitar la multiplicacion celular en el
interior del gel para impedir la liberacion de d&ual exterior y la retencion de €9
etanol por el soporte que podria inhibir el procdsdermentacion.

Investigadores de la Universidad de Patras (Gréan)estudiado y comparado el
uso de multitud de soportes para la produccion idesvcomo el Kissiris (una roca
volcanica porosa), bolitas porosas yalumina, perlas de alginato calcico, material
celulésico deslignificado, bolitas de gluten, trezte frutas (pera, manzana, membirillo y
muchos mas), hollejos de uva, corcho, trigo, celfBdioyianiset al, 1997; Kourkoutas
et al, 2002; Mallouchoet al, 2003; Mallioset al, 2004; Tsakiriset al, 2010; Kandylis
et al, 2010; 2012).

1.2.4. Aplicaciones de la inmovilizacion celular ewinificacion

La inmovilizacion celular tiene una serie de aplioaes, algunas se han llevado a
cabo a nivel industrial y otras se estan adaptamndénologia a nivel de laboratorio para
su estudio. A continuacion, se describen las masiitantes.

1.2.4.1. Para producir_vinos_espumososA finales de la década de los afos 80, la
inmovilizacién celular se estudid6 sobre todo pasa réalizacion de la segunda

fermentacion en botella de los vinos espumosogjyagoaporta una mejora tecnologica
gue reduce trabajo, tiempo y, por lo tanto, costes.

Durante el proceso de removido (giro de la bot@la)ino y el interior del vidrio
deben quedar perfectamente limpios y transpareb#esiclusion de levaduras en bolas
de alginato célcico evita su propagacion en elwtnojde la botella. Como las levaduras
guedan atrapadas en el gel de alginato, el remaonatwal puede eliminarse, bastan solo
algunos segundos para que las bolas se sedimatiene cuello de la botella cuando
ésta se introduzca cabeza abajo en la balsa déedesd.-a retirada de las levaduras es
muy rapida.
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No obstante, se han detectado algunos inconveniartesu uso, debido a la
naturaleza del soporte, se ha comprobado queganad casos, existe un incremento de
calcio en el vino. Este hecho conlleva a probledegrecipitacion de tartrato de calcio.
Para evitar la liberacion de células de levadas,plerlas de alginato se sellan con una
capa estéril de alginato calcico. También se hia B alguna ocasion que este sistema
ralentiza la toma de espuma. Incluso se han deediferencias organolépticas respecto
al uso del sistema tradicional de células libregldlgo, 2003).

Otro soporte que se ha usado para la segunda fexeréen en botella son los
criogeles de alcohol de polivinilo, pero antes@®mete a las células a un tratamiento que
inhibe el crecimiento y la proliferacién de lasutas de levadura sin afectar a la actividad
de fermentacion para prevenir la liberacion dec#slas de la matriz (Martynenlad al,
2004).

Otras alternativas para la produccion de vino eggonpor células inmovilizadas
son la de encapsulacion dentro de un recinto ondentlembrana semipermeable y el
empleo de levaduras floculantes. Los soportes t@psula o contenedores de
microorganismos han sido ensayados con membrandiseteos materiales como nylon,
colodién, éster de celulosa, teflon, policarbon&ims capsulas suelen ser cilindricas y
estan acopladas al obturador de polietileno coneeakt Sin embargo, los resultados han
sido mediocres ya que no han permitido realizausggs fermentaciones completas,
posiblemente porque se produce una cierta inhibiciél desarrollo de las levaduras
debido a la presencia de la elevada concentra@dgad carbénico en la capsula que
modifica el pH intracelular, pero el principal ima@niente es que encarece mucho el
producto.

En el caso del uso de levaduras floculantes, se dém@rontrado varios
inconvenientes. El pie de cuba o cultivo iniciadier este tipo de levaduras tiende a
producir olores a reducido, ademas se ha vistdfiuldad de multiplicacion del pie de
cuba, debido a que estas levaduras crecen lentamadesitan un sistema de agitacion
continua y se aglomeran de forma que es dificiluslizacion y dosificacion en la
industria (Hidalgo, 2003).

1.2.4.2. Para el tratamiento de las paradas de feentacién o fermentaciones lentas.
Se sabe que las fermentaciones a bajas temperatajasan la calidad del vino y reduce
la toxicidad sobre las levaduras. Sin embargo,jaslkiemperaturas las levaduras crecen
mas lentamente y pueden producirse paradas de rfexoi@en. El uso de levaduras
inmovilizadas a bajas temperaturas evita la ralaotdn de este tipo de fermentaciones,
porque la biomasa introducida es mayor, y en caeseta, aumenta la productividad en
relacion a levaduras libres (Kandydisal, 2008; 2010).
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1.2.4.3. Para la_desacidificacion bioldgicaUn microorganismo que se usa para
controlar la desacidificacion biolégica de mostesSehizosaccharomyces pomigssta
levadura es una buena alternativa para la eliminaciel acido malico y para la
desacidificacion quimica (Guo y Tsay, 1989; Siktaal, 2003). Normalmente, se le
considera un contaminante, porque si permaneceartighnpo en el vino después de la
fermentacion alcohdlica o de la malolactica, puegi®ducir malos caracteres
organolépticos. La nueva tecnologia de la encagigumlan alginato permite monitorizar
y retirar con rapidez esta levadura, solucionaridar@lema de los malos olores. Las
ventajas de aplicacion son la facilidad y rapideaido. EI consumo del &cido malico se
puede parar facilmente cuando se alcance el nésglatio.

1.2.4.4. Para producir vinos dulceslLos problemas asociados a la fermentacion de
mostos con elevada concentracion de azucar se inarian con la utilizacion de
levaduras osmotolerantes inmovilizadas. Dado gsevioos fermentados con levadura
inmovilizadaa priori no difieren en gran medida de los elaborados egadura en forma
libre, la utilizacion de estas levaduras osmotaolies inmovilizadas afadiria, ademas, la
ventaja de la retirada de la mayor parte de laadieras una vez se haya alcanzado la
concentraciéon de etanol deseada (Martynenko y @vach2003). Se ha ensayado
Saccharomyces cerevisiamncapsulada en alginato ya que permite una ratifad! y
completa de la levadura del vino, que resulta em terminacion drastica de la
fermentacion, como ventaja presenta el facil marmjes las levaduras encapsuladas se
pueden afadir al mosto en bolsas permeables cen asa

También se ha estudiado la produccién de vinosedudcaltas temperaturas con
una levadura termotolerante inmoviliza#dyveromyces marxianuSe han examinado
tres soportes para la inmovilizacion de la levadusmotolerante: celulosa
deslignificada, manzana, y membrillo. Se seleccmmdos soportes de manzana y de
membrillo, porque con éstos se consiguieron feraoeoes mAas cortas y mayor
concentracién de etanol. La calidad mejorada esalebr de los vinos producidos puede
ser debida a las bajas concentraciones alcanzadadcaholes superiores. EI aroma
afrutado fue predominante y el acetato del etiletvalores similares a los presentados
en otros vinos. Las pruebas sensoriales mostrar@alor fino y un caracter especial de
los vinos producidos (Kourkoutas al., 2004).

1.2.4.5. Para la fermentacion malolacticaSe ha inmovilizado distintas bacterias de la
fermentacion malolactica, sobre to@@nococcus oencon cierto éxito (Herreret al,
2001; Agouridis et al., 2008). Hace tiempo se propuso inmovilizar célubes
Lactobacillus caseiatrapadas en gel de poliacrilamida (Divies y Sid$/6). Este
proceso fue operativo durante un afio sin pérdidaadeidad. Sin embargo, se
produjeron diversos problemas como contaminacidrassferencia de malos sabores al
vino, pérdida de actividad sobre prolongada opéragi pérdida de células de los
soportes sélidos. Por el contrario, se ha obtenith buena estabilidad operacional con
bolas de gel de pectato calcico, bolas de quitosadlificado quimicamente y
microesferas de alginato célcico con soporte protete membrana de silice (Koss&ta
al., 1998). Para una bodega, el simple método desahsobre virutas de madera podria
ser recomendada para adaptar el método a la @rautigstrial.
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1.2.4.6 Para controlar el pardeamiento de vinos bieos Autores como Meridat al,
2007 y Lopez-Toledanat al, 2007 utilizan levaduras inmovilizadas sobre gele
(carragenato o alginato) para controlar el pardeatoide los vinos blancos, tanto de los
que ya han pardeado (accion correctora) como dsueseptibles de pardear a lo largo
del tiempo (accién preventiva). Las levaduras inifirmadas con geles de carragenato
fueron las que tuvieron una mayor eficacia comongge correctores del nivel de
pardeamiento del vino. Se ha comprobado que laxllgas inmovilizadas en bolas de
carragenato interactian con compuestos fendliceggsan el pardeamiento del vino.
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|1.3. INTRODUCCION A PROTEOMICA |

La Proteémica es, junto a la Metabolémica, la Tedptdmica y la Gendmica,
una de las nuevas ciencias “-0micas” que mas saareactualmente. Los distintos
proyectos de secuenciacibn de genomas han genemdoenorme cantidad de
informacion que hoy dia esta disponible en divebsaes de datos. Dicha disponibilidad
ha estimulado el estudio directo de los productmificados por genes; es decir, de las
proteinas. La proteémica se ocupa del conjuntcédeidas o tecnologias dirigidas a la
obtencion de informacion de la funcidon de todas fdesteinas. La ProteGmica es la
ciencia que correlaciona las proteinas con sussggétanoréet al, 2004).

El desarrollo de las técnicas de analisis e ideatifon ha permitido el nacimiento
y avance de las disciplinas “-Omicas”; es decir, daparacion, identificacion,
cuantificacion y caracterizacion de proteinas angescala, debido a potentes
herramientas bioinformaticas que usan la informadi§ponible en las bases de datos de
secuencias de genes, transcritos y proteinas pdea gefinir niveles de proteinas a nivel
celular, investigar complejos de proteinas asi celaoidar funciones, rutas metabdlicas
e interrelaciones.

Aunque es cierto que un gen codifica una secualei@minoacidos, existen dos
procesos que incrementan considerablemente el nlUdermroteinas que pueden ser
originadas por un gen y estar presentes en uniauun momento dado, y por tanto,
hace mas complejo el proteoma de una célula. Taleesos son el “empalme
alternativo” gplicing),consistente en que los exones pueden reorderaxsgids formas
para dar lugar a mas de una proteina a partir d®longen, y el proceso conocido como
“modificacion post traduccional’ppst-translational modificationPTM), en el que una
proteina puede ser modificada durante o despuék deduccion. Mientras que el
genoma de un organismo es esencialmente constdotla@o de la vida, el proteoma
celular es el resultado de un proceso dinamico nabi@. La expresion de proteinas
cambia segun las diferentes etapas del ciclo eelacondiciones intra y extracelulares,
el estrés, la temperatura y las condiciones densreto en un momento determinado.
Ademas de la degradacion o eliminacion de protefubiguitinacion) (Massonet al.,
2009). De modo que, la complejidad de un proteomalebe principalmente a dos
factores: el nivel de expresion de las proteinagakle en un sistema bioldgico (Schiess
et al.,, 2009) y la heterogeneidad de las proteinas, sé@ginmodificaciones post-
traduccionales que tenga lugar un determinado ptodjénico.

La Protedmica definida como la ciencia que se oclgbastudio de la expresion
de las proteinas y de sus cambios en un conteatégimo (fraccion subcelular, célula,
tejido, érgano, organismo), comprende tanto lasdiegias para el estudio a gran escala
de las proteinas expresadas a partir de un genammas condiciones determinadas
presentes en una unidad biolégica en un tiempongdicmnes determinadas (proteoma)
como las aplicaciones de estas técnicas al andésssstemas biologicos.

El término proteomapfoteomé fue propuesto por Marc Wilkins en 1994 para
definir el conjunto de proteinas que se expresgmaréir de un genomaPROTEN
complement of a g&ME (Wilkins et al., 1995). El proteoma de una célula es pues la
expresion de su fenotipo caracteristico en un méonegondiciones determinados, y las
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diferencias entre un mismo tipo celular en difezsrgituaciones se pueden asignar a los
cambios espacio-temporales que tienen lugar erxgeesion y funcionalidad de sus
proteinas a lo largo de su ciclo de vida.

El reto principal de la Protedbmica es la automaitmay la integracion de las
principales técnicas en desarrollo como: tecnologiproducible de electroforesis
bidimensional (Gorget al., 2004); cromatografia multidimensional (Washbetnal.,
2002); tecnologia de tincion y analisis de los gjetecnologia para la identificacion de
péptidos y proteinas con espectrometria de masasn(y Mann, 2004), herramientas
bioinforméticas para el manejo de bases de datgemni@mas y de proteinas (Apweiddr
al., 2004); y, también, algoritmos de busqueda y depe@cion de datos.

Los principales obstaculos a los que se ha enfteritainvestigacion proteomica
son la dificultad que supone relacionar las carestieas bioldgicas de un sistema con la
expresion de las proteinas, y mas concretamentacicear los cambiosen las
propiedades bioldgicas con los cambm®s la expresion de proteinas. Para ello, es
necesario disponer de técnicas que permitan:

a) separar miles de proteinas;

b) identificar las proteinas de interés y

c) cuantificar la magnitud de los cambios en laregidn de proteinas.

La Protedmica aborda este complejo problema téco@o diversas herramientas o
tecnologias dando lugar a la existencia de la eigeiclasificacion de proteémica segun
las técnicas de separacion usadas y el momentaesteqga lugar la digestion de las
proteinas. Estas técnicas se agrupan en dos greaness:

a) Proteémica de primera generacion, basada es, gaienero las proteinas se
separan por electroforesis, fundamentalmente bitbioeal y después se digieren, la
identificacion es mediante espectrometria de m@8A&DI-TOF/MS).

b) Protedmica de segunda generacion, libre de ,gplesero las proteinas se
digieren y después los péptidos se separan poratognafia liquida, la identificacién es
mediante espectrometria de masas (ESI-MS/MS).

De forma general, en funcion de los objetivos e$iges que se pretendan
alcanzar, la Protedmica se puede dividir en cugriades areas, segun diversos autores:
1) Proteémica descriptiva. Corresponde al an&igjsean escala de la expresion de
todas las proteinas de un proteoma, a la conshbruat® mapas bidimensionales, a la
identificacion a gran escala de estas proteinasstraseparacion mediante el analisis por
espectrometria de masas y a la posterior idertiicamediante la busqueda en bases de
datos de proteinas.

2) Protedmica de expresion diferencial o compasatistablece las diferencias en
el perfil proteico entre dos diferentes estadomléigicos de un mismo tipo celular
seguido de la identificacion de las proteinas gresgntan cambios cualitativos y/o
cuantitativos en el que es frecuente utilizar éxtebforesis bidimensional.

3) Proteémica de las modificaciones post-traduaesPTMg. Se trata de, una
vez detectadas las posibles variaciones de laipast caracterizarlas mediante el
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analisis de modificaciones post-traduccionales cofosforilaciones, acetilaciones,
glicosilaciones, ubiquitinaciones, entre otras.

4) Protedmica funcional. Se centra principalmemidas interacciones proteina-
proteina, proteina-DNA o proteina-otras molécuragdys, D. 2003).

La naturaleza de los estudios protedmicos dependergran medida de la
tecnologia empleada tanto en la separaciéon deipast€2-DE o cromatografia) como en
la identificacion de las mismas que, a su vez, ndge del sistema de generacion de
iones utilizado (MALDI o ESI) y del tipo de analisie masas empleado (TOF o trampa
ionica).

La aproximacion mas utilizada en proteOmica dedavas es la separacion por
electroforesis bidimensional y andlisis mediantepeeBometria de masas. La
cromatografia liquida bidimensional, como técnideeraativa de separacion, esta
emergiendo cada vez con mas fuerza (Nagelal., 2004) para solventar problemas
relacionados con la resolucion de proteinas memeid, hidrofobicas o de puntos
isoeléctricos extremos, aunque también presenthnsit@ciones respecto a la separacion
electroforética bidimensional, ya que se pierdefilarmacion sobre el tamafio molecular
y el punto isoeléctrico, ambos parametros son niilgs(para la identificar proteinas y
caracterizar isoformas proteicaP®Ms

En laTabla 1.1 se muestran los aspectos esenciales de un eptaté@®mico que

se basa en una serie de técnicas y herramientadgpaxtraccion y separacion de las
proteinas por 2-DE seguido de la identificacionadeproteinas de intereés.

23



Introduccién

24

Tabla 1.1.Etapas en el analisis de la expresién de protgioagDE e identificacion de las

proteinas por espectrometria de masas

ACCIONES

OBJETIVOS

1. Preparacion de la muestra

2. Extraccioén de proteinas

3. Separacion de proteinas por puntd
isoeléctrico. Primera dimension.

4. Separacion de proteinas por pes
molecular. Segunda dimension.

5. Tincion de los geles

6. Adquirir las imagenes de los gele
bidimensionales

7. Andlisis de las imagenes de Ig
geles

8. Seleccion de proteinas de interés

9. Recorte o “picado” de secciones d
gel con las proteinas seleccionadas

10. Incubacién y digestién con ung
proteasa especifica (tripsina) log
trozos de gel con las proteinas

11. Andlisis de las mezclas d
péptidos por espectrometria de masaj

12. Identificacion por comparacion
con las bases de datos de proteinas

Eliminar los componentes no proteic
y obtener las sub-fracciones celulares
es necesario

Obtener el mayor nimero y la mayor
cantidad de proteinas posibles
Separar en tiras de geles de gradients
inmovilinas (anfolitos-biolitos) IPG).
La focalizacion de las proteing
transcurre durante un periodo de tiem
prolongado a alto voltaje

Separar perpendicularmente a
direccién de migracién en un segun
gel deSDS-PAGE

Tedir con colorante (Azul  dg
Coomassie)
Capturar las manchas de proteir

mediante un escéaner

Identificar los cambios en la expresi
de proteinas entre dos condicion
experimentales diferentes comparar
varias réplicas de cada condicién.
Elegir las proteinas cuyo camb
(cuantitativo y/o cualitativo) se
significativo y reproducible en un grup
de experimentos idénticos

Si

e de

LS
po

la
do

1”4

as

es
do

Cortar pequefios cilindros de gel gue

contienen las proteinas que se des
identificar
Incubar las secciones de geles ¢
tripsina durante 3-20 horas para
poder obtener la mezcla de los péptig
tripticos (La tripsina corta enlace
peptidicos por el extremo Carboxilo
lisina (K) y de arginina (R)

Obtener las masas moleculares de
péptidos resultantes y las secueng
parciales o completas de los péptidos
Comparar los valores de masas ¢
bases de datos de las digestio
virtuales del proteoma teérico d
organismo estudiado si el genoma
conocido, en caso contrario
comparan con genomas conocidos
especies cercanas
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A continuacion, se expone una descripcion de doslade técnicas
ampliamente empleadas en estudios protedémicos.
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|1.3.1. Electroforesis bidimensional (2-DE) |

La electroforesis es un método analitico-semipegpar en el que se separan
biomoléculas segun su peso molecular bajo la ac#omn campo eléctrico. Esta técnica
fue empleada por primera vez por Tiselius en alE9Ry. Smithies y Poulick, en 1956,
describieron el primer gel en dos dimensiones. Rayhy Weintraulen 1959 emplearon
como soporte para la electroforesis un gel de gdbanida PAGE), posteriormente el
método fue perfeccionado por varios investigadooaso Davis y Ornstein.
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La popularidad de este método crecié rapidamerge pgré un aumento de la
resolucion. El dodecil sulfato de sod®dg se introduce en esta técnica en 1970, y ya en
1972 se emplean agentes reductor&gDysen la determinacién del peso molecular de
proteinas en lo que se denomino “electroforesigedas de poliacrilamida con SDS”
(SDS-PAGE En 1975, Patrick O‘Farell en Estados Unidospgchim Klose en Berlin,
establecieron, simultdneamente por primera vez, floedamentos basicos de la
Protedbmica con los geles @dectroforesis bidimensional técnica de alta resolucion
cuyo obijetivo es la separacion de mezclas de padeiltamente complejas que se utiliza
hoy en dia. Estos geles permiten obtener un degsgliéisico de mezclas complejas de
proteinas en dos dimensioné€ggra 1.13. Se basan en la sucesion de dos electroforesis
distintas realizadas en una misma muestra: 1) f[@araeibn por carga eléctrica
(isoelectroenfoque, IEF), en la que las proteinggan en tiras con gradiente de pH
inmovilizado (PG stripg hasta alcanzar su punto isoeléctrico, valor deapldual la
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carga neta de la proteina es cero, y 2) la segargar tamafio molecular que se efectua
en un gel de poliacrilamida en presencia de unrgietée anionico muy potente, el
dodecil sulfato de sodi®G&DS-PAGE

La electroforesis bidimensional es hasta el presdatinica técnica que permite
resolver con alta eficiencia las isoformas proteigae difieren en punto isoeléctrico y
peso molecular, por ello, se sigue utilizando aampénte.

La electroforesis bidimensional presenta algun@®nxenientes o limitaciones
qgque se van corrigiendo con los afios de investigacpgero los mas destacables
actualmente son:

» Técnica muy laboriosa. Requiere mucho tiempo ytie@ No se puede

automatizar

» Andlisis de una Unica muestra por gel bidimensional

» Las proteinas muy grandes (no entran en el gelnturka primera
dimensién) y las hidrofébicas (son proteinas de brama que precipitan
durante el IEF por su baja solubilidad no pasaa segunda dimension)
estan limitadas
Las proteinas muy acidas (pls < pH3) o muy badijelss pH 10) no se
resuelven muy bien
Técnica poco resolutiva para proteinas poco abueslan
El andlisis y la cuantificacion son labores lentémstante tediosas
Algunos artefactos como las carbamilaciones pued@rfundirse con
modificaciones-postraduccionales

YVVY 'V

Entre las ventajas destacar las siguientes:

v Alto poder de resolucion: visualizacion de hastesnide formas proteicas
en un solo gel bidimensional

v" Permite la cuantificacion, aunque es un procedo igmanual

v' Permite establecer diferencias cualitativas en basepresencia/ausencia
de manchas proteica en la condicion problema réspeda condicion
control

v ldentifica las proteinas de manera facil a parirsds huellas peptidicas,
siempre que se dispongan de bases de datos magaeismo

v Detecta las modificaciones postraduccionales

v' Permite la separacion de proteinas entre 10-300 kDa

Por ello, generalmente los proteomas estudiadogpBrestan sesgados hacia las
moléculas mas hidrofilicas, mientras que las pnatei hidrofébicas se analizan
preferentemente mediante combinaciones de técdeasomatografia y d8DS-PAGE
en una sola dimension o mediante su previa corressimezclas de péptidos.

Tras la separacion de las proteinas es necesatu@aliziar las proteinas en los
geles. Para ello se utilizan métodos de tinciorgeles visibles (tincion con nitrato de
plata, azul de Coomassie (Mathesatisal, 2001), fluorescentes (SYPRO) o radiactivos.
Las proteinas se visualizan como numerosas maaicatares §pot9, cada una de las
cuales corresponde a una proteina. Una vez reaasogi estudiadas todas las manchas
en los geles son recortadas o “picadas” directaanggitgel y digeridas enzimaticamente
para producir un conjunto de péptidos fragmentadestos se identifican por
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espectrometria de masas, tipo MALDI-TOF muy utitapéa obtencion de la “huella
peptidica” peptide mass fingerprintingPMF) o secuenciacién d&ovo mediante
busqueda en bases de datos de proteinas a pakidNigendmico utilizando motores de
busqueda (MASCOT, SEQUEST) (Agrawal y Rakwal, 2006)

|1.3.2. Espectrometria de masas (MS) |

La Espectrometria de Masases una tecnologia analitica muy importante
en la Proteébmica actual debido a su alta capadidadnalisis, su sensibilidad y su
precision en la determinacion de masas moleculpreteicas. La espectrometria de
masas permite la identificacion y la cuantificacidle proteinas a través de la
interpretacion de los espectros de fragmentos @éides generados previa digestion
enzimatica de las proteinas objeto de estudio.rEaspectrometro de masas se mide la
relacion de los iones en fase gaseosa, puestcogua&s faciles de manipular y detectar
gue las moléculas neutras.

Un espectrometro de masas consta, generalmertresdsomponentes:
a) una fuente de iones que genera e introducetes ianalitos dentro del aparato
en fase gaseosa (ionizador). Para ello, se utilizdnitualmente dos tipos de técnicas de
ionizacion suave, que han permitido el analisismderomoléculas biolégicas:

-lonizacion ESI Electrospray lonisation lonizacion por electronebulizacion, en
el que se introduce el i6n analito disuelto en alvente mas volatil por un capilar
metalico cargado. Debido a la repulsion de lasasamgjéctricas, el liquido se sale del
capilar y forma un aerosol, el solvente se evaporas iones se dirigen hacia el
analizador de masa (Feahal.,1989).

-lonizacion MALDI (Matriz-Assisted Laser Desorption/lonizacjorionizacion

por desorcion mediante laser asistida por matezmRe el andlisis de macromoléculas
gue tienden a fragmentarse cuando son ionizadasgtmdos mas convencionales (Karas
y Hillenkamp, 1988). La macromolécula es primer@lantada en una matriz solida de
un material organico, usandose principalmentéano-4-hidroxicinaminico para analizar
péptidos, y después es irradiada con un lasergmléa energia del laser expulsa iones
de la matriz electrénicamente excitados de formsardia, que crean una densa nube de
gas por encima de la superficie de la muestra. haromolécula es ionizada por las
colisiones y produce iones con carga protonada (+1)

b) un analizador de masas de tiempo de vuEln€-Of- Flight, TOF en el que
los iones se separan en funcion de su relacién/oaaga (m/z) tras ser acelerados en un
campo eléctrico, o a un analizador TOF/TOF que gn@pna un mejor enfoque de los
iones y, por tanto, mayor resolucion y precisiorsices. En el primer TOF los iones son
acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragamah metaestable. Mediante un
pulsador se selecciona un determinado i0n padraisy ienes fragmento, que son
acelerados a un potencial mayor y separados egehdo TOF, y por ultimo

c) un detector de iones, que determina el nimermmks separados para cada
valor de m/z produciendo una sefial (Newgbal.,2004).
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Espectro de masas

Figura 1.14. Esquema de los elementos que integran un espettmde masas. Existen
tres componentes esenciales: La fuente de ionizg®itALDI o ESI), el analizador de
masas (TOF, Q, IT o una combinacién de los anesien el caso de los espectrometros
hibridos) y el detector de iones. Las sefiales daptpor el detector son integradas en un
sistema informético, externo al espectrometro desasiaque genera unos graficos
denominados “huellas peptidicas” o “espectros deasia

En la Figura 1.14 se muestra de forma muy simplificada los compasent
principales de un espectrometro de masas.

Existen distintos tipos de fuentes de ionizacidanalizadores. Los diferentes
espectrémetros disponibles son el resultado denebmacion de estos dos elementos.
Las combinaciones de esta técnica que mas seantidiz ProteOmica son las siguientes:
MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Ti@eFlight - Mass
Spectrometry

El conjunto de masas moleculares determinadasgpartécnica de espectrometria
de masas corresponde a las denominadas “espeetroashs”. Son representaciones de
la abundancia relativa de los distintos iones amciin de su relacibn masa/carga,
obtenidos tras la digestién enzimatica de una prategeneralmente la tripsina, proteasa
cuyo corte es altamente reproducible en el extr€aerminal de los residuos de lisina y
arginina, que permite identificar la proteina matiacomparacion de los valores de masa
peptidica medidos (reales) con los valores calosladsilico (tedricos) en la digestion
virtual de todas la proteinas en las bases de (falasseret al.,1999).

En laFigura 1.15 se presenta de forma esquematica los pasos generala

realizar un estudio protedmico mediante electraisrebidimensional acoplada a
espectrometria de masa.
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MUESTRA BIOLOGICA

1

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

(2-DE-PAGE)
DIGESTION CON )
TRIPSINA TINCION GELES

ANALISIS IMAGENES
ESPECTROMETRIA DE MASAS

(MS)
HUELLA PEPTIDICA

BUSQUEDA EN BASES DE DATOS

identificacibn de las proteinas por
espectrometry MS) se basa en la produccion de iones en fase gaseqsatir de
moléculas organicas o inorganicas, la clasificaai@nlos mismos en funcidon de su
relacion masa/carga (m/z) y la cuantificacion densensidad. Con esta informacion se
puede determinar el peso molecular (Kwen al.,, 2006) y la abundancia de los
componentes de una mezcla y asi tener una ideaetractura quimica.

Figura 1.15. Estrategia para la identificacion de proteinasiarmgd espectrometria de
masas. Vision general de un enfoque clasico erstutie proteémico en levaduras.
Un extracto de proteinas es sometido a electrafobédimensional (2-DE). Una vez
las proteinas de interés han sido identificadas centadas en los geles y se digieren
con tripsina. Los péptidos resultantes se anapparespectrometria de masas (MS).

espectroimetde masas n{ass

La espectrometria de masas proporciona medidas pnegisas de la masa
molecular y carga de proteinas en una muestramegbdas de masas de las proteinas
intactas pueden proporcionar informacién rapidaloga sobre el perfil proteico de una
muestra, aunque para identificar una proteina ncoggcto basarse unicamente en su
relacion m/z, ya que existen multiples factor®MT9 que pueden variar la masa
molecular real de una proteina respecto a la neés&a de los datos.

En los casos en los que las proteinas no han pakdacaracterizadas por
MALDI-TOF, se recurre a la espectrometria de masatandem (MS/MS) en la que se
obtiene mas informacién de lo que es la m/z, ppmpjo, la estructura o secuencia de
aminoacidos que constituyen el péptido. Medianta et®cnica un ién generado en la
fuente de ionizacion es aislado (i6n precursorpmetido a procesos energéticos que lo
fragmentan. El analisis de los iones fragmentadogqgeciona informacion estructural del
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ion precursor. El patrén de fragmentacion de urtipeémnalizado por MS/MS depende
del tipo de rotura que sufre el ién precursor.

Ademas este patron es caracteristico de la seeuantgnoacidica especifica del
péptido, de forma que la secuencia puede dedudetenalisis del correspondiente
espectro MS/MS. En teoria a partir de un espe@riafymentacion se podria determinar
de forma manual la secuencia lineal de dicho pepfsg&cuenciacion “de novo”) o al
menos de una parte de la secuencia. Para ellessdlndra que calcular las pérdidas de
masa molecular entre dos iones consecutivos deseas este valor debe coincidir con
la masa molecular del residuo de aminoacido alpguienece.

Sin embargo, el valor de la masa de los residuosndmoacidos se puede
modificar debido a las modificaciones postraducaies, por lo que resulta bastante
dificil interpretar las sefiales de fragmentaciGambién puede ocurrir que no todos los
enlaces se fragmeten con la misma eficacia, paju® puede faltar alguna sefal de
fragmentacion de alguna de las series. Ademassidtemas de alto rendimiento que
utilizan instrumentos capaces de generar milesspgeoctros por minuto hacen inviable la
interpretacion manual.

Para resolver estos problemas se han desarrollafdverdes programas
informaticos capaces de secuenciar “de novo” arpaet espectros de fragmentacion.
Después se realiza una busqueda por homologiaalerssga en las bases de datos
existentes para finalmente identificar a la praefdi la proteina en estudio pertenece a
una especie no secuenciada, o de la que no se tiates de su genoma, se realiza una
busqueda por homologia en otras especies o farodraanas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los vinos dulces son complicados de elaborar taoménte, puesto que proceden
de mostos con elevada concentracion de azlcaredddbr de 400 g/ L). Estos pueden
sufrir paradas prematuras de fermentacion o ferawentes lentas, con lo que se
favorece el desarrollo de microorganismos indessaljue aumentan la acidez volatil y
originan vinos de baja calidad. Por esta razén,vloss dulces en Andalucia se han
elaborado, tradicionalmente, alcoholizando direetate los mostos de uva, que han sido
previamente pasificadas por exposicion directaklsin tener lugar la fermentacién, por
tanto, carecen de las aportaciones aromaticas gsroge fermentacion. El presente
estudio nace de la necesidad de solventar en lalendd lo posible los problemas que se
pueden presentar durante la fermentacion en esteléi mostos.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestosteldsamtroduccion de esta
memoria, el presente trabajo plantea como hipotesiavestigacionlé elaboraciéon de
vinos dulces procedentes de mostos de uva pasifieadon fermentacion parcial
mediante la aplicacién de levaduras osmotolerantdibres y coinmovilizadas. Los
resultados de este trabajo son parte de los obwrd dos proyectos de investigacion
finalizados y continuacién de un proyecto actual:

Titulo: Estudio de la inmovilizacion celular de levadurssbre hongos
filamentosos GRAS sin soportes externos. Aplicazsoren fermentaciones
vinicas y efecto sobre la calidad de los vinos. 2B15-01232-ALI. Entidad
Financiera: Ministerio de Educacion y Ciencia y FED Duracion: Desde 1
Enero 2006 hasta 31 Diciembre 2008.

Titulo: Optimizacion de biocdpsulas de levaduras pardalaoeacion de vinos
tranquilos y cava. Estudio de las posibles deswi@s del metabolismo de las
levaduras inmovilizadas. RTA2008-00056-C0O2-02. dadi Financiera:
Ministerio de Ciencia e Innovacion (INIA) y FEDERuracion: Desde 21 Julio
2008 hasta 21 Julio 2011.

Titulo: Mejora de la formacion de biocapsulas con levadaws-inmovilizadas
para la elaboracion de cava. Estudio protedmicoeyabolomico. RTA2011-
00020-C02-02. Entidad Financiera: Ministerio denCia e Innovacion (INIA)
(actual Ministerio de Economia y CompetitividadfFgDER. Duracion: Desde
07 Diciembre 2011 hasta 06 Diciembre 2014.

La originalidad del sistema de inmovilizacion desiado por nuestro grupo de
investigacion consiste en inducir una co-inmovdiba espontanea entre un hongo
filamentoso GRAS Generally Recognized As Sgaféenicillium chrysogenunH3,
aislado del ambiente, y la levadiBaccharomyces cerevisiaar. capensisG1l (ATCC:
MYA-2451), en ausencia de compuestos quimicos dénuy de soportes externos,
creando artificialmente las condiciones adecuadas favorecer una simbiosis. Esta se
consigue por la adicién al medio de cultivo de utriante no utilizable por la levadura
(acido glucédnico), pero si por el hongo filamentesoun medio tamponado y agitado.
Este nuevo sistema de bioinmovilizacion ha sidceqgatio por la Universidad de
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Cordoba*W02004/029240-A1. Method of obtaining yeast bisdes, biocapsules thus
obtained and applications of same. Procedimientootdencion de biocdpsulas de
levaduras, biocapsulas asi obtenidas y sus aplores.

La hipotesis propuesta tiene como objetivo genelaborar vinos dulces a

partir de biocdpsulas de levaduracuyos objetivos especificos se encuadran emrrdes t
capitulos siguientes:

40

Capitulo I: Optimizacién y caracterizacion de biocapsulas devaduras

Los objetivos especificos son los que se presentamtinuacion:

1°) Optimizar la coinmovilizacién d&accharomyces cerevisiae Penicillium
chrysogenum

2°) Estudiar la estructura de las biocapsulas\dellega por microscopia.

3°) Comparar el perfil protedmico de las célulanomilizadas con las células de
levadura libres en medio de formacién de biocagsula

Los objetivos especificos 1° y 2° se han consegyidpedan reflejados
en la publicacion del siguiente articulo cientifi¢€o-culture of Penicillium
chrysogenumand Saccharomyces cerevisideading to the immobilization of
yeast”. Doi 10.1002/jctb.2593 Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 86:812-817, 2011).

El tercer objetivo especifico se ha desarrolladinal de este Capitulo I.

Capitulo_|I:  Aislamiento y caracterizacion de levaduras osmotolantes y
coinmovilizacion conPenicillium chrysogenum

Los objetivos especificos de este capitulo sositpgentes:

4°) Aislar, caracterizar y seleccionar levadurasaetanol tolerantes de mostos
de uva con alta concentracion en azucares.

59 Coinmovilizar diferentes cepas de levadur&adecharomycesonPenicillium
chrysogenunpara su uso en fermentacion alcohdlica.

6°) Estudiar la reutilizacion de biocapsulas emfartacion alcohdlica.

El objetivo especifico 4° se ha logrado, y quedagilo en la aportacion
cientifica al IX Congreso Nacional de Investigaci&nolégica (GIENOL2007;
ISBN: 978-84-690-6060-5. pp. 102-104). Titulo: “limiento y caracterizacion de
levaduras tolerantes a altas concentraciones darasl.

Los objetivos especificos 5° y 6° se han abordadta goublicacion del
articulo cientifico titulado: “Potential use of winyeasts immobilized on
Penicillium chrysogenurfor ethanol productionoi 10.1002/jctb.2725Jpurnal
of Chemical Technology and Biotechnology, 87:359;3012).
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Capitulo 1lI:  Aplicacion de levaduras seleccionadas osmotolerast libres y
coinmovilizadas para la produccion de vinos dulces

Los objetivos especificos del ultimo capitulo soe fjue se muestran a
continuacion:

7°) Aplicar levaduras libres seleccionadas osmmotes para la produccion de
vino dulce Pedro Ximénez parcialmente fermentado.

8°) Discriminar vinos dulces parcialmente fermeotaccon dos levaduras
osmoetanoltolerantes por cromatografia de gasasiz electronica.

99 Aplicar biocapsulas de levaduras seleccionags®motolerantes para la
produccion de vino dulce Pedro Ximénez parcialmérmaentado.

Los objetivos especificos 7° y 8° quedan recogato$a publicacion del
articulo titulado: “Discrimination of sweet winesartially fermented by two
osmo-ethanol tolerant yeasts by gas chromatographatysis and electronic
nose”. Doi: 10.1016/j.foodchem.2011.01.130 (Fooce@istry, 127:1391-1396,
2011).

El objetivo especifico 9° se consigue con losiltados expuestos en un
trabajo que ha sido enviado a Food Chemistry tituldVolatile composition of
partially fermented wines elaborated from sun drigedro Ximénez grapes”.
Actualmente, esta en fase de revision.

Los resultados obtenidos en este trabajo de imastin permiten confirmar la
hipétesis como verdadera, asi pues se podria canifnostos de uva pasificada con
fermentacion parcial mediante la aplicacion de dpsclas de levadura para la
elaboracion de vinos dulces naturales. Este sistd#neoinmovilizacion conlleva una
serie de ventajas como son, entre otras, la fadilide retirar las biocapsulas en el
momento deseado, la posibilidad de reutilizar lasdpsulas, agilizar el proceso, reducir
costes, y también la posibilidad de utilizarse src@sos continuos de fermentacion. Asi,
este sistema de coinmovilizacién podria suponeravsnce tecnolégico en procesos
fermentativos.
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|3. METODOLOGIA |

En este Blogue se procede a enumerar Yy describir los microorganismos
empleados, los medios de cultivo y los métodos analiticos utilizados en los trabajos
experimentales de esta Memoria, ademas de los reactivos, muestras analizadas,
condiciones de crecimiento, la instrumentacion empleada, los aparatos y otros materiales.

|3.1. MICROORGANISMOS |
|3.1.1. Levaduras |

Las levaduras empleadas en la presente Tesis Doctoral corresponden a cepas
vinicas silvestres de Saccharomyces cerevisiae, excepto Uvaferm BC, que es una cepa de
Saccharomyces bayanus.

Las cepas X2, X3, X4, X5, X6 y X9 fueron aisladas de mostos en fermentacion de
uvas pasificadas Pedro Ximénez en la DOP Montilla-Moriles (Cérdoba). Se han
seleccionado por sus caracteristicas osmotolerantes y por su produccién de etanol. Todas
estas levaduras son cepas de Saccharomyces cerevisiae con una similitud de 591/592
(99%) en la secuencia AY048154.1 (26S rRNA) segun la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT). Dentro de este grupo, se han usado las cepas X4 (CECT13014) y X5
(CECT13015) para la coinmovilizacion por poseer las mejores caracteristicas de
osmoetanol tolerancia y sensoriales.

La cepa E1 (ATCC: MYA-425) fue aislada de un mosto en fermentacion y las
cepas F12 y G1 (ATCC: MYA-2451) fueron aisladas de un velo de flor de la misma zona
vitivinicola que las anteriores. Todas estas cepas de levaduras pertenecen a nuestra
coleccion, y han sido seleccionadas por su tolerancia al etanol, identificadas y
caracterizadas por Guijo et al., 1986; Mauricio et al., 1986; Aguilera et al., 2006.

La cepa P29 (CECT11770) fue aislada de un cava procedente de la DO Penedés
(Barcelona, Espafia) y facilitada por el Instituto Catalan de la vifia y el vino (INCAVI).

La cepa QA23 fue aislada y seleccionada por la Universidad de Tras-os-Montes e
Atlo Douro (UTAD-Portugal) y comercializada por la empresa Lallemand (Canadd) para
su uso industrial en la produccion de vinos.

La cepa de Saccharomyces bayanus, Uvaferm BC, fue seleccionada para
vinificacion y facilitada por Lallemand (Canada), presenta alta tolerancia al etanol por lo
que se utiliza para reiniciar fermentaciones enlentecidas y para la segunda fermentacion
en la produccién de vinos espumosos.

De todas las levaduras empleadas, las que se han inmovilizado son las cepas de S.
cerevisiae G1, X4, X5, P29, QA23 y Uvaferm BC de S. bayanus.
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|3.1.2. Hongos |

En este estudio se han aislado distintas cepas de hongos filamentosos del ambiente
y de mostos de uva, principalmente de las especies Penicillium chrysogenum y
Aspergillus niger. De todos ellos, se ha seleccionado la cepa P. chrysogenum H3 por
poseer muy buenas propiedades para la coinmovilizacion de células de levadura. La cepa
P. chrysogenum H3 se ha aislado del ambiente por miembros del Departamento de
Microbiologia y se ha identificado por la CECT.

‘CONSERVACIC’)N \

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento, mantenimiento de las
distintas cepas de levaduras y del hongo filamentoso y coinmovilizacién se muestran en la
Tabla 3.1 segn su composicion.

Tabla 3.1. Composicién de los medios de cultivo utilizados.

Medios Composicion
YPD (Yeast Peptone Dextrose)
(Levaduras) 1% Extracto de levadura

2% Peptona
2-50% D-Glucosa

2% Agar’
MEDIO DE FORMACION DE BIOCAPSULAS
(Levaduras y hongo 0,67% YNB (Yeast Nitrogen Base) sin
filamentoso) aminoéacidos

0,5% D-Acido Glucénico
0,72% Di-Sodio Hidrégeno-Fosfato
0,36% Potasio-Dihidrogeno-Fosfato
Hidrdxido de sodio hasta pH=7
MEDIO DE ESPORULACION
(Hongo filamentoso) 0,1 % Extracto de levadura
1,7 % Corn meal agar
0,2 % Glucosa
2% Agar’

*En el caso de medios solidos.

Todos los medios se esterilizaron por calor humedo a 120°C, a 1 atm durante 20
minutos en autoclave, pero en los medios para estudiar la tolerancia a la glucosa la
esterilizacion fue por vapor fluente a 100°C. El pH de los medios se ajusté con HCI hasta
5,5; excepto el medio de formacién de biocapsulas o de coinmovilizacion, cuyo pH fue de
7. Las levaduras crecieron a 28°C en medio YPD durante 24 horas en un incubador
agitador orbital Infors AG (Suiza) a 175 rpm. EI medio de esporulacién se utilizd para la
formacion de esporas y para el mantenimiento de las cepas del hongo filamentoso. El
hongo filamentoso crecid a 28°C en este medio durante 5 dias.
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Todos los reactivos quimicos utilizados en el presente trabajo fueron de pureza
analitica o superior y pertenecen a las casas comerciales de reconocido prestigio como
Bio-Rad, Boehringer Mannhein/R-Biopharm, Difco, Merck, Panreac y Sigma-Aldrich.

3.2.1. Medio y condiciones de formacion de biocapsulas de levaduras

El medio de produccion de biocadpsulas de levaduras se tampondé a pH 7 con
fosfato de sodio y potasio, y posteriormente se esterilizé en autoclave (120°C, 20 min). El
medio se inoculd con 4x10° células de levadura/mL y con dos asas de siembra de esporas
del hongo filamentoso. Las biocdpsulas se formaron por agitacion en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio de formacion en un agitador orbital New
Brunswick Scientific (Edison, NJ, USA) a una velocidad de agitacion de 175 rpm a 28°C
durante 7 dias. De este modo, se consiguié una coinmovilizacion espontanea entre los dos
microorganismos en ausencia de un soporte externo, que hemos denominado “biocépsulas
de levadura”. El procedimiento y el medio de coinmovilizacion celular ha sido descrito
por Peinado et al. (2005 y 2006) y Garcia-Martinez et al. (2011a).

|3.2.2. Medios y condiciones para la fermentacion alcoholica |

3.2.2.1. Medio y condiciones para estudiar la tolerancia de las levaduras a la glucosa

El medio YPD, ademas de utilizarlo para el crecimiento y mantenimiento de las
cepas de levadura, también se ha usado para estudiar el efecto de la tolerancia de las
levaduras a altas concentraciones de glucosa, variando su concentracion de forma
creciente desde 25 hasta 50% (p/v) de glucosa.

Se han realizado microfermentaciones con cada cepa de las levaduras X2, X3, X4,
X5, X6, X9, E1, F12 y G1. La esterilizacion de los medios fue por vapor fluente a 100°C
durante 30 minutos. Las inoculaciones se realizaron con 4x10° células/mL. Las
microfermentaciones se llevaron a cabo en matraces de 100 mL conteniendo 50 mL de
medio con tapdn de caucho atravesado por una punta de micropipeta con cada cepa de
levadura a 24°C y a 150 rpm en el agitador New Brunswick Scientific (Edison, NJ, USA)
hasta que se dio por finalizada la fermentacion.

3.2.2.2. Medio y condiciones para la fermentacion con tubos de dialisis

Para los experimentos de dialisis se utilizaron unos tubos de membrana de
celulosa de 15 cm de largo, de 2,5 cm de anchura media plana y de 1,6 cm de didmetro
(Sigma-Aldrich) que retienen moléculas mayores de 12 kDa de peso molecular. EI medio
de fermentacion utilizado fue 100 mL de YPD con 20 % (p/v) de glucosa, que se
esterilizo en autoclave a 100°C durante 30 minutos. Los tubos de diélisis se rellenaron con
50 mL del medio de fermentacion, se taparon con algodon estéril en sus extremos y se
sumergieron en un vaso precipitado con los 50 mL restantes. Dentro de los tubos de
dialisis se introdujeron aproximadamente 30-40 esferas de P. chrysogenum de 5 mm de
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diametro sin levaduras, obtenidas del mismo modo que las biocapsulas de levaduras, pero
sin la inoculacion de las células de levadura, y fuera de dichos tubos se inocularon células
libres de S. cerevisiae con una concentracion de 4x10° células/mL (Figura 3.1). De forma
paralela, se usé como control la misma cantidad de biocapsulas de levadura dentro de los
tubos de dilisis. La temperatura se mantuvo a 28°C y el medio de didlisis se agité a 375
rpm en un agitador magnético Mini MR standard, Ikamag (Alemania) durante 5 dias en
ambos casos. Transcurrido este tiempo de fermentacion, la viabilidad de P. chrysogenum
y S. cerevisiae, en las esferas y en las biocapsulas respectivamente, se comprobé por la
incubacion de estos microorganismos en cajas de Petri con medio agar YPD a 28°C
durante 72 h. Todas las pruebas de dialisis se realizaron por triplicado.

: o o O Figura 3.1. Representacion esquemética de una
S o fermentacion con un tubo de dialisis. Dentro del
ol IR OO - .| tubo se encuentran esferas solo con el hongo
<ol - L 1o ."-.-1 filamentoso y fuera del tubo células de levadura.
“lo e J ok En la parte de abajo del esquema se observa una
"1 OO0 00 OO0 imagen de un tubo de didlisis con biocapsulas de

000 o~ % [oXe, levadura.

3.2.2.3. Medio y condiciones para la produccién de vinos dulces

Se ha usado un mosto de uva pasificada al sol de la variedad Pedro Ximénez
procedente de la DOP Montilla-Moriles, de la Cooperativa San Acacio (Montemayor,
Cordoba) obtenido de la vendimia 2008 de un prensado industrial. Este mosto se envasé
en garrafas de 5 L y se congel6 a -20°C hasta el momento de su uso. Antes de comenzar
los experimentos, las garrafas se descongelaron sumergiéndolas bajo un flujo constante de
agua a temperatura ambiente. Para retirar particulas sélidas se centrifugé a 300 rpm en
una centrifuga Beckman Coulter J2-HS con rotor J-14.

El mosto se dividid en fracciones de 400 mL que se colocaron en matraces de 500
mL. Como control se usé un mosto sin fermentar al que se afiadi6 alcohol vinico como en
el método tradicional de elaboracion. Todos los demas matraces se sumergieron en el
bafio termostatizado con agua a 23+1°C donde se llevaron a cabo las fermentaciones, de
los cuales un lote se inoculd con la cepa X4 en forma libre, otro lote con la cepa X4
inmovilizada, y se procedié de la misma manera con la cepa X5. En todos los casos, el
mosto se inoculd con 5x10° células/mL. Los matraces se taparon con algodén hidréfobo.
Se realizaron fermentaciones hasta que se alcanz6 aproximadamente 8% (v/v) de etanol.
Las fermentaciones se detuvieron afiadiendo alcohol vinico hasta un contenido final del
15% (v/v) y refrigerando los mostos a 2°C, incluso el primer lote que no se fermento.
Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
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|3.2.3. Conservacion de las cepas |

Los cultivos de trabajo se realizaron en tubos con YPD agar inclinado de las
distintas cepas de levadura y en tubos con medio de esporulacion para el hongo
filamentoso, se almacenaron a 4°C. Estos cultivos se refrescaron en medio nuevo cada 3
meses 0 cada 24 h para su uso inmediato. ElI almacenamiento de los microorganismos
durante periodos de tiempo mas largos se realizd a -80°C en suspensiones celulares de
glicerol al 20% (v/v). La inoculacién en medio sélido para mantener las cepas se realizé
en YPD agar inclinado y la incubacion fue a 28°C durante 24-48 horas.

|3.2.4. Aislamiento y obtencion de cultivos axénicos |

Para el aislamiento y la obtencién de cultivos puros o axénicos se ha seguido las
técnicas clésicas de Microbiologia, como son la siembra en superficie por agotamiento en
estria simple o en cuatro direcciones y la siembra con diluciones seriadas, que también se
uso para el recuento de células viables.

|3.3. OBSERVACION MICROSCOPICA |

Las células de levadura y las hifas del hongo filamentoso se observaron por
microscopia oOptica y electronica. Sin embargo, la técnica de preparacion de las muestras
para la observacién en ambos instrumentos no fue igual, debido a que sus fundamentos
fisicos y técnicos son diferentes. Mientras que el microscopio Optico debe su
funcionamiento, de modo muy general, a un conjunto de lentes superpuestas que dejan
pasar la luz visible, el electronico se basa en un haz de electrones que por diversos
campos magnéticos, generados en bobinas electromagnéticas, aumentan la imagen.

|3.3.1. Microscopio optico |

El estudio al microscopio oOptico se realizd en biocapsulas de levaduras cuyo
didmetro aproximado fue de 3 mm después de 7 dias en el medio de formacion de
biocapsulas.

3.3.1.1. Materiales y Aparato

» Biocapsulas de levaduras

» Bisturi

» Portaobjetos y cubreobjetos

» Microscopio Optico de campo claro Nikon YS100
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3.3.1.2. Técnica de observacion en fresco

Primero, las bioc&psulas se aplastaron ligeramente hasta conseguir desalojar gran
parte del liquido de su interior. A continuacion, las biocapsulas se diseccionaron en varios
cortes con un bisturi. EI corte de las muestras se hizo lo més limpio posible, y se coloco
sobre el portaobjetos. Al aplicar el cubreobjetos se presiond de nuevo con cuidado sobre
la muestra para eliminar lo m&ximo posible el liquido y evitar que se formen burbujas
para su observacion al microscopio éptico. Finalmente, la observacion de las muestras se
realiz6 incrementando progresivamente el aumento para el reconocimiento y estudio
general de microscopia oOptica de las diferentes estructuras presentes en cada uno de los
dos distintos tipos celulares.

3.3.2. Microscopio electronico

‘ I\/.Ii(':r;)s'copy) ’ \

3.3.2.1.1. Reactivos, Materiales y Aparatos

Glutaraldehido al 2% (v/v)

Etanol al 90, 96 y 100%(v/v)

Oro

Pulverizador Coalter Bal-Tec SDC 005 (USA)
Microscopio electrénico de barrido Jeol JMS 6300 (Japon)

YVVVVY

3.3.2.1.2. Técnica

Las muestras que se emplearon en microscopia electronica correspondian a
secciones de 1-2 mm de grosor aproximadamente de paredes de biocapsulas recién
formadas de tamafio mediano o de biocépsulas que se han reutilizado dos veces en
fermentacion. Las piezas se fijaron en glutaraldehido al 2% (v/v) durante 6-8 horas. Las
muestras se deshidrataron en alcohol 90%, 96% y 100% (v/v) con un intervalo de 20
minutos entre cada uno y se pulverizaron a modo de lluvia oblicua recubriéndolas con oro
para la produccion de peliculas conductoras muy finas, de aproximadamente 10 nm de
espesor, sobre las muestras usando un pulverizador Coalter Bal-Tec SDC 005 (USA) para
que al observarse dé una imagen tridimensional. Las muestras se observaron y
fotografiaron en un microscopio electronico de barrido Jeol JMS 6300 (Japon). Todo este
procedimiento se realizd con la asistencia técnica de la Unidad de Microscopia
Electrénica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de
Cordoba (UCO).
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.3.2.2. Microscopia electronica de transmision , Transmission Electronique
Microscopy)

3.3.2.2.1. Reactivos, Materiales y Aparatos

» Glutaraldehido al 2,5% (v/v) y paraformaldehido al 2% (v/v) (1:1) en tampdn
cacodilato 0,1 M, pH 6,8

Cloruro de magnesio al 2 mM

Tetradxido de osmio al 1% (v/v)

Etanol al 50, 70, 90 y 100% (v/v)

Azul de toluidina

Acetato de uranilo

Citrato de plomo

Resina epoxi

Ultramicrotomo (“Ultracut E”, Leyca con cuchilla de Diamond de 45°)
Microscopio electronico transmision (T.E.M.) “EM 300 Philips”

VVVVVVVVY

3.3.2.2.2. Técnica

Las secciones de 1-2 mm de grosor de las paredes de las biocapsulas recién
formadas se fijaron rapidamente en una solucién 1:1 de glutaraldehido al 2,5% vy
paraformaldehido al 2% (1:1) en tampdn cacodilato 0,1 M a pH 6,8 y cloruro de magnesio
2 mM, durante 6-8 horas a una temperatura de 4°C. Transcurrido este tiempo, se procedié
al lavado de las muestras en el mismo tampdn, repitiendo la operacion tres veces, con una
duracién de cada lavado de 20 minutos.

Tras la fijacion de las células, éstas se sumergieron durante 1 hora en una solucion
de tetradxido de osmio al 1%, y a continuacién, se procedié a un nuevo lavado con el
tampon cacodilato 0,1 M. Para llevar a cabo la deshidratacién de la muestra, ésta se
sometié a un gradiente creciente de etanol (50, 70, 90 y 100% de pureza), con un
intervalo de 20 minutos entre cada uno. Las muestras se sometieron a infiltracién en una
mezcla de etanol al 100% y resina epoxi durante 2 horas en agitacion continua.

Para la obtencion de los bloques definitivos las muestras se mantuvieron en resina
epoxi pura durante todo un dia y se polimerizaron a 60°C. A partir de los blogues que
contenian las muestras infiltradas se efectuaron cortes semifinos de 1um de grosor, que se
tifieron con azul de toluidina. Los cortes ultrafinos, de 700 A de grosor, se realizaron con
un ultramicrotomo y se tifieron con acetato de uranilo al 4% y citrato de plomo. Dichos
cortes se colocaron en rejillas de cobre especiales para su visualizacion al microscopio de
transmision Philips EM 300. Durante todo este proceso se conto con la asistencia técnica
de la Unidad de Microscopia Electrénica del SCAI de la UCO.
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‘ Saccharomyces cerevisiae G1 EN FORMA LIBRE Y COINMOVILIZADA \

La protedmica (el andlisis a gran escala de los productos de un genoma mediante
métodos bioquimicos) permite obtener una visién global e integrada de los procesos
celulares. Esta herramienta ha contribuido de forma relevante al establecimiento de la
conexion entre las secuencias gendémicas y su funcion bioldgica. La combinacion de la
espectrometria de masas con la electroforesis bidimensional y el analisis bioinformético
han hecho posible la identificacion de proteinas a gran escala.

El procedimiento general del analisis protedmico de las levaduras en forma libre y
coinmovilizada realizado en esta tesis doctoral se desglosa, a continuacién, en las
distintas etapas que comprenden desde la preparacién de los extractos proteicos hasta la
identificacion de las proteinas mediante espectrometria de masas (MS) acoplada a una
absorcion/desorcion con laser asistida por matriz (MALDI) con cdmara de tiempo de
vuelo (TOF).

3.4.1. Preparacion de las muestras

3.4.1.1. Fundamento

La preparacion de la muestra es el paso mas importante para la obtencion de geles
bidimensionales, en los que es posible identificar un nimero elevado de proteinas de
forma individualizada. El objetivo de la optimizacion de los protocolos de extraccién de
proteinas es visualizar el mayor nimero posible de proteinas, para lo cual es necesario
separar fisicamente cada una de las proteinas que forman parte de los complejos presentes
en las células. Durante el proceso de preparacion de las muestras es fundamental eliminar
en gran medida compuestos que puedan provocar algun tipo de interferencia con las
técnicas posteriores como son sales, polisacéridos, fenoles (Rabilloud et al., 2007).

3.4.1.2. Reactivos, Materiales y Aparatos

Solucion de NaCl 100 mM

Tampon 1: SDS 5% (p/v); Tris-HCI 0,5 M pH 7,5

Tampén 2: Thiourea 2 M; Urea 7 M; CHAPS 4 % (p/v); DTT 1% (p/v);
Pharmalite 3-10 2% (v/v)

Solucidn de acido tricloroacético (TCA) al 10%

Bolas de vidrio de diametro 600 um (Sigma-Aldrich)

Sistema de filtro Millipore

Sistema para la determinacion de la concentracion de proteinas: Bradford
Centrifuga Beckman Coulter J2-HS

Centrifuga Heraeus Biofuge 17 FR

Agitador Vértex- Genie2

Agitador Heidolph modelo DSG 304

VVVVVVVY VVYVY
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» Incubador agitador orbital Infors AG (Suiza)

3.4.1.3. Técnica

El estudio proteébmico comparativo de Saccharomyces cerevisiae se realiz6 con
células de la cepa de levadura G1 en forma coinmovilizada (B) y células de levadura en
forma libre (L). El protocolo seguido para la 6ptima preparacion de extractos proteicos
implico tres pasos previos generales:

a) Crecimiento celular:

Las células de levadura G1 crecieron en medio liquido YPD al 2% (p/v) de
glucosa y se incubaron a 28°C a 175 rpm en un incubador agitador orbital Infors AG
(Suiza) durante aproximadamente 12 horas hasta alcanzar una absorbancia de 0,5 a 600
nm. El hongo filamentoso crecié en medio de esporulacion y ambos microorganismos se
inocularon en el medio de formacién de biocapsulas. Los medios empleados estan
descritos en la Tabla 3.1. Para el estudio de las células de levadura libres se procedid de
la misma manera sin la inoculacién del hongo filamentoso.

b) Lisis celular:

El procedimiento de rotura celular se llevo a cabo con métodos diferentes segln la
levadura sea en forma coinmovilizada o en forma libre.

Las células de levadura inmovilizada se extrajeron de la biocapsula por rotura
mecéanica manualmente con la ayuda de un mortero y agitacion vigorosa (Heidolph DSG
304) en una solucién de NaCl 100 mM durante 30 min a 4°C. Posteriormente, las células
de levadura se separaron de las hifas del hongo filamentoso por dos filtraciones sucesivas
con filtros de distintos tamafios de poro, la primera con un filtro Millipore de 180 um vy la
segunda de 30 um de didmetro, respectivamente. Las células de levadura se recogieron
por centrifugacién a 3000 rpm a 4°C durante 10 minutos en una centrifuga Beckman
Coulter J2-HS con rotor J-14. La lisis celular tanto fisica como quimica procedente del
inmovilizado se realiz6 segun Boucherie et al., (1995); Khoudoli et al., (2004) con
algunas modificaciones.

Las células de levadura libre se recogieron por centrifugacion (Beckman Coulter
J2-HS con rotor J-14) en las mismas condiciones antes indicadas para la levadura
coinmovilizada, una vez obtenidos los cultivos de la levadura en forma libre tras 7 dias en
el medio de formacién de biocapsulas.

Ambos tipos de levadura se rompieron agitando en Vortex- Genie2 con DTT y
bolas de vidrio de diametro 600 um, a velocidad maxima, 6 veces durante 1 minuto,
manteniendo siempre en hielo picado entre agitacion y agitacion. La muestra se
desnaturalizé con 40 pL del tampdn 1. Se agitd e incub6 5 minutos a 95°C en el bloque
seco. Se colocé el vial de cada muestra en hielo picado y se afiadié 500 pL del tampdn 2.
Esta suspension se mantuvo en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, los restos celulares y las bolas de vidrio se eliminaron mediante
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centrifugacion durante 20 minutos, a 4°C y a 12 000 rpm en una centrifuga Heraeus
Biofuge 17 FR, y el sobrenadante se almaceno a -80°C hasta su utilizacion.

¢) Limpieza de extractos proteicos:

Para la limpieza de los extractos proteicos y la cuantificacion de la concentracion
de proteinas se siguié el mismo procedimiento en ambos formatos de levadura.

El procedimiento de limpieza de los extractos de proteinas empleado para eliminar
ADN, sales y restos de detergente (SDS) consistio en la precipitacion de dichas proteinas
en una solucion de acido tricloroacético (TCA) al 10% (v/v) con 0,07% (p/v) DTT y
acetona fria durante 24 h a -20°C para asi favorecer la precipitacion (Fernandez-Acero et
al., 2006). Se afadi6 a volumenes iguales al extracto proteico. Tras el tiempo de
incubacidn, las muestras se recogieron por centrifugacion en una centrifuga Heraeus
Biofuge 17 FR a 12000 rpm, 15 minutos a 4°C, y posteriormente, se resuspendieron con
500 pL de acetona fria 30 min a -20°C. Se centrifug6é a 12000 rpm, 15 minutos a 4°C,
eliminando el sobrenadante. El residuo de acetona se evapord en un concentrador 5301
Eppendorf a temperatura ambiente y la pella de proteinas resultante se resuspendié en 300
pL del tampon 2. Se dejo durante 3 horas en agitacion (Heidolph DSG 304) a temperatura
ambiente para asegurarnos que no hay proteinas adheridas a las paredes del vial. La
concentracion de proteinas de los extractos celulares se determind mediante el método
descrito por Bradford (1976) usando como patrén albimina de suero bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich). Las muestras se congelaron a -20°C hasta el isoelectroenfoque.

3.4.2. Electroforesis bidimensional (2-DE)

3.4.2.1. Fundamento

La electroforesis bidimensional es una técnica de alta resolucion, capaz de
resolver mezclas complejas de proteinas en un Unico experimento. Se trata del método
mas utilizado por conseguir, de forma eficaz, la separacion e individualizacion de
proteinas de entre miles de proteinas en un Unico gel bidimensional. Esta técnica combina
dos métodos electroforéticos, el isoelectroenfoque (IEF, isoelectrofocusing), como
primera dimension, y la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), como la segunda
dimension. En la primera, las proteinas se separan de acuerdo con su punto isoeléctrico
(p), y en la segunda, segun su masa molecular (Mw). ElI método fue descrito
originalmente por O’Farrell (1975), al que se ha ido incorporando numerosas
innovaciones, mejoras y optimizaciones. Destacar como la mas relevante el desarrollo de
tiras de geles con gradientes inmovilizados y preestablecidos de pH, (IPG, Immobilized
pH gradient), que ha contribuido a la gran acogida de esta técnica (Gorg et al., 2004),
ademas de resultar una técnica relativamente facil, rapida y asequible. Estos gradientes de
pH inmovilizados son los responsables de la gran reproducibilidad entre los
experimentos, siendo compatible con etapas posteriores de identificacion y analisis de
proteina por espectrometria de masas.

En la actualidad, es posible disponer de un amplio intervalo de gradientes de pH
con extremos comprendidos entre pH 3,0 a pH 12,0. Esto permite, en gran medida,
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incrementar la capacidad de resolver el elevado nimero de proteinas presentes en una
muestra determinada. La aplicacion de la técnica de electroforesis bidimensional en este
trabajo ha permitido identificar un gran numero de proteinas implicadas en el
metabolismo de la levadura Saccahromyces cerevisiae.

3.4.2.2. Reactivos, Material y Aparatos

» Tampén 1: SDS 5% (p/v);Tris-HCI 0,5 M; pH 7,5

» Tampdn 2: Thiourea 2 M; Urea 7 M; CHAPS 4 % (p/v); DTT 1% (p/v);
Pharmalite 3-10 2% (v/v)

» Sistema para la determinacion de la concentracion de proteinas: Bradford

» Tiras de geles de isoelectroenfoque de 17 cm, con gradiente de pH no lineal +N3-

10 (nUmero catalogo 163-2099, Bio-Rad)

Tampdn de rehidratacion: Urea 7 M, Thiourea 2M, CHAPS 2% (v/v), DTT 1%

(p/v), Biolytes (anfolitos) 0,5% (v/v) pH 3-10 (Bio-Rad) y Azul de bromofenol

0,0001% (p/v)

Tampdn de solubilizacion: Urea 7M; CHAPS 2% (v/v)

Tampdn de equilibrado I: Tris-HCI 375 mM, pH 8,8; Urea 6 M; SDS 2 %(p/v);

Glicerol 20 % (v/v); DTT 2 % (p/v)

Tampdn de equilibrado II: Tris-HCI 375 mM, pH 8,8; Urea 6 M; SDS 2 %(p/v);

Glicerol 20 % (v/v); lodoacetamida 2,5% (p/v)

Tampon de electroforesis: Tris 0,025 M; Glicina 0,192 M; SDS 0,1 % (p/v); pH

8,3

Agarosa de sellado al 0,5% (p/v) con azul de bromofenol

Aceite mineral (Bio-Rad)

Acrilamida/Bisacrilamida al 13% (v/v)

TEMED (v/v) (N,N,N,N'-tetrametilnediamina)

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

SDS al 10% (p/v)

APS (v/v) (Persulfato amonico)

Solucién de tincion: 1 g Azul Coomassie, 200 mL metanol, 80 g sulfato aménico

en 22,5 mL aicod ortofosforico al 85%

Solucién de decoloracion: Tris 0,1 M pH 6,5 H3POy4; metanol al 25% (v/v), sulfato

amonico al 20% (p/v)

Etanol 70%

Patrones de peso molecular (Bio-Rad)

Sarcofago para IEF

Pinzas planas para IEF

Protean IEF (Bio-Rad)

Protean 11 Cell (Bio-Rad)

Y
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3.4.2.3. Técnica

Para la primera dimensidn, las muestras se pusieron en contacto con tiras de geles
IPG de isoelectroenfoque de 17 cm, con gradiente de pH inmovilizado no lineal +N3-10.
Las tiras se rehidrataron de forma pasiva en tampon de rehidratacién durante 2 horas,
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después se sometieron a otra rehidratacion activa a 50 V durante un periodo de 16 horas a
20°C.

Las muestras se prepararon en el tampon de rehidratacion hasta un volumen total
de 300 puL por carril. La cantidad de proteinas cargada en cada carril fue de 500 ng totales
(geles preparativos). Una vez colocada la tira IPG en el sarcéfago del IEF, se cargo cada
carril con la muestra del extracto proteico correspondiente y se recubrié con aceite
mineral para evitar la evaporacion y precipitacion de la urea.

Tabla 3.2. Programa de isoelectroenfoque para extractos de proteina total
en tiras de 17 cm.

Paso Voltaje (V) Tipo Gradiente Duracién Voltios-hora
(h:min) (Vh)
1 50 Rampa répida 16:00 -
2 500 Rampa rapida 01:00 -
3 1000 Rampa répida 01:00 -
4 8000 Rampa lineal 00:30 -
5 8000 Rampa lineal 07:00 -
6 500 Rampa rapida -- hasta 50 000

El isoelectroenfoque se realizd en el sistema Protean IEF (Bio-Rad) a 20°C
aplicando una corriente continua de 50 pA per tira hasta 50.000 Vh, cuyo programa segun
la rampa de voltajes queda descrito en la Tabla 3.2. Al finalizar el programa, se retir6 el
aceite mineral con ayuda de papel de filtro secante y las tiras se congelaron a -20°C o se
equilibraron inmediatamente segin el método de Gorg et al. (2004) para la segunda
electroforesis.

Tras el isoelectroenfoque, comienza la fase de equilibrado de las muestras, donde
las tiras de IEF durante 10 minutos se pusieron en contacto con 5 mL de tampdn de
equilibrado | y después otros 10 minutos con el tampo6n de equilibrado Il en agitacion.
Las proteinas deben ser tratadas con agentes desnaturalizantes, como el SDS, para una
buena separacion de las proteinas segin su peso molecular, puesto que desnaturaliza y
despliega las proteinas al mismo tiempo. EI SDS se une a ellas de forma proporcional a su
peso molecular dotandolas de carga negativa por lo que son atraidos hacia el anodo, con
agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) que se encarga de reducir los puentes
disulfuro y mantener el estado reducido de las proteinas desnaturalizadas, y con agentes
alquilantes como la iodoacetamida (IAA) que alquila los grupos SH reducidos
anteriormente y evita su posible posterior oxidacion.

Para la segunda dimension (SDS-PAGE), los geles de acrilamida empleados se
realizaron a una concentracion de poliacrilamida del 13% (p/v). A esta solucion de
poliacrilamida se le afiadio TEMED y APS (persulfato amdnico) como catalizadores para
iniciar la reaccién de polimerizacion de dicha poliacrilamida. Esta mezcla se vertio en el
recipiente de polimerizacion, donde previamente se habian colocado los cristales de
vidrio de tamafio aproximado de 180x245x1mm, en el interior de los cuales se formaron
los geles. Para mantener el gel humedecido y obtener un frente recto se afiadio etanol al
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70% (v/v) mientras tuvo lugar la polimerizacion de los geles en el Protean Il Cell (Bio-
Rad).

Una vez finalizada la polimerizacion de los geles y el equilibrado de las tiras de
IEF, se depositaron las tiras sobre la superficie de los geles de acrilamida, evitando que
queden burbujas atrapadas entre la tira IPG y la superficie del gel, o entre el gel y el
cristal base. Seguidamente, se colocd un aplicador impregnado con 5 uL de marcadores
de peso molecular en el extremo basico de la tira que se us6 como referencia para
determinar la velocidad electroforética de las proteinas en el gel, y el conjunto se selld
con una solucion de agarosa al 0,5% (p/v) para fijar ambos geles y evitar pérdidas de
proteinas cuando éstas migran de un gel a otro. A continuacion, se colocaron los geles en
las cubetas de electroforesis y se rellenaron con 1,5 L de tampon de electroforesis cada
una. Los geles se sometieron a una corriente constante de 60 mA per gel durante 5-6 h
hasta que el frente de colorante, azul de bromofenol, llegd a la parte final de todos los
geles.

|3.4.3. Tincion de los geles |

3.4.3.1. Fundamento

Una vez terminada la electroforesis bidimensional, es necesario la aplicacion de
un método de tincion que permita revelar la presencia y posicion de las diferentes
especies proteicas (spot) en el gel de acrilamida. La técnica mas utilizada es la tincidn con
azul de Coomassie CBB G-250 (Merck, Germany) por ser el método mas rapido y
compatible para la identificacion de proteinas por espectrometria de masas. Se puede
detectar hasta 0,2-0,6 pg de proteina, y es cuantitativo (lineal) hasta 15-20 ng.

3.4.3.2. Técnica

Al terminar la electroforesis bidimensional, los geles preparativos se tifieron segun
el método descrito por Mathesius et al., (2001) con CBB G-250. Para la tincion de geles
2D se recomienda eliminar los anfolitos mediante inclusion de acido ortofosforico al 85%
(v/v) en el colorante. Los geles se sumergieron en una solucion de tincion, y se incubaron
a temperatura ambiente durante 20 horas en agitacidn suave. A continuacién, se realiz6 un
paso de destefiido por difusion en soluciones de metanol al 20% (v/v). Este proceso de
teflido-destefiido se repitid dos veces. Finalmente, se lavaron los geles en agua bidestilada
hasta alcanzar el contraste adecuado.

|3.4.4. Analisis de las imagenes |

3.4.4.1. Fundamento

Los geles bidimensionales tefiidos se deben digitalizar con un escaner. Las
imagenes de alta resolucién son entonces importadas y guardadas en un ordenador en
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formato TIFF para su posterior analisis con un programa informatico, PDQuest (Bio-
Rad), que contempla una serie de pasos como son la deteccion de puntos, manchas o
especies proteicas, optimizacion mediante un filtrado gausiano 9x9 previo al analisis,
eliminacion del ruido de fondo, estimacion del punto isoeléctrico y peso molecular para
cada uno de los puntos, determinacion de la intensidad de los puntos, cuantificacion y
comparacion del patron de manchas generados por diferentes geles.

Los resultados obtenidos de las imagenes con este analisis permiten comparar de
forma cuantitativa y cualitativa las manchas proteicas, emparejarlas con las
correspondientes manchas en el resto de los geles e identificar los cambios en la
expresion proteica en una condicion experimental determinada.

Este proceso requiere una revision manual pormenorizada y, en ocasiones, la
edicion y correccion de alguna de las manchas o de los emparejamientos detectados
automaticamente. A continuacion, el programa densitometra las manchas proteicas, lo que
permite obtener medidas del nivel de expresion de cada una de ellas. Para compensar las
posibles variaciones entre geles debidas a diferencias en la eficacia de la tincidn en los
diversos niveles de concentracion en cada gel, se aplica el método de normalizacion méas
sofisticado del que se dispone con PDQuest mediante la opcién “Local Regression
Model”.

Este método calcula una curva en el diagrama de dispersion que minimiza la
distancia a todos sus puntos y que sirve para calcular el factor de normalizacion para cada
mancha. Por ultimo, se establecen las “réplicas de grupo”, indicando al programa qué
geles pertenecen a un mismo grupo de analisis, y se realiza un andlisis cuantitativo y otro
estadistico. Para asegurar la reproducibilidad de la técnica y un andlisis de resultados
apropiado se realizaron 3 geles por tratamiento.

3.4.4.2. Técnica

Las imagenes de los geles bidimensionales tefiidos se capturaron con un
densitometro GS-800, Calibrated Densitometer (Bio-Rad) para obtener una imagen
digital. El anélisis de estos mapas proteicos se realiz6 empleando el programa informatico
PDQuest 2-D Analysis Software version 8.0.1 (Bio-Rad). Las imagenes importadas a este
programa se depuraron y optimizaron mediante un filtrado previo al analisis, gausiana de
9 x 9. A continuacién, se cred un archivo con las imagenes de todos los geles en las dos
condiciones.

Los datos obtenidos mediante PD-Quest se exportaron a una hoja de calculo
Excel, donde se les dio el formato adecuado para poder analizarlos mediante el programa
SPSS v.13.0, que nos permitié realizar la prueba de ANOVA para comparar las medias de
una misma variable en mas de dos grupos, cuando existe normalidad en la distribucion de
los datos y homogeneidad en las varianzas muestrales.

Para ello se realizo la prueba de ANOVA, seguida de un analisis post-Hoc (prueba
Duncan) que nos permitié comprobar la distribucion normal de las variables analizadas y
la homogeneidad de las varianzas. Se consideran manchas diferencialmente expresadas
aquellas que presentan un valor p<0,05.
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|3.4.5. Identificacion de las proteinas analizadas mediante MALDI-TOF |

3.4.5.1. Fundamento

Los grandes progresos en protedmica son posibles al desarrollo tanto de técnicas
de separacion y analisis de proteinas (2-DE, cromatografia multidimensional, MS) como
de herramientas bioinformaticas (Apweiler et al., 2004) que permiten identificar las
proteinas de interés mediante la comparacion de los espectros de masas de péptidos o de
huella peptidica (peptide mass fingerprint- PMF) obtenidos por digestion triptica de las
proteinas en geles de acrilamida.

Existen dos técnicas de espectrometria de masas muy utilizadas para el analisis de
las proteinas en los geles bidimensionales. La primera es la espectrometria de masas
mediante MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser Desorption lonization-Time Off Flight) y
analisis de huellas peptidicas (PMF). La segunda técnica es la espectrometria de masas en
tdndem alimentada por un cromatégrafo de liquidos (LC/MS-MS). En este estudio se ha
realizado la identificacion de proteinas por huella peptidica utilizando un analizador de
masas MALDI-TOF.

Para identificar las proteinas de interés, primero se determinan las masas de los
péptidos generados en la digestion con tripsina por espectrometria de masas; y a
continuacién, se pueden comparar mediante la utilizacion de herramientas
bioinformaticas los listados de masas generados de forma experimental con las masas
tedricas resultantes de digerir con tripsina las secuencias disponibles en bases de datos.

Con esta técnica, las muestras digeridas con tripsina son embebidas en una matriz
de bajo peso molecular que es capaz de absorber la energia de un haz de luz laser que
incide sobre la muestra y que induce el proceso de ionizacion de los péptidos. Los
diferentes iones generados se separaran con su ratio masa/carga (m/z) en el interior de un
tubo sometido a una diferencia de potencial. Los iones en funcién de su relacion m/z
alcanzaran una determinada velocidad que sera proporcional al tiempo de vuelo del ion.
De modo que, cuanto mas pequefios sean los iones antes llegaran al detector y menor sera
el tiempo de vuelo. El detector es capaz de medir el nimero de iones que llegan en un
momento determinado.

3.45.2. Técnica

Una vez acabado todo el proceso de analisis de imagenes, se seleccionaron las
proteinas de interés para su estudio; es decir, las que mostraron diferencias cuantitativas y
las diferencias cualitativas significativas entre las levaduras en forma libre y
coinmovilizada. Estas proteinas se recortaron o “picaron” en cada uno de los geles
bidimensionales manualmente con ayuda de la punta de una micropipeta. Los fragmentos
del gel resultante de cada spot se digirieron automaticamente usando un sistema de
digestion de proteina Proteineer DP (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) con tripsina
en el Servicio de Protedmica del SCAI de la Universidad de Cérdoba siguiendo el
protocolo de digestion descrito por Schevchenko et al. (1996).
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Los extractos peptidicos, con un intervalo de masa/carga de 800-4000, se
analizaron por MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser Desorption/lonization the time-of-
flight) MS mediante un espectrometro “4700 Proteomics Analyzer Mass Spectrometer”
(Applied Biosystems, USA). Los péptidos obtenidos se introdujeron en las bases de datos
SwissProt y Trembl del Proteoma de Levaduras de S.cerevisiae, (www.expasy.ch/sprot)
con los softwares respectivos Pepldent y Mascot (Perkins et al., 1999).

Los parametros introducidos en cada base de datos fueron:
I. Modificacion completa (carbamidometilacion) de los residuos de
cisteina y oxidacion parcial de los residuos de metionina.
ii. Estado de la carga del péptido (+1) y masa méxima del péptido (70
ppm).
Iii. Un minimo de 4 péptidos marcados y un 25% de coincidencia en la
secuencia.

La blsqueda se ha restringido a Saccharomyces cerevisiae y se ha establecido la
certeza de un resultado, cuando la puntuacion del buscador superaba el 90%.

Para obtener informacidn sobre cepas de levaduras, genes y secuencias de
proteinas se han utilizado las siguientes bases de datos (Tabla 3.3):

Tabla 3.3. Diversas bases de datos empleadas.

Nombre URL

Genome Protein Machine Database http://gpmdb.thegpm.org/

(GPMDB)

Sacharomyces Genome Database (SGD) | www.yeastgenome.org

Expert Protein Analysis System (Swiss expasy.org/

institute of bioinformatics) (ExPaSy)

Yeast Proteome Database (YPD) www.proteome.com/databa
ses/

3.4.6. Interpretacion de los resultados

Los rapidos y continuos avances de las técnicas y herramientas informaticas
utilizadas en el estudio de las proteinas y de los procesos bioguimicos implicados ofrecen
una gran cantidad de informacion muy importante sobre el origen de las diferentes
alteraciones que pueden sufrir los organismos vivos. Por ello, algunos autores han
manifestado la posibilidad de un cambio de una “era gendémica” a una “era protedmica”,
aunque en realidad lo interesante es la complementacion de ambas eras. Como motor de
busqueda se utilizd el programa Mascot (Matriz Science, Londres, Reino Unido).

Los criterios para asignar una identificacion inequivoca a cada proteina analizada

utilizan los siguientes parametros que quedan reflejados en los informes obtenidos del
motor de bdsqueda:
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- Protein score: Es una puntuacion que da el motor de bdsqueda a cada identificacion
seguin su sistema probabilistico basado en la distribucion (el nimero) de las masas de los
péptidos obtenidos mediante MALDI-TOF y sus correspondencias con las masas de
péptidos resultante de digestiones teoricas de proteinas en las bases de datos.

- Protein score C.I: Es el nivel de confianza para el protein score que debe superar el
99%, la busqueda sera mas fiable cuanto mas cercano esté del 100, y por encima del 95%
sera significativo.

- Peptide matched: Es el nimero de péptidos que se consigue emparejar entre las masas
de los péptidos experimentales y las masas de los péptidos tedricos.
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|3.5. METODOS ANALITICOS |
|3.5.1. Recuento del nimero de células totales |

3.5.1.1. Fundamento

El contador de particulas Coulter Z2 (Beckman) (Figura 3.2) es un aparato que se
emplea para hacer un recuento rapido de células y para medir el tamafio de una poblacion
celular basado en el principio Coulter. La tecnologia esta recogida en la norma ISO
13319.

Este método cuenta y mide los cambios en la resistencia eléctrica a medida que las
células suspendldas en un I|qU|do conductlvo (Isoton) pasan a través de un pequefio
- orificio en la pared de un tubo de contaje,
situado dentro de un vaso con dos electrodos y
la suspension celular. Cuando las ceélulas
atraviesan el orificio, éstas desplazan su propio
volumen de electrolito, lo que crea un aumento
momentaneo de la resistencia al paso de
corriente eléctrica a modo de pulso. Este pulso
se puede medir como un cambio de voltaje o de
corriente. La altura del pulso producido es
proporcional al volumen de la particula, la
Figura 3.2. Imagen del contador de cantidad de pulsos es proporcional al nimero
células Coulter Z2 (Beckman) de células y la amplitud del pulso es
proporcional al tamafio de la particula que lo produjo. Este sistema determina la
concentracion de la muestra en nimero de particulas por mL.

3.5.1.2. Reactivo, Materiales y Aparato

> lsoton

» Micropipetas de 1, 100, 1000 pL

» Tarros para contar

» Contador de particulas Z2 Coulter y analizador de tamafio (Beckman)

3.5.1.3. Técnica

En nuestro caso, generalmente se preparé una suspension celular de la muestra
diluida 1/10 para evitar una alta concentracion y la obstruccion del contador. Una vez
bien homogeneizada, se afiadio 100 uL a 39,9 mL de isoton en el vaso de contaje para
proceder al recuento.
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|3.5.2. Recuento del nimero de células viables |

3.5.2.1. Fundamento

El recuento de microorganismos viables se basa en que cada célula desarrollara
una colonia visible; es decir que, cada colonia se origina de un unico microorganismo.
Este método es muy utilizado para determinar la concentracion de una poblacion celular
en una muestra determinada.

3.5.2.2. Materiales y Aparato

Medio YPD

Diluciones seriadas
Cajas de Petri

Asa de Digralsky

Pipetas de 100 y 1000 pL
Mechero de gas

Estufa de laboratorio

YVVVYVYVYYVYYV

3.5.2.3. Técnica

El nimero de células viables se determind por recuento directo de colonias en caja
de Petri con agar YPD después de hacer diluciones seriadas. Para ello, a partir de la
muestra se realizaron diluciones seriadas de 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 y 1/100.000
con agua destilada estéril hasta un volumen final de 10 mL. De cada dilucion se
sembraron en superficie alicuotas de 0,1 mL en cajas de Petri con agar YPD estéril con
ayuda de un asa de Digralsky para extender homogéneamente por toda la caja. Se
incubaron a 28°C en una estufa de cultivo durante 24-48 horas. Para realizar el contaje se
consider6 valido aquellas cajas que mostraron un namero de colonias comprendido entre
30 y 300. Los resultados se han expresado como media de los recuentos de cada dilucion
dado en UFC (Unidades Formadoras de Colonias)/mL.

UFC/mL = N° de colonias en caja x inverso de la dilucion x 10

Para el recuento de células viables de las levaduras inmovilizadas, las células de
levadura se separaron previamente de las biocapsulas de la siguiente manera: 1 g de
biocapsulas rotas mecanicamente en un mortero se resuspendio con 9 mL de una solucion
esterilizada de % de solucion Ringers a 100 rpm durante 30 minutos en un agitador
Heidolph (Type DSG 304, Alemania) y 1 minuto en ultrasonido (Ultrasons, Selecta,
Espafia) todo el proceso se mantuvo a 4°C (Vargas et al., 2007).

Previamente, las muestras se filtraron primero por un filtro de 180 um de poro y
posteriormente por otro de 30 um (Millipore) para retirar hifas del hongo sueltas y
recoger solamente células de levadura. Para determinar la viabilidad celular se sembraron
por extension 100 pL de las suspensiones diluidas en cajas de Petri con agar YPD.
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La viabilidad celular se determind por contaje de colonias después de 48 horas a
28°C. Los resultados se expresan como unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de inmovilizado o por mL de caldo de fermentacidn, respectivamente.

|3.5.3. pH |

El pH del mosto o vino tiene una gran influencia sobre el desarrollo de ciertos
microorganismos, sobre la cantidad de sulfuroso activo, asi como sobre las propiedades
organolépticas.

La determinacion de este parametro se realizd a 20°C mediante un pH-metro
digital marca Crison 2001 previamente calibrado con tampones de pH 7,02 y 4,00. Esta
basado en la medicion de la diferencia de potencial entre dos electrodos, sumergidos en la
muestra. Uno de los electrodos adquiere un potencial, que es una funcién definida del pH
del liquido a medir, éste es el electrodo de vidrio. El otro electrodo, tiene un potencial fijo
y de ahi su nombre de electrodo de referencia.

3.5.4. Acidez Titulable

3.5.4.1. Fundamento

La acidez titulable esta considerada como la suma de los &cidos libres del mosto o
vino al que previamente se le ha eliminado el CO, por agitacién y vacio parcial.
Habitualmente se expresa en gramos por litro de &cido tartarico, ya que suele ser el &cido
mayoritario.

El método se basa en determinar los miliequivalentes de NaOH necesarios para
neutralizar una alicuota de mosto o vino. El punto final de la valoracion se puede
determinar mediante el empleo de un indicador (por cambio de color) o bien
electrométricamente (por pHmetro).

3.5.4.2. Reactivos, Material y Aparatos

Solucion NaOH 0,1 N

Bomba de vacio

Matraz kitasato de 100 ml con tapon negro de caucho
pH-metro Crison 2001

Bureta graduada

YVYVYYVYYV

3.5.4.3. Técnica

Su determinacion se efectu6é por valoracién directa de 20 ml de mosto o vino,
exentos de CO,, con NaOH 0,1 N hasta pH = 7,00, segin normas de la C.E. (1990).
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| 3.5.5. Determinacion enzimatica de metabolitos en mostos y vinos |

3.5.5.1. Determinacion de la concentracion del etanol

Se realiz6 mediante un método enzimatico especifico Boehringer Mannheim/ R-
Biopharm (Alemania) para etanol.

3.5.5.1.1. Fundamento

En presencia de nicotinamida-adenina dinucleétido (NAD™), el etanol se oxida a
acetaldehido en una reaccion catalizada por la enzima alcohol deshidrogenada (ADH) (1).

El equilibrio de esta reaccion tiende hacia la formacion de etanol y NAD". Sin
embargo, en condiciones alcalinas y cuando se elimina el acetaldehido, la reaccion puede
desplazarse completamente hacia la formacion del acetaldehido.

El acetaldehido se oxida cuantitativamente a &cido acético en presencia de
aldehido-deshidrogenada (Al-DH) (2). La formacion del NADH, medida por el aumento
de la absorbancia a 340 nm, es proporcional a la cantidad de etanol presente.

(1) Etanol + NAD" _ ADH , Acetaldehido + NADH + H'

(2) Acetaldehido + NAD" + H,O__AI-DH  Acido acético + NADH + H’

3.5.5.1.2. Reactivos, Materiales y Aparato

> Test enzimético para etanol (n° catdlogo 10 176 290 035)

» Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido éptico o cubetas de uso Unico
> Micropipetas para ensayos enzimaticos de 1000 pL, 200 puL y 100 puL
» Espectrofotometro Beckman Coulter DU 640

3.5.,5.1.3. Técnica

Segun recomienda Boehringer Mannheim, se prepararon las soluciones contenidas
en el kit enzimatico y las muestras. Después, se siguié el procedimiento descrito para
obtener las absorbancias en el espectrofotometro y asi determinar de la diferencia de
absorbancias y aplicar el incremento de absorbancia (AA) en la ecuacion general para
calcular la concentracion de etanol (g/L), teniendo en cuenta que el resultado debe
multiplicarse por el factor de dilucion si la muestra ha sido diluida durante la preparacion.
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|3.5.5.2. Determinacion de la concentracion de glucosa y fructosa |

La determinacion de la glucosa y la fructosa se realizO mediante un método
enzimatico, suministrado por Boehringer Mannheim/ R-Biopharm.

3.5.5.2.1. Fundamento

Este método esta basado en la fosforilacion de la D-glucosa y la D-fructosa con
adenosin-trifosfato (ATP) por la enzima hexoquinasa (HK) dando como resultado
glucosa-6-fosfato (G6P) y fructosa-6-fosfato (F6P), respectivamente con la formacion
simultanea de adenosina-5'-difosfato (ADP) (1), (2):

(1) D-Glucosa + ATP HK G6P + ADP

v

(2) D-Fructosa + ATP HK ,» F6P + ADP

En presencia de la enzima glucosa-6-P deshidrogenasa (G6PDH), la glucosa-6-
fosfato se oxida a D-gluconato-6-P por nicotinamida-adenin-dinucleo6tido-fosfato
(NADP™) con formacion de NADPH (3):

(3) G6P + NADP* G6PDH ,  D-gluconato-6-fosfato + NADPH + H”

La cantidad de NADPH formado en esta reaccion es estequiométrica con la
cantidad de D-glucosa. La cantidad de NADPH se determina por su absorbancia a 340
nm.

Una vez terminada esta reaccion, la fructosa-6-fosfato se transforma en glucosa-6-
fosfato (4) por la accién de fosfoglucosa isomerasa (PGl), la glucosa-6-fosfato que sigue
la misma reaccion de oxidacion que en el caso anterior (3).

4)F6P PGl G-6-P

La cantidad de NADPH formado en esta reaccion es estequiométrica con la
cantidad de D- fructosa y se determina por absorbancia a 340 nm.

3.5.5.2.2. Reactivos, Material y Aparato

» Test enzimatico para glucosa y fructosa (n° catalogo es 10 139 106 035)
» Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido éptico o cubetas de uso Unico

» Micropipetas para ensayos enzimaticos de 1000 pL, 200 puL y 100 uL
» Espectrofotometro Beckman Coulter DU 640

3.5.,5.2.3. Técnica

Una vez se prepararon las soluciones contenidas en el kit y las muestras, se
obtuvieron las absorbancias medidas en el espectrofotometro segin recomienda dicho test
enzimatico. Se calcul6 el incremento de absorbancia (AA) para aplicarlo a la ecuacion
general y calcular la concentracion de glucosa y fructosa (g/L). Si las muestras se
diluyeron se multiplicé por el factor de dilucion.
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3.5.5.3. Determinacion de la concentracion de acido acético

La determinacion del acido acético se realiz6 mediante un método enzimatico
suministrado por Boehringer Mannheim/ R-Biopharm.

3.5.5.3.1. Fundamento

Este test estd basado en la conversion del acido acético a acetil-CoA en presencia
de la enzima acetil-CoA sintetasa (ACS), ATP y CoA (1):

(1) Acetato + ATP + CoA ACS » Acetil-CoA + AMP + pirofosfato

El acetil-CoA reacciona con oxalacetato para dar citrato en presencia de la citrato sintasa
(CS) (2):

(2) Acetil-CoA + oxalacetato + H,0O CS , cCitrato + CoA

El oxalacetato requerido en esta reaccion (2) se forma a partir de malato y NAD" en
presencia de la malato deshidrogenada (MDH) (3):

(3) Malato + NAD" MDH , oxalacetato + NADH + H*
En esta Gltima reaccion (3) el NAD" es reducido a NADH. La determinacion del
acido acético esta basada en la formacion de este NADH, medido por un incremento de

absorbancia a 340 nm aplicando el correspondiente calculo matematico.

3.5.5.3.2. Reactivos, Material y Aparato

- Test enzimatico para acético (n° catdlogo 10 148 261 035)

- Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido 6ptico o cubetas de uso Unico
- Micropipetas para ensayos enzimaticos de 1000 pL, 200 puL y 100 pL
- Espectrofotometro Beckman Coulter DU 640

3.5.5.3.3. Técnica

Se prepararon las soluciones contenidas en el test enzimatico y las muestras, y se
siguieron las recomendaciones en todo el procedimiento para obtener las absorbancias y
calcular la concentracion de acido acético (g/L), de modo que si la muestra ha sido diluida
durante la preparacion, el resultado debe multiplicarse por el factor de dilucion.
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3.5.5.4. Determinacion de la concentracion de acido succinico

La determinacion del &cido succinico se realizé6 mediante un método enzimatico
suministrado por Boehringer Mannheim/ R-Biopharm.

3.5.5.4.1. Fundamento

Este test estd basado en la conversion del &cido succinico a succinil-CoA en
presencia de la enzima succinil-CoA sintetasa (SCS) también conocida como succinato
tioquinasa, ademas de inosina-5’-trifosfato (ITP) y de coenzima A (CoA) con una
formacion simultanea de inosina-5’-difosfato (IDP) y fosfato inorganico (Pi) (1):

(1) Succinato + ITP + CoA SCS » Succinil-CoA + IDP + Pi

Inosina-5’-difosfato reacciona con fosfoenolpiruvato (PEP) en presencia de la
enzima piruvato kinasa (PK) para obtener ITP y piruvato (2):

(2) IDP + PEP PK » |TP + piruvato

El piruvato se reduce por NADH en presencia de L-lactato deshidrogenasa (L-
LDH) (3):

(3) Piruvato + NADH+H" L-LDH |  L-lactato + NAD"

La cantidad de NADH oxidado de la Gltima reaccion es estequiométrica a la
cantidad de acido succinico. EIl NADH se determiné por la absorbancia medida a 340 nm.

3.5.5.3.2. Reactivos, Material y Aparato

» Kit enzimatico para acido succinico (n° catadlogo 10 176 281 035)

» Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido Optico o cubetas de uso Unico
» Micropipetas para ensayos enzimaticos de 1000 pL, 200 puL y 100 uL
» Espectrofotometro Beckman Coulter DU 640

3.5.5.4.3. Técnica

Primero, se prepararon las soluciones contenidas en el kit enzimatico y las
muestras a 37°C. Después, se obtuvieron las absorbancias en el espectrofotometro y se
aplico la ecuacion general que se describe en el protocolo para calcular la concentracion
de &cido succinico (g/L), se multiplicoé por el factor de dilucion en el caso de diluir las
muestras.
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3.5.5.5. Determinacion de la concentracion de acetaldehido

La determinacion de acetaldehido en mostos y vinos se realizd6 mediante un test
enzimatico suministrado por Boehringer Mannheim/ R-Biopharm.

3.5.5.5.1. Fundamento

Este método se basa en que el acetaldehido es cuantitativamente oxidado a acido
acético en presencia de la enzima aldehido deshidrogenada (Al-DH) y nicotinamida-
adenin dinucledtido (NAD") (1):

(1) Acetaldehido + NAD" +H,O _Al-DH  4cido acético + NADH + H"

La cantidad de NADH formado es estequiométrica a la cantidad de acetaldehido.

El NADH se determiné por la medida de absorbancia a 340 nm.

3.5.5.5.2. Reactivos, Material y Aparato

» Kit enzimatico para acetaldehido (n° catalogo 10 668 613 035)

> Cubetas de vidrio de 1 cm de recorrido Optico o cubetas de uso Unico
» Micropipetas para ensayos enzimaticos de 1000 pL, 200 puL y 100 pL
> Espectrofotometro Beckman Coulter DU 640

3.5.5.5.3. Técnica

Una vez preparadas las soluciones contenidas en el kit y las muestras, se midieron
las absorbancias en el espectrofotometro segin recomienda el protocolo del test
enzimético. Se calculo el incremento de absorbancia (AA) y se aplico a la ecuacion
general para determinar la concentracion de acetaldehido (g/L). En el caso de que las
muestras se diluyeron se multiplicé por el factor de dilucién.

3.5.6. Determinacion de Ocratoxina A (OTA)

El método de analisis para la determinacion de OTA se basa en una extraccion por
método de Luke y un posterior analisis del extracto mediante HPLC-Espectrometro de
Masas, trabajando con ionizacion Electrospray negativo y en modo MRM de adquisicion
de iones (3 transiciones). Esto se lleva a cabo en un HPLC-Masas Varian 1200L Triple
Cuadrupolo. El analisis fue llevado a cabo en la UCO, por el personal asistente del SCAL.
Su concentracion viene determinada en pg/L
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|3.5.7. Cuantificacion de proteinas en células de levadura |

3.5.7.1. Fundamento

La concentracion de proteinas de los extractos celulares se estimo6 por el método descrito
por Bradford (1976). Este método se basa en el cambio de color que se produce cuando
una solucién &cida de Azul Brillante de Coomassie G250 (CBB) se une a las proteinas. La
forma protonada de este colorante presenta un color rojo-anaranjado y la absorbancia
maxima se produce a una longitud de onda de 465 nm. Cuando el CBB esta unido a
proteinas, interactia con los grupos hidrofobicos y se suprime la protonaciéon en los
grupos cargados positivamente, observandose un color azul. En estas condiciones, la
absorbancia maxima a 595 nm es directamente proporcional a la concentracion de
proteina existente en la muestra.

3.5.7.2. Reactivos, Materiales y Aparato

Azul Brillante de Coomassie G250

Seroalbumina bovina

Tampdn de Solubilizacion: Urea 8M, CHAPS 2%(v/v)
Reactivo Bradford

Micropipetas

Espectrofotémetro Beckman Coulter DU 640

YVVVVVYY

3.5.7.3. Técnica

Previamente a la cuantificacién de las muestras, se realizd una recta patrén con
seroalbumina bovina (SAB) en concentraciones crecientes de 0; 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00
pg/uL a partir de una disolucién inicial de 1 pg/pL.

La ecuacion de la recta patron con SBA se muestra en la Figura 3.3.

Y =0,7427 X + 0,0286, R? =0,9842

Recta Patron BSA y = 0,7427x + 0,0286
R? = 0,9842
0,9 1
0,8
0,7 1
0,6 A
0,5 1
0,4 A
0,3 1
0,2 A
0,1 1
0 T T T T T 1

0 02 04 06 08 1 12

Concentracion (mg/ml)

Absorbancia a 595nm
>

Figura 3.3. Recta patron con distintas concentraciones de seroalabimina
bovina.
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La disolucion de las muestras de los extractos proteicos de levadura fue
inicialmente 1/10 para que se incluyesen en la recta patrén. A cada una de las muestras se
le afadi6 750 pL de reactivo Bradford concentrado (Sigma-Aldrich) y se agito
suavemente para mezclar bien (Tabla 3.4). Tras 10 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad, se leyd la absorbancia a 595nm. La determinacion de proteinas en cada
muestra se realizd por extrapolacion de los valores de absorbancia obtenidos en la recta
patron.

Tabla 3.4. Composicién de las muestras y patrones empleados para la
estimacion de la concentracion de proteinas.

Concentracion SAB Muestra Tampoén Reactivo
(ugiuL) / (L) (uL) Solubilizacion Bradford
Dilucion (uL) (uL)

Blanco 0 0 1500 0

Patrén 1 (0,25) 375 0 1125 0

Patrén 2 (0,50) 750 0 750 0

Patrén 3 (0,75) 1125 0 375 0

Patrén 4 (1,00) 1500 0 0 0

Muestra 1 (1/10) 0 25 725 750

Muestra 2 (1/20) 0 25 725 750
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|5g§ Betermlnamon ae |OS compuestos HE| aroma |

La determinacion de los compuestos del aroma en mostos y vinos presenta una
serie de problemas como son el elevado nimero de compuestos y familias quimicas que
engloba y el amplio intervalo de concentraciones en la que éstos suelen encontrarse. La
técnica més utilizada para este analisis es la cromatografia de gases, ya que es la técnica
analitica de separacion que ofrece mejor poder de resolucién para los compuestos
organicos volatiles.

La cromatografia de gases es una técnica que se basa en las diferencias de
volatilidad de los compuestos volatiles contenidos en una muestra y en su capacidad para
ser adsorbidos o retenidos por la fase estacionaria. En este tipo de cromatografia la fase
movil es un gas portador inerte que no interactta con las moléculas del analito, sino que
su Unica funcion es la de transportar el analito a través de la columna. La fase estacionaria
son moléculas de liquido inmovilizadas sobre la superficie de un sélido inerte (Figura
3.4).

Una vez que los compuestos volatiles alcanzan el sistema de deteccion se produce
una sefial que se transduce en forma de pico. El conjunto de todos los picos constituye un
cromatograma, en el que cada analito tiene un tiempo de retencion caracteristico que se
usa con fines cualitativos.

Figura 3.4. Fotografia del cromatografo de gases

3.5.8.1. Analisis de los compuestos volatiles minoritarios del aroma

3.5.8.1.1. Reactivos. Material y Aparatos

Disolucion de HCI 0,1 N

Disolucion de octanol-2 en etanol al 15 % (v/v)
Disolucién de NaCl

Triclorofluorometano (freon-11)

Na,SO,4 anhidro

Lana de vidrio

Extractor liquido-liquido

VVVVYVYYY
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> Helio

» Microconcentrador tipo Kuderna-Danish

> Bafio de agua termostatizado

» Cromatografo de gases Hewlett-Packard 6890 series

3.5.8.1.2. Técnica

Previamente a la inyeccién de la muestra en el CG, los volatiles minoritarios
deben extraerse y concentrarse, dada la escasa proporcion en que se presentan la mayoria
de estos compuestos en mostos y vinos.

La extraccion de los compuestos del aroma en estos medios se ha realizado
mediante una extraccion liquido-liquido, utilizando como extractante fredn-11
(triclorofluorometano) siguiendo el procedimiento de Rapp et al. (1976). Este compuesto
presenta ventajas como escasa reactividad y baja selectividad extractiva, lo que permite
obtener extractos que contienen un amplio intervalo de familias de compuestos.

Para la extraccion de estos compuestos se partiéo de una muestra de 100 mL de
mosto o vino, se corrigio el pH hasta 3,5 con una disolucién de HCI 0,1 N, y se le afiadid
como patron interno 5 mL de una disolucion al 15% (v/v) en etanol de octanol-2 siendo la
concentracion final en la muestra de 150 mg/L. Posteriormente, se afiadieron 20 mL de
una disolucion saturada de NaCl con objeto de aumentar la fuerza ionica de la muestra y
favorecer la extraccion.

En el cuerpo de un extractor liquido-liquido de 250 mL para disolventes mas
densos que la muestra se afiadieron 100 mL de fredn-11 recién destilado, para evitar la
presencia de impurezas, y a continuacion se afiadio la muestra ya preparada anteriormente
con el patron interno. Por ultimo, se colocd un embudo difusor con objeto de favorecer la
extraccion de compuestos del aroma.

El matraz colector se sumergié en un bafio de agua termostatizado a 30°C y la
parte superior del cuerpo extractor se conectd a un refrigerante por el que circula agua a
4°C procedente de una unidad de frio.

Tras 24 h de extraccion en continuo se recogié el fredn y se filtr6 sobre lana de
vidrio y una punta de espatula de Na,SO, anhidro con objeto de eliminar las pequefias
gotas de muestra que pudiese contener el extracto de freon.

Una vez obtenido el extracto en fredn conteniendo los compuestos del aroma, éste
se concentro hasta un volumen de 0,1-0,2 mL en un microconcentrador tipo Kuderna-
Danish, cuyo tubo de concentracién se sumergié en un bafio termostatizado con agua a
30°C y al que se adoso una columna de rectificacion por la que circula agua a 25°C, lo que
permite la evaporacion del fredn-11 pero no la de los volatiles contenidos en el extracto.
Para evitar emisiones de freon-11 a la atmosfera, el final de la columna de rectificacion se
acoplé mediante un codo de vidrio a un refrigerante con agua a 4°C.
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Este procedimiento permite la reduccion del extracto en fredn hasta un volumen
de 0,1 mL. Con ello se consigue aumentar la concentracion de los compuestos contenidos
en la muestra unas mil veces.

3.5.8.1.3. Identificacién y cuantificacién de compuestos volatiles minoritarios

La identificacion y cuantificacion de los compuestos del aroma se llevé a cabo por
inyeccion de 3 uL del concentrado de fredn-11, obtenido como anteriormente se ha
descrito, en un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 6890 series acoplado a un
espectrometro de masas. El cromatografo estaba equipado con una columna capilar de
silice fundida CP-Wax 57CB de 60 m de longitud y 0,25 mm de didmetro interno, con un
espesor de revestimiento de 0,4 um Yy conectado a un ordenador para la recogida y
tratamiento de los datos.

El gas portador utilizado fue helio a un flujo inicial de 0,9 mL/min en modo
splitless con un flujo total de 6,4 mL/min y una purga de 3 mL/min. La temperatura del
inyector se mantuvo a 275°C y la temperatura del horno se programé empezando a 40°C
durante 10 min; una rampa de temperatura de 1°C/min hasta 180°C, la cual se mantuvo
constante durante 60 min y un programa de post run de 185 °C durante 30 min. El flujo
del gas portador aumenté de 0,9 mL/min a 1,2 mL/min, usando una rampa de 1 mL/min?
cuando la temperatura del horno alcanzé los 154°C.

Los espectros de masas se obtuvieron mediante el método scan que consiste en
registrar todos los iones en los que se fragmenta cada molécula y cuyas relaciones m/z
estén comprendidas, en nuestro caso, entre 30 y 390. La interfase cromatografo de gases
espectrometro de masas se encontraba a una temperatura de 170°C y el voltaje del
detector era de 1900+200 mV.

La identificacion de los volatiles minoritarios se realiz6 comparando los espectros
de cada compuesto con los de la libreria Willey 7N asi como mediante los tiempos de
retencion de patrones sometidos a las mismas condiciones cromatograficas que la
muestra. La cuantificacion se llevo a cabo mediante la extrapolacion en una recta de
calibrado obtenida para cada compuesto mediante el empleo de disoluciones patrén a
diferente concentracion.

3.5.8.2. Analisis de los compuestos volatiles mayoritarios del aroma

3.5.8.2.1. Reactivos. Material y Aparatos

Disolucién de HCI 0,1 N

Disolucion de 4-metil-2-pentanol en etanol al 14 % (v/v)
CaCO,

Centrifuga

Helio

Cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 6890 series

VVYVYVYVYVY
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3.5.8.2.2. Técnica

Los compuestos volatiles mayoritarios se cuantificaron e identificaron mediante
inyeccidn directa de la muestra en el CG.

A 10 mL de muestra se afiadié como patrén interno 1 mL de una disolucién de 4-
metil-2-pentanol al 14% (v/v) de etanol y cuya concentracion es 1050 mg/L. Con objeto
de alargar la vida util de la columna se afiaden aproximadamente 0,2 gramos de CaCOs,
para eliminar la mayoria del &cido tartarico presente en la muestra. Una vez centrifugada
la muestra durante 5 minutos a 300 g, se inyectd6 1 pL del sobrenadante en el
cromatdgrafo de gases.

3.5.8.2.3. Identificacion y cuantificacion de los compuestos volatiles mayoritarios y
polioles

La identificacion y cuantificacion se realizé en un cromatédgrafo de gases HP 6890
Series 11 equipado con una columna capilar de silice fundida CP-Wax 57 CB de 60 m de
longitud; 0,25 mm de diametro interno y 0,4 um de espesor de revestimiento, como
detector se empled un detector de ionizacién de llama (FID, flame ionization detector).
Las condiciones cromatogréficas fueron las descritas por Peinado et al. (2004a).

La identificacion de los volatiles mayoritarios se realiz6 comparando los tiempos
de retencion de patrones sometidos a las mismas condiciones cromatograficas que la
muestra. La cuantificacion se llevo a cabo mediante la extrapolacion en una recta de
calibrado obtenida para cada compuesto mediante el empleo de disoluciones patron a
diferente concentracion.

|3.6. ANALISIS SENSORTAL |

Para determinar el efecto de las caracteristicas organolépticas (color, aroma y
sabor) sobre la fermentacion de los vinos obtenidos estudiados en este trabajo, las
muestras se sometieron a un analisis sensorial, siguiendo las indicaciones de la norma
UNE 87-020-93 de la Asociacion Espariola de Normalizacion (AENOR, 1997).

3.6.1. Preparacion de las muestras

Las muestras se conservaron en frio y se pusieron a temperatura ambiente una
hora antes de realizar la prueba sensorial para acondicionarlas a los 20°C de la sala de
cata. Cada muestra se identifico con una clave consistente en tres nimeros escogidos al
azar, de manera que no se aportara ninguna informacion a los catadores. Las claves
fueron distintas para cada prueba sensorial. Las dos primeras pruebas discriminatorias
consistieron en evaluar el aroma y el sabor de los vinos mediante la utilizacion de una
escala ordinal con tres grados de calidad: indeseable, aceptable y deseable, designando 3
puntos para cada grado segun recomienda la norma antes mencionada (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Ficha de anélisis con escala ordinal empleada para
evaluar las propiedades organolépticas de color, aroma y sabor.

Propiedad C.1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
Indeseable 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3
Aceptable 4 4 4 4 4 4 4
5 5 5 5 5 5 5
6 6 6 6 6 6 6
Deseable 7 7 7 7 7 7 7
8 8 8 8 8 8 8
9 9 9 9 9 9 9
C.=Clave

Previamente a la realizacion del andlisis sensorial (las pruebas discriminatorias), el
jurado se instruyd con una breve exposicion sobre el objetivo de las pruebas y de las
normas del procedimiento que debia llevar a cabo, entregando a cada individuo la
correspondiente ficha de anélisis (Tabla 3.5).

El jurado estaba compuesto por 15 catadores al que se le presentd un panel con
tres caracteristicas organolépticas en la sala de cata termostatizada a 20°C, utilizando
catavinos homologados, con caracteristicas de disefio recogidas en la norma UNE 87-022-
92 (AENOR, 1997), etiquetados, con sus respectivas claves, y tapados para asi impedir la
pérdida de las propiedades organolépticas de las muestras. Se utilizaron catavinos de
cristal negro (cuando se analizaron aroma y sabor) para evitar la influencia de las
sensaciones visuales.

Tabla 3.6. Comparacion de las muestras por parejas
para establecer diferencias.

Parejas Clave ¢Hay diferencias?
Parejal Clave 5-3 SI NO
Pareja2 Clave 1-6 Sl NO
Pareja3 Clave 5-1 SI NO
Pareja4 Clave 3-6 Sl NO
Pareja5 Clave 6-4 SI NO

El tratamiento de los datos se realizO mediante el célculo de la distribucién de
frecuencias y mediana. La tercera prueba consistié en una prueba de comparacion por
parejas segun la norma UNE 87-005-92 (AENOR, 1997) por el método de preferencias
mediante la técnica de juicio forzado para establecer si existian diferencias entre las
muestras comparadas (Tabla 3.6), en la que los catadores debian elegir obligatoriamente
una de las dos muestras de la pareja segun el modelo bilateral (Tabla 3.7) cuyo objetivo
fue estudiar la/s muestra/s que prefieren los catadores. Los resultados se trataron
estadisticamente.
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Tabla 3.7. Comparacién por parejas por el método de
preferencias mediante la técnica del juicio forzado.
Parejas Clave ¢ Cudl le gusté més?
Parejal Clave 7-8

Pareja2 Clave 9-10

Pareja3 Clave 11-12

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existen diferencias significativas entre las variables enoldgicas
y los compuestos del aroma analizados entres los distintos mostos y vinos se realiz6 un
andlisis de grupos homogéneos mediante el paquete estadistico Statgraphics Centurion, de
STSC, INC (Rockville, MD). Todas las muestras se analizaron por triplicado.

En cuanto a los resultados de protedmica se expresan como la media * desviacion
estandar (error estandar) de la media. Los efectos de las diferentes condiciones de
levadura bioinmovilizada y libre estudiadas se han examinado usando el andlisis de
varianza (ANOVA), seguido por el test de Duncan y la t-Student para comparaciones
entre medias. Este analisis estadistico se ha realizado usando el programa informatico
SPSS vs 14.0. Las diferencias fueron consideradas como significativas para p<0,05.
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‘D.E PUBLICACION \

En este bloque se presentan los resultados endfurt®@ la estructura de la
memoria de esta tesis doctoral planteada &togjue 2. Hipdtesis y objetivosDe modo
que se incluyen, por un lado, los resultados de drdiculos publicados en las revistas
cientificas ya indicadas como copias completaspryofro, los resultados pendientes de
su publicacion, segun el orden secuencial que sestablecido en los tres capitulos
propuestos.

4.1. CAPITULO [: Optimizacién y caracterizacion debiocapsulas de levaduras

En el primer apartado del Capitulo I, se indicas fesultados que se han
publicado con respecto a la optimizacion y car&aeion de las biocapsulas de levadura
en la revista cientifica Journal of Chemical Tedbgyp and Biotechnology.

El segundo apartado de este capitulo se correspmmd®s resultados del estudio
proteémico de la levadura en forma libre y coinribada en medio de formacion de
biocdpsulas que estan pendientes de su publicacion.

.1.1. Co-culture ofPenicillium chrysogenum an ccharomyces cerevisiae leading
to the immobilization of yeast

En este apartado se muestran los resultados obsecich respecto a los factores
que intervienen en el proceso de coinmovilizaciém ld cepa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae G1 sobre el hongo filamento&enicillium chrysogenum H3
como son temperatura, velocidad de agitacion, tieml y composicion del medio.

Bajo ciertas condiciones se induce una simbiosizafta entre ambos
microorganismos sin la necesidad de soportes ederrcompuestos quimicos de union.
El medio para coinmovilizar estos microorganismossistio en YNB sin aminoacidos
con amonio como fuente de nitrégeno, acido gluariomo fuente de carbono
facilmente asimilable por el hongo filamentoso peogpor la levadura, tamponado a pH
7, en agitacion orbital a 28°C durante unos 7 dias.

De este modo, se obtienen “biocapsulas de levadywa”son esferas huecas,
elasticas, resistentes y de color crema. El tardafias biocapsulas varia dependiendo de
la velocidad de agitacion y del tiempo de residerem el medio de formacion. Al
microscopio electréonico de barrido se puede viganligue las paredes de dichas
biocapsulas estan formadas por células de levadumakas a las hifas del hongo
filamentoso. Al microscopio electrénico de transomsse puede percibir que las
interacciones pueden estar favorecidas por la pcesee un polimero natural excretado
por estos microorganismos que actuaria como umitre ellos.Cuando las biocapsulas
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se colocan en un medio fermentativo, las célulaewsdura colonizan e invaden todas
las hifas del hongo filamentoso de la biocdpsula.

Durante la fermentacion el hongo filamentoso mugquesdando como un mero
soporte inerte para las células de levadura. Rarirmar y explicar la muerte del hongo
se han realizado experimentos de fermentacion leostde dialisis en los que se ha
demostrado que, en efecto, se produce la muerteodgb durante la fermentacién, pero
para ello es necesario el contacto fisico de céukdura-hifa.
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Abstract

BACKGROUND: Under appropriate conditions, Saccharomyces cerevisiae and Penicillium chrysogenum were found to co-
immobilize spontaneously with no need for external support or chemical binder. The main aims were to examine the interaction
between yeast cells and fungal hyphae by electron microscopy and the death of the filamentous fungus because of direct
contact between both microorganisms.

RESULTS: Immobilization was accomplished by orbitally shaking at 28 °C a culture medium consisting of yeast nitrogen base
buffered at pH 7 and containing gluconic acid as an available carbon source for the filamentous fungus not readily used by
the yeast. The yeast biocapsules thus obtained were hollow, smooth, elastic, strong, creamy-coloured spheres of variable size
depending on the particular shaking rate and time of residence in the formation medium. Biocapsule walls consisted of yeast
cells bound to fungal hyphae. Placing the biocapsules in fermentation medium caused yeast cells to colonize and invade all
hyphae, thereby causing the fungus to die and remain as a mere support for yeast.

CONCLUSIONS: The death of the fungus was probably effected by the yeast via a cell-hypha contact-mediated mechanism
as shown by dialysis experiments. The yeast biocapsules can be reused with no loss of integrity or activity. The proposed
immobilization method provides a simple, convenient, inexpensive alternative which affords yeast reuse.

(© 2011 Society of Chemical Industry

Keywords: immobilized cells; S. cerevisiae; P. chrysogenum; dialysis; fermentation; cell-hypha contact
]

INTRODUCTION

Immobilization procedures allow cells to be confined in a specific

phosphorus and nitrogen nutrition of wheat plants,?! and so were
S. cerevisiae and Lactobacillus plantarum for the fermentation and

region of space in order to preserve their biocatalytic activity
and enable reuse." Among other advantages, cell immobilization
facilitates cell separation, affects overall rates of growth and
stoichiometry, leads to high cell concentrations within the reactor,
may protect against contamination and enables the development
of continuous processes.?~ 10

Cells can be immobilized by natural or artificial means. The
latter includes carrier binding, cross-linking and entrapment.*!’
On the other hand, some microorganisms can be immobilized
spontaneously simply through aggregation into small pellets,
floccules, microspheres, mycelia (filamentous fungi and bacteria),
biofilms on solid substrates or vellums such as those of acetic
bacteria or flor yeasts on wine.'2~18

Some microorganisms can be immobilized jointly. Such is the
case with Aspergillus awamori and Saccharomyces pastorianus,
which were successfully co-immobilized on cellulose supports with
a view to their use in the production of ethanol by simultaneous
saccharification and fermentation of starch.'® Similarly, S. cerevisiae
and Candida shehatae yeasts were co-immobilized on layered agar
structures for use in the continuous alcoholic fermentation of
a mixture of glucose and xylose.?° Also, Azospirillum lipoferum
and Bacillus megaterium were co-immobilized for successful

partial ripening of cider.?2 These microorganism couples require an
external inert support for immobilization. In this work, however,
an effective method was developed to accomplish the natural,
spontaneous co-immobilization of the flor yeast Saccharomyces
cerevisiae and the filamentous fungus Penicillium chrysogenum
without the need for an external support or a chemical binder?
yielding biocapsules of the fungus immobilizing the yeast.

The primary purposes of this work were to examine the
interaction between yeast cells and fungal hyphae by electron
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microscopy and the death of the filamentous fungus during
fermentation in dialysis tubes.

EXPERIMENTAL

Microorganisms

The biocapsules studied were obtained from a Saccharomyces
cerevisiae var. capensis strain G1 (ATCC: MYA-2451) previously
isolated from a biologically aging wine under flor vellum by
members of the Microbiology Department of the University
of Cordoba (Spain), and a Penicillium chrysogenum strain H3
isolated as a filamentous fungus from the environment by the
same research group and identified by the Spanish Type Culture
Collection (CECT).

Medium and conditions for the production of yeast
biocapsules

Biocapsules were obtained by using yeast nitrogen base (YNB,
Difco) medium without aminoacids containing 5g gluconic
acid L= as carbon source and buffered at pH 7 with sodium
and potassium phosphate. 250 mL Erlenmeyer flasks containing
100 mL of sterilized medium were inoculated with 4 x 10° viable
yeast cells mL~™" and spores of P. chrysogenum added by an
inoculation loop. The flasks were thermostated at 28°C and
shaken at 150 rpm on an orbital shaker from New Brunswick
Scientific (Edison, NJ, USA) for 7 days. In this way, spontaneous
bioimmobilization in the absence of an external support was
accomplished and yeast biocapsules were obtained as a result.?3
Filamentous spheres containing the fungus alone were prepared
similarly except that no yeast cells were used. Some additional
comments in order to justify these special conditions will be given
further in the Discussion section.

Dialysis tube fermentations

In order to study the effect on the co-culture when no direct
contact between both microorganisms is allowed at the same
time that the growth medium is shared, a series of dialysis
experiments were carried out. The dialysis membrane avoids
contact between microorganisms but offers no resistance to
solutes in the medium. Dialysis tests were conducted by
plugging the ends of 15cm long cellulose dialysis tubes
(Sigma-Aldrich, Barcelona, Spain) with a molecular weight cut-
off of 12kDa, average flat width 25mm, and approximate
diameter 16 mm with sterile cotton and immersing the tubes
in growth medium. Previously, 100 mL of YPD (1% yeast
extract, 2% peptone) medium containing 20% (w/v) glucose
were autoclaved at 100°C for 30 min. Then, the dialysis tubes
were supplied with 50 mL of YPD and the remaining 50 mL
was placed outside. About 30-40 filamentous spheres of
P. chrysogenum ca. 5 mm in diameter, containing no yeasts and
obtained as described above were placed inside the dialysis
tube, and S. cerevisiae cells were then inoculated outside at a
concentration of 4 x 10° cells mL~" (Fig. 1). A control test was
run in parallel by using the same amount of yeast biocapsules
into the dialysis tube. The temperature was kept at 28°C and
the dialysis medium shaken for 5days in both cases. After
5days of fermentation, the viability of P. chrysogenum and
S. cerevisiae was checked by incubation in a Petri dish containing
YPD agar (1% yeast extract, 2% peptone, 5% glucose and 2% agar)
medium at 28 °C for 72 h. All dialysis tests were performed in
triplicate.
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Figure 1. Schematic depiction of fermentation with a dialysis tube.
Fungal spheres were placed inside the tube and yeast cells outside.
The photograph at the bottom shows a dialysis tube containing yeast
biocapsules.

Microscopic study

Yeast biocapsules were examined under electron microscopy.
For scanning electron microscopy (SEM), walls from medium-sized
biocapsules were dehydrated in an ethanol series and gold-coated
using a Sputter Coalter Bal-Tec SCD0O05 (USA). Samples were
examined and photographed in a Jeol 6300 scanning electron
microscope (Japan).

The samples for transmission electron microscopy (TEM) were
biocapsule walls obtained from fresh material and fixed in a
mixture of 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in
0.1 mol L™ cacodylate buffer at pH 6.8 for 6-8 h. After washing in
the same buffer, the samples were post-fixed in 1% aqueous
osmium tetroxide for 1h, which was followed by washing,
dehydration in an ethanol series and embedding in LR White
resin. The whole process was conducted at 4 °C in accordance
with standard protocols. The resin was polymerized by heating
at 60°C and thin slides obtained, mounted on nickel grids and
stained with 4% aqueous uranyl acetate and Reynold’s lead citrate.
All specimens were viewed and photographed with a Philips EM
300 transmission electron microscope (The Netherlands).

RESULTS AND DISCUSSION

The proposed method involves the spontaneous co-immo-
bilization of a filamentous fungus and a yeast under appropriate
conditions leading to forced symbiosis.?> The specific conditions
required are as follows:

(@) A carbon source readily available by the filamentous fungus
but not by the yeast, as gluconic acid. This source difficult
the yeast growth (in fact, only one generation was observed)
but not the fungus one. If a carbon source as glucose was
used an important growth of free yeast is observed resulting
a medium no suitable for the biocapsules formation.
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Figure 3. Biocapsules of variable size obtained by orbital agitation at 200,
150 and 100 rpm for 7 days.

(b) A culture medium buffered at neutral pH. Otherwise, the
habitual excretion of acids by the Penicillium leads the yeast
cells to die, thus producing lax, fibrous and rugged spheres
composed only of filamentous fungus (results not shown).

(c) Continuous stirring to facilitate the formation of spheres and
aeration of the medium in order to keep the filamentous
fungus alive.

Although it is well known that agitated submerged fungi
cultures result in the formation of solid pellets, surprisingly the
above conditions enabled spontaneous co-immobilization of S.
cerevisiae and P. chrysogenum in the form of smooth, hollow,
elastic spheres. So, the presence of yeasts is apparently necessary
to produce this new structure. The resulting product was called
‘yeast biocapsules’. Just visually, the formation of biocapsules can
be noticed 3 days after inoculation and in 7 days the medium was
fully transparent and contained no free yeast cells. At this point the
biocapsules were removed from the formation medium. Figure 2
shows a photo of a biocapsule.

The diameter of the biocapsules was found to depend on the
length of time they were allowed to form and, especially, the
shaking rate. Figure 3 shows three different sizes obtained after
7 days under different orbital agitation conditions. As can be seen,
stirring at a rate of 200, 150 and 100 rpm led to the formation
of small uniform spheres (average diameter <0.5 cm); mid-sized
spheres (average diameter = 0.5 cm); and large spheres (average
diameter >0.5 cm), respectively.

One especially interesting finding as regards interactions
between the yeast and filamentous fungus was that, as revealed
by the micrographs, biocapsule walls consisted of trapped yeasts

bound to fungal hyphae. Also, the biocapsules were hollow
and contained free yeast cells inside as revealed by the light
microscope.

Figure 4 shows SEM images for the outer wall side of a freshly
formed biocapsule exhibiting yeast cells bound to intact fungal
hyphae (A); a section of the inner wall containing a greater number
of yeast cells (some bound to, and some trapped by, intact
hyphae) (B); and the surface of the inner wall side of a biocapsule
containing few yeasts bound to, or trapped by, distorted (flattened,
amorphous, compacted) hyphae (C). Micrographs (D) to (F) are
similar to the previous ones but were obtained from a biocapsule
that was used in two fermentation runs; as can be seen, no fungal
hyphae remained intact-rather, all were empty and compacted.

Figure 5 illustrates yeast—filamentous fungus interactions at a
greater magnification. As can be seen, some hyphae exhibited
clefts possibly due to previously released yeast cells, which is sug-
gestive of strong interactions between the two microorganisms.
Interactions were also studied by TEM. As can be seen from Fig. 6,
the interactions may have been favoured by the presence of a
natural polymer released by the microorganisms (Fig. 6(A)); also,
interactions between them were enhanced as a result (Fig. 6(B)).

Once formed, the biocapsules were easily removed from the
formation medium with a sterile strainer, washed with cold sterile
water and placed in a fermentation medium. The yeast cells
in the biocapsules grew and invaded and colonized all fungal
hyphae, causing important structural alterations in the fungal
hyphae (see Fig.4(D)-4(F)) suggesting fungus death. This last
result was checked by conducting separate fermentation tests in
dialysis tubes. The tests confirmed that the fungus died during the
fermentation process, but this required direct contact between the
yeast cellsand hyphae. These tests involved alcoholic fermentation
with the yeast cells isolated from yeast-free mycelial spheres of
the fungus by a dialysis tube; the dialysis membrane in each tube
allowed solutes in the fermentation medium to be exchanged
while avoiding direct contact between the two microorganisms.

Spheres 5 mm in diameter of the filamentous fungus containing
no yeast cells were prepared as described under Materials and
Methods prior to the dialysis tests. The fungal spheres were placed
inside dialysis tubes and the yeast cells outside. The fermentation
medium consisted of YPD broth containing 20% (w/v) glucose
and the process was conducted at 28 °C for 5 days (Fig. 1). After
fermentation, the dialysis tubes were broken to collect the fungal
spheres, which were plated on agar YPD to check their viability.
Yeast biocapsules containing both microorganisms were used as
control samples in identical fermentation tests.

Figure 7(A) shows a freshly formed, unincubated biocapsule
previously used in no fermentation test on agar YPD, and Fig. 7(B)
the same biocapsule after incubation for 72 h. As can be seen
from Fig. 7(B), both the yeast and the filamentous fungus grew
substantially during incubation, which indicates that they were
fully active. Figure 7(c) shows the result of 72 h of incubation on
agar YPD of a yeast biocapsule previously used in a fermentation
process for 5 days. As can be seen, only the yeast exhibited full
growth. Finally, Fig. 7(D) shows the result of incubation for 72 h
of a yeast-free fungal sphere from a dialysis tube where it was
submerged, isolated from the yeast cells by a semi-permeable
membrane, in an alcoholic fermenting medium for 5 days. In this
case, growth of the filamentous fungus was produced.

The previous results indicate that the filamentous fungus dies
during the fermentation process by effect of its direct contact
with the yeast cells. If its death was due to the presence of toxins
released by the yeast cells in the culture medium, then Fig. 7(D)
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Figure 4. Scanning electron micrographs of wall sections at different depths in two yeast biocapsules. (A) Section of the outer wall side of a fresh
biocapsule exhibiting bound yeast cells (spherical structures) and intact hyphae (filamentous structures). (B) Section of the inner wall of a fresh biocapsule
exhibiting intact hyphae with yeast cells. (C) Section of the inner wall side of a fresh biocapsule exhibiting yeast cells with amorphous hyphae.
(D)~ (F) Photographs of the previous three sections in a yeast biocapsule reused in a second fermentation run; unlike (A)-(C), hyphae were no longer

intact. Reference bar 20 um in (A)-(E) and 10 um in (F).

Figure 5. Scanning electron micrographs illustrating the interactions
between yeast cells and fungal hyphae biocapsule walls. The white arrows
denote cell-hypha interactions and black arrows hyphal clefts probably
due to previous interactions with yeast cells.

would have shown no signs of Penicillium growth. Therefore, direct
contact between the two microorganisms is seemingly essential
for the fungus to die. Also, raising the concentration of yeast cells
(results not shown) caused the fungus to die earlier (within 5 days).
This was the likely result of yeast cells invading the fungal hyphae.
These findings are consistent with those of Nissen et al.,>#?> who
also used dialysis tubes. These authors found early growth arrests
in Kluyveromyces thermotolerans and Torulaspora delbrueckii to be

Figure 6. Transmission electron micrographs illustrating the interactions
between the two microorganisms in a biocapsule. (Y) Yeast cell. (H) Hypha.
(A) Release of a polymer. (B) Enhanced interaction between the two
microorganisms.

induced by a cell-cell contact-mediated mechanism dependent
on the presence of viable S. cerevisiae cells at high concentrations.

Our findings provide the first evidence that yeast cells bound to
mould hyphae may cause a filamentous fungus in direct contact
with the yeasts to die during fermentation as a result of an increase
in the number of yeast cells. In addition to their intrinsic interest,
these results are bound to arouse interest in expanding the study
of yeast-fungus interactions (bioimmobilization) in some respects
including stress conditions, the nature of the binding polymer or
proteomics of the biocapsules. It would also be interesting to
explore natural co-immobilization mechanisms between other
microorganisms and assess their potential biotechnological uses
as well as their bio-catalytic activity.

Current immobilization techniques use materials such as
cellulose, semi-permeable membranes of synthetic polymers,
liposomes, fruit pieces or cereal grains as supports.®?® The
originality of the proposed technique is that its exploits the
co-immobilization of a filamentous fungus and a flor yeast
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Figure 7. (A) Freshly formed yeast biocapsule in unincubated agar YPD medium; (B) colonies of yeast and fungal mycelum from a freshly formed
biocapsule incubated in agar YPD for 72 h; (C) yeast growth of a biocapsule after 72 h of incubation in agar YPD from a fermentation in a dialysis tube
in direct contact with yeast cells for 5 days; (D) growth of a fungal mycelium from a fungal sphere incubated in agar YPD for 72 h after fermentation in a

dialysis tube without direct contact with yeast cells for 5 days.

without the need for a chemical binder or external support
simply by using appropriate conditions to favour a symbiotic
action. This is accomplished by supplying a buffered culture
medium with a nutrient easily used by the filamentous fungus
but not by the yeast and providing appropriate stirring. The fact
that one of the microorganisms constitutes the support for the
other dispenses with the need for an external support and the
associated expenses. Also, the porous structure of a filamentous
fungus facilitates the diffusion of nutrients and products in the
culture medium, which is another advantage in relation to regular
supports.

In summary, the proposed method provides smooth and hollow
spheres with walls consisting of fungal hyphae and yeast cells.
These ‘yeast biocapsules’ can be reused with no loss of integrity
in several fermentation runs. Interestingly, the filamentous fungus
dies during the fermentation process and remains as a mere inert
support facilitating subsequent reuse of the biocapsules.

If one considers the high practical significance of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, the ability to use it in a naturally auto-
immobilized form can open new prospects for fermentation
processes with substantial technical and economic advantages
over traditional fermentation methods based on free cells. The
method therefore provides a simple, convenient, inexpensive
alternative which affords yeast reuse. Now we have in fact
successfully reused yeast biocapsules with no loss of integrity
or activity up to 11 times for wine production from natural
grape musts (research going on at present). Also, binding and
interactions between the two microorganisms are all natural
rather than forced on a support such as alginate, carraginate
and others,®'%?7 this allows the yeast to preserve most of its
catalytic activity.
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4 AProxima

cerevisiae en forma libre y coinmovilizada conPenicillium chrysogenum

En este apartado se incluye un estudio realizabpeatél protedmico de la cepa
Gl de la levaduraSaccharomyces cerevisae en forma libre (L) y en forma
coinmovilizada (B) con la cepa H3 &enicillium chrysogenum. Dicho trabajo consistio
en el analisis general de expresion proteica megieinuso combinado de electroforesis
bidimensional (2-DE) y espectrometria de masas (M)artir de la obtencién de los
extractos proteicos de ambos formatos en el medidodnacion de biocapsulas. A
continuacion, se realizd el analisis de los get@s un programa informético adecuado
con el objetivo de identificar y clasificar las fgimas de interés seleccionadas.

En laFigura 4.1 se muestran los patrones de los geles bidimeregda la cepa
G1 deS cerevisiae en ambas condiciones estudiadas después de @érdilsmedio de
formacion de biocapsulas.
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Figura 4.1. Geles 2-DE de proteinas de células de levaduraslifiL),

imagen izquierda, y de levaduras coinmovilizadag, (Berecha. Las
proteinas se separaron por IEF y SDS-PAGE al 13%otiacrilamida, los
geles se tifieron con CBB-250.

El nimero de geles realizados por tratamiento fugi8 se correspondieron con 3
repeticiones bioldgicas independientes para caddi@on ensayada, asi que se obtuvo
un total de 6 geles. La superposicién de todos @llo lugar a lo que se conoce como
“gel master”, gel virtual que contiene todas lasnaias proteicassfgots) detectadas
individualmente pertenecientes a todos los gelesuemismo experimento en las
condiciones estudiadaBigura 4.2). Como gel de referencia se eligié el gel de edlule
levadura en forma libre, de modo que los otrossgeéecompararon con respecto a éste.
Las manchas proteicas que aparecen marcadas adrculo fueron las que presentaron
una expresion diferencial, tras una comparacionnglisis de losspots en ambas
condiciones, tanto cualitativa como cuantitativateen
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4.1.2.1. Andlisis de expresion proteica en levadufire y coinmovilizada

Para el andlisis cuantitativo de las proteinasrgae® el programa PDQuest (Bio-
Rad). Las proteinas consideradas como diferenties % dos grupos experimentales
siguieron los siguientes criterios:
» Los spots considerados para cada tratamiento aparecierahreenos dos
de las tres réplicas que habia para cada condicion.

* El doble o méas del doble de cambio de intensiftad ¢hange) de unspot
en una condicion experimental con respecto a & otr
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Figura 4.2. Gel “master” representativo del proteoma de laadewva S cerevisae G1
obtenido por 2-ED. Se detallan todos lgmts que muestran una expresion diferencial
cualitativa y cuantitativa en células de levadurdcema libre y coinmovilizada marcados con

un circulo.

Los resultados mostrados se expresan como difaencualitativas y/o
cuantitativas de expresion proteica. Para laseatifgas cualitativas se realizé un analisis
cualitativo de losspots que estan presentes en un grupo de geles detamigato y
ausentes en el otro grupo de geles del otro tratami y/o a la inversa. Para las
diferencias cuantitativas se realizé un analisentitativo estadisticamente significativo,
y hacen referencia a la cantidad de proteina exgaesiue esta presente en ambos
tratamientos o condiciones estudiadas.
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La Figura 4.3 muestra los geles bidimensionales preparativogespondientes a
500 pg de proteina total obtenidos de la c8paerevisiae G1 en forma libre y
coinmovilizada, antes de realizar el andlisis dggr@grama PDQuest.

Figura 4.3. Ventana del perfil de expresion de proteinasSdeerevisiae.
Arriba: a la izquierda aparece el gel “master”, goatinuacion las tres réplicas
de la condicién experimental (levadura coinmovdiapa Abajo: las tres réplicas
de la condicion control (levadura libre).

Tras el analisis de comparacion de las imagenéssdgeles se obtuvieron un total
de 386+9spots en el caso de la levadura coinmovilizada, y 488n4el caso de la
levadura en forma libre y un total de 5&%bts entre ambas condicioneBidura 4.4).
Cadaspot tiene asignado autométicamente por el progranoantético un nimero que se
conoce com&SP (Standard spot number).
e e
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Figura 4.4. Ventana de identificacion de lggots con su SSP tras un andlisis de
comparacion con software PDQues
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De los 524 spots, s6lo 51 mostraron diferencias en cuanto a la epres
correspondientes tanto a diferencias cualitativasncc cuantitativas entre ambas
condiciones de estudio, que se seleccionaron paaatisis de los perfiles proteicos y
gue fueron finalmente identificados. Este analisisesume en [Babla 4.1.

Tabla 4.1. Resultado global del andlisis total medianteoftivare PDQuest de los
geles 2-DE obtenidos para ambas condiciones.

Manchas Analizados Identificados
proteicas (gpots) PDQuest  MS
Cambios 112 8 1 en Levadura libre
Cualitativos 7 en Coinmovilizada
Cambios 412 43 36 con diferencias
Cuantitativos significativasp< 0,05

7 no significativos
TOTAL 524 51

En cuanto a las proteinas que presentaron cambm#itativos se realizdé un
analisis de varianza de un factor (ANOVA) con edgsama SPSS v.13.0, se aplicé el
meétodo de comparaciones multipjest hoc 0 comparacionea posteriori y asumiendo
qgue las varianzas son iguales se siguio el prodedimmDuncan y se realiz6 el test de
homogeneidad de varianza. Estos resultados muesjuen 36 spots presentaron
diferencias cuantitativas cqx0,05, a continuacion se realizé un andlisis ctetito con
estos spots para mostrar las proteinas que variarersos 2 veces su intensidad o la
cantidad de proteina expresada. Entonces, éstas $as proteinas que tienen fohd
change > 2,0. Se calculé a partir de los voliumenes medimsnalizados de ambas
condiciones. Esto queda reflejado enRagiras 4.8y 4.9.

En la Tabla 4.2 se detallan las 8 manchas proteicas referidas nabioa
cualitativos y las 36 manchas proteicas que mastrdiferencias cuantitativas después de
aplicar el analisis de la varianza ANOVA y una sapen de las medias por el método
Duncan.

Tabla 4.2. Spots que mostraron cambios cualitativos (azul) y cambio
cuantitativos (negro) estadisticamente significetiv
SSP SSP SSP SSP SSP
5706 0011 2109 4104 6436
0113 0102 3102 4406 6511
1007 0107 3103 5101 7004
1107 0112 3203 5106 7011
1108 1021 3407 5601 7418
1112 1201 3408 6104 7517
2106 1203 3810 6108 7618
4103 2003 4101 6202 8004

2006 4102 6302 9306
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A continuacion, en l&@abla 4.3 se muestran los valores de peso molecular y punto
isoeléctrico de las diferencias cualitativas quareqen sélo en la condicion citada. En la
Tabla 4.4 se detallan estos dos parametros despmts que presentaron diferencias
cuantitativas al 95%.

Tabla 4.3. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de lascmaa proteicas que
presentaron diferencias de expresion cualitativas.

DIFERENCIAS CUALITATIVAS

Células Libres Células Coinmovilizadas
spot Pm pl spot Pm pl
(KDa) (KDa)

5706 62,77 5,88 0113 17,93 4,42
1007 14,87 4,96
1107 20,66 4,78
1108 20,13 4,97
1112 18,33 5,15
2106 17,60 5,24
4103 16,28 5,69

Tabla 4.4. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de lascmaa proteicas que
presentaron diferencias de expresion cuantitato@s un nivel de significacion de

p<0,05.
DIFERENCIAS CUANTITATIVAS
Células Libres Células Coinmovilizadas
spot Pm pl spot Pm (KDa) pl

(KDa)
0102 20,01 4,16 0011 11,70 4,77
3102 18,80 5,48 0107 16,74 4,29
3810 62,77 5,88 0112 17,39 4,57
4406 39,98 5,70 1021 37,60 4,86
5601 17,38 5,84 1201 24,72 4,70
6302 30,76 6,10 1203 24,57 4,83
6436 35,64 6,43 2003 42,72 6,03
6511 43,07 6,11 2006 12,00 5,91
7011 14,84 6,45 2109 16,01 5,62
7418 34,91 6,61 3103 21,90 5,54
7517 42,70 6,27 3203 23,34 5,62
7618 48,96 6,21 3407 31,42 5,74
9306 24,77 8,31 3408 32,27 5,59
4101 18,01 5,62
4102 16,95 5,65
4104 16,88 5,75
5101 21,64 5,87
5106 17,38 6,18
6104 17,01 6,19
6108 18,18 6,22
6202 28,85 6,12
7004 14,45 6,41
8004 15,02 7,25
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El intervalo de las masas moleculares (Pm) de tddssmanchas proteicas
analizadas fue entre 6,5y 97 KDa, y el de losgaiigoeléctricos (pl) entre 3,5y 9,2. La
mayoria de las manchas proteicas en las que setatete diferencias presentaron una
masa molecular comprendida entre 11,70 y 62,77 pumo isoeléctrico entre 4,16 y
8,31. En resumen, de todas las manchas proteic&aas (524), 51 presentaron
diferencias cualitativas y cuantitativas entre dos grupos de condiciones de estudio y
fueron las proteinas totales analizadas e idendifis. Tras aplicar el analisis estadistico,
43 mostraron diferencias cuantitativas, es decir84% del total fueron diferentes en
cuanto a su intensidad dpot. De ellos, 36 correspondieron a un 84% de protedoa
diferencias cuantitativas con un nivel de signdiéa de 0,05. El resto, 8, presentaron
diferencias cualitativas que se correspondieron elof9% del total de las proteinas
analizadas e identificadas, como muestf@dara 4.5.

PROTHNAS TOTALES ANALIZADAS

PROTEINAS CUANTITATIVAS

B DIFERBNCIAS SIGNACATIAS 0,05 B NO Dt Signific attvas 0,05

m Cualitativas B CUANTITATMAS ‘

Figura 4.5. Porcentaje de las proteinas totales analizadas.
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En la Figura 4.6 se muestra la imagen de uno de los geles obtempdos
electroforesis bidimensional correspondiente deaaduras en forma libre (L). Se sefiala
la localizacién de lospots analizados segun correspondan con diferenciagativas o
cuantitativas.
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Figura 4.6. Localizacién de losspots analizados en uno de los geles con
proteinas de levadura en forma lib8nbre la imagen se muestran kpots
analizados marcados con un circulo: indican $psts que aparecen y
desaparecen en esta condicion de estudio (difaemcialitativas). Triangulo
verde: indican lospots que estan presentes en las dos condiciones (uifase
cuantitativas), si el nivel de expresion ha aungmtastan sefialados con el
vértice hacia arriba, si ha disminuido el vértisgaehacia abajo en la forma libre
con respecto a la levadura en forma coinmovilizada.

95



4. Resultados
Publicaciones cientificas y Resultados pendientes gublicacion

En la Figura 4.7 se representa uno de los geles obtenidos porrat@esis
bidimensional correspondiente a las levaduras emaocoinmovilizada (B). Las
diferencias que hubo con respecto al gel contasllévaduras en forma libre, aparecen
marcadas segun correspondan con diferencias ¢ival#® cuantitativas.
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Figura 4.7. Localizacion de lospots analizados en uno de los geles con
proteinas de levadura en forma coinmovilizeiabre la imagen se muestran
los spots analizados marcados con un circulo: indicarspmss que aparecen

y desaparecen en esta condicion de estudio (difieencualitativas).
Tridngulo verde: indican lospots que estan presentes en las dos condiciones
(diferencias cuantitativas), vertice hacia arrilegoresenta lospots cuya
expresion ha aumentado en la forma coinmovilizada respecto a la
levadura en forma libre, vértice hacia abajo cpoesen aspots cuya
expresion ha disminuido en esta condicion biolagica

96



_ 4. Resultados
Publicaciones cientificas y Resultados pendientes gublicacion

El perfil de expresion indica la intensidad de cadacha proteica. La intensidad
de cadaspot se cuantificO como la media de la intensidad dmadacha proteica en los
tres geles de cada tratamiento en unidades ard#trde densidad. Con estos valores se
construyo un histograma en el que se represerntaelasidad debpot en células libres
(Figura 4.8). La altura de cada barra esta determinada peolemen normalizado del
spot de la condicion control (L) con respecto a la expental (B).

Nivel de expresion de proteinas cuantitativas
en células de levadura Libre

80000

70000 -
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -

Intensidad Spot
(Unidad normalizada)

20000 -

10000 - J
0 4

102 3810 4406 5601 6302 6436 6511 7517 9306
SSP

‘l Coinmovilizada @ Libre ‘

Figura 4.8. Histograma que representa la intensidad de cadahagroteica
existente en la levadura libre de las proteinasntidativas que son
estadisticamente significative<0,05) y con uriold change>2,0.

Nivel de expresion de proteinas cuantitativas en
células de levadura Coinmovilizada
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‘l Coinmovilizada @ Libre ‘

Figura 4.9. Histograma que representa la intensidad de cadalagroteica
existente en la levadura coinmovilizada de lasgbnais cuantitativas que son
estadisticamente significativp<0,05) y con urFold change > 2,0
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Los niveles de intensidad de cada mancha se naanahi expresando la
intensidad de cada proteina como la proporciéreremm la intensidad total de todas las
proteinas presentes en el gel. Los valores medlos goeficientes de variacion de los
puntos de diferencia (en expresion o presenciataigefueron calculados con el mismo
programa informatico. Las coordenadas fueron eggdaes en relacion a un punto de
referencia en cada gel de dos dimensiones.

El histograma de |&igura 4.9 representa la intensidad de kpots en células de
levadura en forma coinmovilizada. La altura de chdara esta determinada por el
volumen normalizado depot de la condicién experimental (B) con respectocaltiol

(L).

5.1.2.2. ldentificacion de proteinas en las dos adigiones estudiadas

La identificacion de proteinas por espectrometeiandsas es un paso esencial en
los estudios protedmicos y normalmente se congiguéa masa de las huellas peptidicas
(PMF). Es una técnica muy utilizada por ser un analé&gisdo y de bajo coste, por su alta
sensibilidad y por ser aplicable a un gran nimerendestras, aunque también presenta
algunas limitaciones como que las proteinas debeseptar un alto grado de homologia
con proteinas ya identificadas en la base de daboss aplicable a proteinas de bajo peso
molecular (< 10 KDa), ni a proteinas con alto nlovd® modificaciones, entre otras.

Se ha utilizado un programa informético cuyo materblisqueda es MASCOT
para la comparacion de los listados de masas geepiglos experimentales con MALDI-
TOF con las masas de péptidos de digestiones asdaiE proteinas recogidas en las bases
de datos Qwiss-Prot, UniProtkKB). El programa genera una lista priorizada queuyel
aquellas proteinas que presentan una mayor pratzbide corresponderse con la
identidad de las proteinas analizadas. El progranfmmmatico muestra en la primera
posicion de la lista la proteina contenida en kelde datos utilizada que mayor similitud
posee con la proteina analizada. Esta similitubdasa en la comparacion de los listados
de masas obtenidos mediante MALDI-TOF.

Los motores de busqueda ordenan las proteinasficeads asignandoles una
puntuacion en funcién del nimero de coincidendresa asignar una identificacion lo
mas fiable posible a cada una de las proteinaszadat se aplican los criterios ya
indicados en eBloque 3. Metodologia (Apartado 3.4.6)

En este estudio, ademas, se ha tenido en cuetalgaracion de los datos de los
pesos moleculares y puntos isoeléctricos tedricegperimentales obtenidos para cada
una de las posiciones que ocupan las proteinassegeles bidimensionales para una
mejor identificacion.

Los spots seleccionados para su identificacion mediante MALIDF se
extrajeron de los respectivos geles y se analizamagl Servicio de ProtedGmica del SCAI,
de la Universidad de Cordoba. LBablas 4.5,4.6y 4.7 recogen todos los datos relativos
al andlisis e identificacion de cada una de latefimas correspondiente a cayat.
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En laTabla 4.5 se muestra solo una proteina identificada obtegiskapresenta
diferencia cualitativa, puesto que se encuent@eadlla condicion de células de levadura

en forma libre.

Tabla 4.5. Proteina que mostré diferencia cualitativa, estabesente solo en geles

procedentes de la levadura Libre.

deshidrogenasa
K*,mitocondrial
(ALDA4)

SSP Nombre proteina  N°Acceso Pm/pl Puntuacién/  Protein

spot (gen) (SwissProt, Experimental Péptidos scoreC.l.
UniProtkB) (Tedrico) identificados

5706 Aldehido P46367 62,77/5,88 629/31 100

(56,97/6,31)

En laTabla 4.6 se muestran las proteinas identificadas obtergdaspresentan

diferencias cualitativas que se encuentran solo l&ncondicion de

coinmovilizada.

levadura

Tabla 4.6. Proteinas que mostraron diferencias cualitativas, €staban presentes sélo en
geles procedentes de la levadura coinmovilizada.

SSP  Nombre proteina NCAcceso Pm/pl Puntuacién/  Protein
spot  (gen) (SwissProt, Experimental Péptidos score.C.l.
UniProtKB) (Tedrico) identificados
0113 Proteina GRE1 Q08969 17,93/4,42 79/2 99,999
(GREL) (19,01/4,55)
1007 Proteina de union P25555 14,87/4,96 48/9 99,283
a una sola hebra (49,04/5,95)
ADN (GBP2)
1107 Esperminssintasa Q12455 20,66/4,78 43/11 99,989
(SPE4) (34,35/5,01)
1108 ATPasavacuolar P17255 20,13/4,97 46/10 99,899
(118,63/5,83)
1112 Proteina de P12753 18,33/5,15 45/14 99,468
reparacion del (15,30/5,78)
ADN RAD50
(RAD50)
2106 Guanilato quinase P15454 17,60/5,24 54/6 99.798
(GUKY) (20,68/6,63)
4103 Proteina de union P10080 16,28/5,69 34/6 82,811
a ARN (SBP1) (33,02/5,48)
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En laTabla 4.7 se recogen las proteinas que se han identificagleeypresentan
diferencias cuantitativas significativas al 95%uya nivel de expresion es2,0, con lo
cual estas proteinas como minimo duplican su eipresn células de levadura libre con
respecto a la inmovilizada.

Tabla 4.7. Proteinas cuantitativas en células de

levadurare&ibestadisticamente

significativas (p< 0,05), con ufold change>2,0 y unProtein score C.I. > 99,899%.

SSP Nombre proteina N°Acceso Pm/pl Puntuacién/  Cambio
spot (gen) (Swiss Prot, Experimental Péptidos intensid
UniProtKB) (Teobrico) identificados  ad (Fold
change)
0102 Proteina Q12335 20,01/4,16 114/7 10,5
secretada (20,96/5,46)
protoplasto
(PST2)
3810 Piruvato P06169 62,77/5,88 536/19 8,4
descarboxilasa (61,68/5,80)
(PDC1)
4406  Amino-desoxi- Q03266 39,98/5,70 39/8 2,4
corismato (22,36/5,50)
liasa@BZ2)
5601 Enolasa 2 P00925 17,38/5,84 178/20 6,4
(ENO2) (46,94/5,67)
6302 Alcohol P00331 30,76/6,10 81/11 3,1
deshidrogenasa (37,03/6,26)
(ADH2)
6436  Gliceraldehido- P00359 35,60/6,40 100/12 12,7
3-fosfato (35,83/6,46)
deshidrogenase
3 (TDH3)
6511 Alcohol 43,07/6,11
deshidrogenasa  P00330 (37,28/6,21) 107/13 4,2
(ADH1)
7517 Alcohol 42,70/6,27 2,3
deshidrogenasa  P00330 (37,28/6,21) 170/18
(ADH1)
9306 Fosfoglicerato 29,77/8,31
mutasalGPM1) ROy (26,40/8,27) Hleees 2.2

La Tabla 4.8 muestra las proteinas que se han identificado e/ ppesentan
diferencias cuantitativas significativas al 95% uy@ nivel de expresion es 2,0 fold

change).
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significativas (p< 0,05) y con ufold change>2,0 y unprotein score C.I. > 99,899%.

SSP Nombre proteina  N°Acceso Pm/pl Puntuacién/ Cambio
spot (gen) (Swiss Prot, Experimental  Péptidos intensidad
UniProtkB) (Tedrico) identificados  (Fold
change)
0011 Proteina caja F P38308 11,700/4,77 40/11 4.4
COS111COSl111) (10,50/9,65)
0107 Ribonucleasa P P53833 16,74/4,29 44/6 2,7
(POP3) (22,61/9,59)
1021 Proteina SCP160 P06105 37,60/4,86 43/10 3,8
(SCP160) (73,87/6,05)
1203 Fructosa-bisfosfatc P14540 24,57/4,83 60/8 2,1
aldolasa(FBA1) (39,74/5,51)
2003 Enolasa ENO1)) P00924 42,72/6,03 48/8 2,2
(29,11/5,01)
Factor de Pre- 12,00/5,91
2006 empalme CWC2 Q12046 (38,74/7,09) 23/5 2,8
(CWC2)
3407 Gliceraldehido-3- P00359 31,42/5,74 100/12 2,5
fosfato (35,83/6,46)
deshidrogenasa 3
(TDHS3)
Factor elongacion 32,270/5,59
3408 2 (EFT1) P32324 (93,686.4/5,92) 60/13 3,1
Fructosa-bisfosfatc 18,01/5,62
4101 JldolasaFBAL)  P149%0 (39gg551) 1998 e
Fructosa-bisfosfatc 16,95/5,65
4102 idolasaFBAL)  T14940 (39ggs51) 1481 2.1
Proteina
5101 ribosomial 60S Q02753 (1231%?1471568275) 30/4 5,4
L21-A (RPL21-A) ’ ’
Gliceraldehido-3-
fosfato 17,38/6,18
5106 deshidrogenasa & P00359 (35,83/6,46) 54/6 34
(TDH3)
Glutamil-ARNt 18,18/6,22
6108 gitetasagusy) 0095 (15809169) @ 12 ez
Golgin IMH1 28,85/6,12
6202 (IMH1) Q06704 (10.53/5.52) 59/14 2,1
Gliceraldehido-3-
fosfato 14,45/6,41
(s deshidrogenasa & AUty (35,83/6,46) L5 e
(TDHS3)
Gliceraldehido-3-
fosfato 15,02/7,25
8004 deshidrogenasa & P00359 (35,83/6,46) 131/4 2.5
(TDH3)

De los 51spots analizados e identificados, se descartaron uh detd8 por no
arrojar resultados concluyentes. En cambios cuadints se descartaron 7 por no
presentar diferencias significativap<(Q,05) y 11 cuando se aplic6 el cambio de
intensidad> 2,0 a losspots que presentaron diferencias significativas.
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4.1.2.3. Clasificacion funcional de las proteinagéntificadas

Las proteinas identificadas en ese trabajo puederersglobadas en distintas
categorias de acuerdo a su funcion biologica.

El conjunto de las identificaciones obtenidas ers Idiferentes geles
bidimensionales realizados procedentes de célutadevhdura libre con respecto a
coinmovilizadas, que son significativas (p<0,05on un nivel de expresion ¢e2, se
puede agrupar en dos grupos funcionales difererdspuesta a estrés y metabolismo de
carbohidratosTabla 4.9). La respuesta a estrés puede ser debida a glevéahiras se
encuentran en un medio pobre, no fermentativo. kgursda funcion bioldgica,
posiblemente, se deba a la procedencia de lasasélal indculo, debido a una actividad
enzimatica residual puesto que las levaduras es esndiciones no llegaron a dividirse o
se dividieron sélo una vez.

Tabla 4.9. Proteinas identificadas agrupadas segun su fuygdproceso en el que participa,
SSP, denominacién, abreviatura utilizada y locel(@a dentro de la célula de levadura en
forma Libre.

FUNCION SSP NOMBRE DE ABREVIATURA ORGANULO
BIOLOGICA LA (n° Acceso) CELULAR
PROTEINA
Respuesta a 0102 Proteina Q12335 Mi
estrés secretada de
protoplasto
5706 Aldehido P46367 Mi
deshidrogenade
mitocondrial
Metabolismo 3810 Piruvato P06169 C.\N
carbohidratos descarboxilasa
4406 Amino-desoxi- Q03266 C
corismato liasa
5601 Enolasa 2 P00925 C
6302 Alcohol P00331 C
deshidrogenasa
6436 Gliceraldehido- P00359 C
3-fosfato
deshidrogenase
6511 Alcohol P00330
7517 deshidrogenasa
9306 Fosfoglicerato P00950
mutasa 1

N: Ndcleo; C: Citoplasma; Mi: Mitocondria
SSP: proteinas cuantitativasSSP:proteinas cualitativas

En cuanto a las identificaciones obtenidas en ii@sehtes geles bidimensionales
realizados en células de levadura coinmovilizada cespecto a libres, que son
significativas (p<0,05) y con un nivel de exprest@® 2, se pueden agrupar de acuerdo
a nueve grupos funcionales diferentéalfla 4.10).
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El primer grupo esta formado por proteinas querotart el ciclo celular y la
degradacion de las proteinas anémalas, el segunigpo g@sta constituido por proteinas
implicadas en la sintesis de ARN ribosémico y tiemeste, el tercer grupo pertenece a la
maduracion del ADN, es una proteina de unién asofeahebra de ADN para permitir la
replicacion, el cuarto grupo esta relacionado @mebparacion del ADN en la que la
proteina repara la ruptura de la doble cadena d&l,A® quinto grupo comprende
enzimas relacionadas con procesos de estrés osmotativo, al calor o cuando
existen deficiencia hidrica en levaduras, el sgxtpo contiene enzimas implicadas en el
transporte vesicular entre el endosoma y el apaeatdolgi transportando material que se
acaba de incorporar por endocitosis y vacuolagéptimo grupo engloba enzimas que
participan en diferentes rutas del metabolismoatbahidratos, el octavo grupo incluye
proteinas relacionadas con el metabolismo eneogéficultimo grupo contiene enzimas
que intervienen en las rutas del metabolismo maglexular relacionadas con la sintesis
y traduccion de proteinas.

Tabla 4.10. Proteinas identificadas agrupadas segun su fundmrproceso en el que
participa, SSP, denominacion, abreviatura utilizgdacalizacion dentro de la célula de
levadura Coinmovilizada.

FUNCJON SSP NOMBRE I;)E LA ABREVIATURA ORGANULO
BIOLOGICA PROTEINA (N° ACCESO) CELULAR
Control ciclo 1107 Espermina sintasa Q12455 C
celular
0011 Proteina F-Box COS111 P38308 N,C
1021 Proteina SCP160 P06105 N
2006 Factor de Pre- empalme Q12046 N
Ccwcec2
Sintesis de ARNr | 0107 Ribonucleasa P P53833 N
y ARNt
Maduracion 1007  Proteina de unién a uni P25555 N
ADN sola hebra ADN
Reparacién ADN | 1112 Proteina de reparacién P12753 Mi
del ADN RAD50
Respuesta a 4104 Superoxido dismutasa  P00445 C,Mi
estrés 0113 Proteina GRE 1 Q08969 C
4103 Proteina de union a ARl  P10080 C.N
Transporte 6202 Golgin IMH1 Q06704 C
1108 ATPasa vacuolar P17255 \%
Metabolismo de 1203 Fructosa-bisfosfato P14540 C
Carbohidratos 4101 aldolasa
(Glicolisis/ 4102
Gluconeogénesis) 3407 Gliceraldehido-3-fosfatac P00359 C
5106 deshidrogenasa
6104
7004
8004
2003 Enolasa 1 P00924 C
Metabolismo 2106 Guanilato quinasa P15454 N
energético
Metabolismo 6108 Glutamil-ARNt sintetasa P46655 C
macromolecular: | 3408 Factor elongacion 2 P32324 C
Sintesis y traduccion | 5101  Proteina ribosomial 60S Q02753 C
de proteinas L21-A

N: Ndcleo; C: Citoplasma; Mi: Mitocondria; V: Vaciao
SSP: son proteinas cuantitativassSP:son proteinas cualitativas
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En conclusién, el analisis protedmico de los gdliesmensionales en las dos
condiciones estudiadas indica que las proteinasesagas en las células de levadura
coinmovilizada tienen funciones relacionadas corefmracion y maduracion del ADN,
con el control del ciclo celular; ademas de laesiisty traduccion de proteinas, funciones
implicadas en el control tanto a nivel de ciclautal como de transcripcion. Por lo tanto,
estos resultados sugieren que existe una defenisas tkevaduras coinmovilizadas frente
al hongo bajo las condiciones ensayadas, marcddavés de una serie de controles a
nivel de ADN, de ARN y de proteinas.
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‘coinmovilizaci()n con Penicillium chrysogenum \

En el primer apartado del Capitulo Il, se incluyen los resultados que se han
publicado con respecto a los aislamientos, caracterizacion y seleccion de unas cepas de
levaduras de Saccharomyces de mostos naturales de uva pasificadas de la DOP Montilla-
Moriles en el libro “Avances en Ciencia y Técnicas Enologicas. Transferencia de
Tecnologia de la Red GIENOL al sector vitivinicola” del IX Congreso Nacional de
Investigacion Enoldgica.

En el segundo apartado del Capitulo Il, se muestran los resultados que se han
publicado sobre la produccién de etanol y reutilizacion de seis tipos de biocapsulas de
diferentes cepas de levaduras en la revista cientifica Journal of Chemical Technology and
Biotechnology.

F!! Rus'amuen!o y carac!erlzacm| n ae |evaauras !o'eran!es a a|!as concen!racmnes ae \
azUicares

En este apartado se desarrollan los resultados obtenidos con respecto a los
aislamientos, caracterizacion y seleccion de unas cepas de levaduras de Saccharomyces de
mostos naturales de uva pasificadas de la D.O.P. Montilla-Moriles. Las cepas se
seleccionaron por su capacidad de tolerar altas concentraciones de azUcares, ser
resistentes al etanol y poder llevar a cabo fermentaciones en estas condiciones de estrés.
En estos ensayos primeros se seleccionaron las cepas X4 y X5 que han sido la base de los
experimentos de esta Tesis Doctoral por sus caracteristicas osmoetanol tolerantes y se
comenzaron estudios sobre la inmovilizacion con dichas cepas por primera vez. Estos
resultados quedan publicados en el libro “Avances en Ciencia y Técnicas Enologicas.
Transferencia de Tecnologia de la Red GIENOL al sector vitivinicola” del X Congreso
Nacional de Investigacion Enoldgica (2007, ISBN: 978-84-690-6060-5. pp. 102-104) cuyo
titulo es “Aislamiento y caracterizacion de levaduras tolerantes a altas concentraciones de
azucares”.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LEVADURAS TOLERANTES A ALTAS
CONCENTRACIONES DE AZUCARES

Teresa Garcia-Martinez', Oscar Maestre', Rafael Andrés Peinado?, Juan José Moreno?,
Juan Carlos Mauricio*

" Departamento de Microbiologia. Universidad de Cordoba. Campus Universitario de Rabanales. Edificio Severo Ochoa.
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Resumen:

Mostos con elevada concentracion de aziicares sufren a menudo paradas de fermentacion o fermentaciones lentas.
Esto puede favorecer el desarrollo de microorganismos indeseables, que aumentan la acidez volatil y originan vinos de baja
calidad. El objetivo ha sido seleccionar levaduras capaces de fermentar mostos procedentes de uva pasificada “Pedro Ximénez”,
e intentar inmovilizar a las més adecuadas para la produccion de vinos dulces. Se han aislado siete levaduras procedentes de
un mosto de uva pasificada después de su fermentacion (11,5%, viv, de etanol y azcares iniciales 480 g/L), y se ensayaron
microfermentaciones en medios con concentraciones crecientes de glucosa (25-50% p/v). Se ha estudiado el crecimiento celular,
cinética de fermentacién, contenido final de etanol y glucosa residual. Los resultados se compararon con los obtenidos por tres
levaduras con alta tolerancia al etanol. Con la excepcion de la cepa X2P, todas las cepas aisladas son potencialmente idéneas
para fermentar mostos de uva pasificada. Las cepas X5 y G1 fueron seleccionadas para su inmovilizacién con el hongo
filamentoso H3, y se realizaron fermentaciones con 500 g/L de glucosa. Las fermentaciones con células inmovilizadas resultaron
mas eficientes que las mismas con células libres, y se demostré que la muerte del hongo ocurre por contacto entre célula-hifa.

Palabras clave: glucosa, levadura, tolerancia, inmovilizacion.

1. INTRODUCCION

Saccharomyces cerevisiae es un hongo sacarofilico
y en su habitat se encuentra con elevadas concentraciones
de azicares. Sin embargo, cuando se usa para fermentar
mostos con alta concentracion en azicares se presentan una
serie de problemas como son paradas de fermentacion y fer-
mentaciones lentas, que son debidas a la elevada presién
osmética y al efecto toxico del etanol sobre las levaduras. La
parada prematura de fermentacién produce vinos de baja ca-
lidad y estabilidad que favorece el crecimiento de microorga-
nismos no deseables, que pueden producir una elevada
acidez volatil [1]. Asi, se recomienda el uso de cepas de le-
vaduras tolerantes a la presion osmética y al etanol. Las
cepas de Saccharomyces cerevisiae exhiben diferentes com-
portamientos de fermentacion bajo condiciones de estrés [2].
Zuzuarregui y Del Olmo [3] describieron un sistema de se-
leccion de levaduras basado en la resistencia a las condicio-
nes de estrés que se producen durante la produccion de vino.
También, se ha investigado la expresién de genes de res-
puesta a estrés de azlcares, con el objetivo de analizar los
efectos debido a la particular hiperosmolaridad generada por
las altas concentraciones de glucosa en los mostos [4]. Los
resultados indican que la respuesta molecular a estas condi-
ciones es compleja y est influenciada por multitud de facto-
res. Una posible solucién a la parada y enlentecimiento de la
fermentacion de mostos con elevada concentracion de az-
cares podria ser la aplicacion de células de levadura inmovi-
lizadas tolerantes a altas concentraciones de az(icar y etanol.
Asi, el objetivo de este trabajo ha sido por un lado aislar, ca-
racterizar y seleccionar levaduras osmo-etanol tolerantes, y

por otro lado inmovilizar células de levadura mediante un
nuevo sistema de inmovilizacién desarrollado por nuestro
equipo de investigacion y realizar fermentaciones con ele-
vada concentracion de glucosa.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Microorganismos,
fermentaciones

medios de cultivo y

A partir de un mosto de uva pasificada Pedro Ximé-
nez con 480 g/L de azlcares y fermentado hasta 11,5% (v/v)
de etanol, se han aislado y seleccionado 7 cepas de levadura
(X2P, X2, X3, X4, X5, X6 y X9). También se han utilizado para
este estudio tres cepas de Saccharomyces cerevisiae de
nuestra coleccion (E1, F12 y G1) tolerantes al etanol, la pri-
mera aislada de un mosto en fermentacion y las dos Ultimas
de un velo de flor de la D.O. de Montilla-Moriles. Las inocu-
laciones se realizaron con 4 x 10° células/mL. Para los expe-
rimentos de inmovilizacion se ha usado el hongo filamentoso
H3 (Penicillium) aislado del ambiente y las cepas de levadura
G1'y X5. El medio de crecimiento ha sido YPD (1% de ex-
tracto de levadura, 2% de peptona y 5% de glucosa, p/v), las
células se incubaron a 28°C durante 24 horas en un agitador
orbital a 200 rpm. Se han realizado microfermentaciones con
cada cepa de levadura en medio YPD, previamente esterili-
zado a vapor fluente durante 30 minutos, con una concen-
tracion creciente de glucosa de 25 a 50% (p/v) en tubos
Falcon de 50 mL pinchados con una aguja hipodérmica a
24°C y a 150 rpm hasta que se dio por finalizada la fermen-
tacion. El procedimiento y el medio de inmovilizacion celular
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. fue el mismo que el descrito por Peinado et al. [5], forman-

dose las correspondientes biocapsulas de levadura. Se han

 realizado dos fermentaciones con células inmovilizadas en

- un medio YPD con 50% (p/v) de glucosa. Previamente a la
inoculacion con las biocapsulas, éstas habian fermentado un
medio YPD con 50% (p/v) de glucosa durante 4 dias y luego
se lavaron dos veces con el mismo medio fresco. Para com-
probar que el hongo filamentoso muere, durante la primera
fermentacion, por contacto célula de levadura-hifa se han re-
alizado fermentaciones con tubos de dialisis segun Nissen et
al., [6], donde las esferas de hongo filamentoso se introduje-

" ron dentro de los tubos y las células de levadura se mantu-
vieron fuera de los mismos.

2.2, Métodos analiticos

El recuento de células se ha realizado en un conta-
dor de particulas Z2 Coulter Particle Count and Size Analyzer
(Beckman). La cinética de fermentacion se ha seguido segun
la pérdida de peso de cada tubo de fermentacion. La glucosa
y el etanol se han cuantificado segtin los kits enzimaticos es-
pecificos de Boehringer-Mannheim, Alemania.

3. RESULTADOS

Como se ha descrito en la seccién material y méto-
dos se han usado diez cepas de levaduras para realizar mi-
crofermentaciones con distintas concentraciones de glucosa,
entre 25 y 50% (p/v), en medio YPD. El nimero de genera-
ciones alcanzado por todas las cepas cuando fermentaron
entre 25 y 38% (p/v) de glucosa fue alrededor de 6, y éste
comenzo a disminuir ligeramente a partir de esta tltima con-
centracion, excepto para las cepas X2P y X4 que mostraron
una disminucion mas drastica. Se sabe que el crecimiento
celular de las levaduras se inhibe con concentraciones ele-
vadas de azicar y por la acumulacion de etanol.

Fig. 1. Velocidad de fermentacion de las células libres e
inmovilizadas frente al tiempo en medio YPD con un 50 % (p/v)
de glucosa. La monitorizacion se realizé por pérdida de peso de

los tubos de fermentacién debido al desprendimiento de CO;
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Una elevada concentracion de aziicares también
fecta la actividad fermentadora de las levaduras. En este
abajo se ha estudiado la evolucion de la velocidad de pro-
uccion de CO; en medio YPD con diferentes concentracio-

nes de glucosa. Las cepas mostraron velocidades de fer-
mentacion similares a concentraciones de glucosa menores
de 38% (p/v), con la excepcién de la cepa X2P, que fue
menor. A partir de esta concentracion las velocidades de fer-
mentacion disminuyeron. En la Fig. 1 se representa la velo-
cidad de fermentacion de cada cepa de levadura en la
fermentacion con un 50% (p/v) de glucosa, las velocidades
mas rapidas de fermentacion se observaron para las cepas
X2y X5.

Fig. 2. Contenido en etanol alcanzado por las cepas en las
fermentaciones comprendidas entre 25 y 50 % (p/v) de glucosa

% Etanol (viv)

% Glucosa (p/v)

La cepa que produjo una mayor concentracion de
etanol en todos los casos fue la cepa X5 (Fig. 2). Asi pues, se
ha seleccionado la cepa X5, como mayor productora de eta-
nol, y la cepa G1, como altamente tolerante a éste, para los
experimentos con células inmovilizadas. Ambas levaduras se
co-inmovilizaron separadamente con el hongo H3 de una ma-
nera natural sin usar soportes externos. La velocidad de fer-
mentacion fue mas rapida en las fermentaciones realizadas
con células inmovilizadas (Fig. 1).

La Tabla 1 representa los contenidos en etanol y
glucosa residual en los medios fermentados con un 50% (piv)
de glucosa.

Tabla 1: Contenido en etanol y glucosa residual en las
fermentaciones con un 50% (p/v) de glucosa

CEPA ETANOL (%, viv) GLUCOSA RESIDUAL (glL)

X2P 941 278+ 35

X2 171 145 + 40

X3 16 21 166 + 20

X4 170 175+ 30

X5 1842 128+ 20

X6 17 +1 189 + 25

X9 17+1 161+ 15

F12 16 1 162+ 30

G1 17 +1 175+ 20

E1 171 174 17

X5 Inmovilizada 18+0 128+ 10
G1 Inmovilizada 171 155+ 30

También se ha demostrado en este trabajo me-
diante experimentos con tubos de didlisis que durante la pri-
mera fermentacion las células de levadura matan al hongo
filamentoso mediante el contacto fisico célula-hifa.




N

s

Extremadura

Avances en Ciencias y Técnicas Enolégicas

Transferencia de Tecnologia de la Red GIENOL al Sector vitivinicola
M. Ramirez y col. (eds.); Badajoz, 2007

) ISBN 978-84-690-6060-5

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas X5

y G1 tanto en forma libre como inmovilizada, son potencial-
mente Utiles para la elaboracion de vinos dulces naturales a
partir de mostos con elevada concentracion de azlcares
como los obtenidos a partir de uva pasificada.
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ethanol production

En este segundo apartado, se estudio la produccion de etanol con estas cepas (X4 y
X5) y otras cuatro mas (G1, P29, QA23 y Uvaferm BC) que se coinmovilizaron con el
hongo filamentoso bajo las condiciones especiales de inmovilizacion descritas. Se han
obtenido seis tipos de biocapsulas diferentes con cada una de las cepas de levadura
ensayadas, Yy posteriormente, éstas se han usado para realizar sucesivas
microfermentaciones alcohodlicas en un medio semi-sintético con un 18% (p/v) de
glucosa. Durante la coinmovilizacion, el didmetro de las biocapsulas de levadura
disminuye y el nimero de biocapsulas es mayor a medida que aumenta la velocidad de
agitacion. Por otro lado, se examind la reutilizacion de las correspondientes biocépsulas
formadas de cada cepa ensayada, de modo que las biocapsulas de X4 y Uvaferm BC se
reutilizaron hasta 7 veces sin disminuir la produccion de etanol, las biocapsulas de P29 y
QA23 5 veces y las biocapsulas de G1 y X5 realizaron 3. Los resultados de produccion de
etanol se han relacionado directamente con la viabilidad de las células de levadura en los
inmovilizados.
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Potential use of wine yeasts immobilized
on Penicillium chrysogenum for ethanol
production

Teresa Garcia-Martinez,® Anna Puig-Pujol,P Rafael A. Peinado,*
Juan Moreno€ and Juan C. Mauricio®*

Abstract

BACKGROUND: Six different wine yeast strains (G1, X4, X5, P29, QA23, Uvaferm BC) were co-immobilized in a natural,
spontaneous way with Penicillium chrysogenum under special conditions without the need for an external support or chemical
binder and provided six different ‘yeast biocapsules’. The purpose was to characterize and evaluate the biocapsules obtained
in terms of yeast cell viability, ethanol production and reusability to assess their suitability for ethanol production and the
development of industrially competitive alternative wine and beer production methods.

RESULTS: Biocapsule size was found to decrease and quantity to increase with increasing shaking rate during the immobilization
process. The fermentations were realized in YPD medium containing 18% (w/v) glucose with repeated fermentations reaching
10% (v/v) ethanol. X4 and Uvaferm BC biocapsules afforded at least seven uses with no significant decrease in ethanol
production; P29 and QA23 biocapsules five times; and G1 and X5 three times each. Seemingly, ethanol production was directly
related to the viability of yeast cells in the immobilizate under defined assay conditions.

CONCLUSIONS: X4 and Uvaferm BC may be the most suitable yeast strains for autoimmobilization on P. chrysogenum with a
view to their use in alcoholic fermentation processes.
(© 2011 Society of Chemical Industry

Keywords: immobilized cells; S. cerevisiae; P. chrysogenum; ethanol fermentation
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INTRODUCTION

polymer, or a combination of the three methods. Because

The energy crisis caused by the dependence on fossil fuels, and
the environmental effects of their use, has raised the demand for
biofuels. Bioethanol fuel has been deemed the great alternative to
fossil fuels; also, it is currently considered a profitable commodity,
and is being increasingly used as a renewable energy source and
car fuel.! The increasing demand for ethanol has raised the need
for more cost-effective technologies for its production. The yeast
Saccharomyces cerevisiae is the microorganism most widely used
in alcoholic fermentation; however, the bacterium Zymomonas
mobilis, which is currently being used mostly in sugar fermentation
processes, might be an advantageous alternative.??
Immobilization procedures allow cells to be confined in a
well-defined spatial region in order to preserve their catalytic
properties and make them reusable.*> Ethanol production by
immobilized yeasts has been the subject of extensive research
during the last few decades as an alternative procedure, with
technicaland economicadvantages over traditional systems based
on free cells. Using immobilized cells for fermentation avoids
the inhibitory effects of high concentrations of substrate and
product, thereby enhancing ethanol productivity and yield.6~1°
Cells can be immobilized by natural or artificial means. Artificial
immobilization is the more common and can be accomplished by
binding to a support, cross-linking through binding to bifunctional
compounds, trapping in a semi-permeable membrane or a

the cells used in artificial immobilization methods are not in
their natural form, they can experience strong changes in
metabolism and viability. However, some microorganisms can
be spontaneously immobilized naturally under special conditions
by aggregation into small pellets, flocs, microspheres, mycelia or
biofilms. No immobilization treatment is required, so no metabolic
alteration in the immobilized cells is to be expected, which
can open the door to advantageous uses relative to artificially
immobilized cells.>'3~2° In addition, the natural adhesion method
has been paid more and more attention, because maximum
cell viability and biochemical activity were obtained due to the
formation of biofilms.?'
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One of the most critical requirements for successful immobiliza-
tion of cells is the use of an appropriate material as support, i.e.
one that is simple, inexpensive, easy to use, naturally abundant,
long-lasting, stable and fit for nutritional purposes if used by the
food industry.'"'* A number of organic and inorganic supports of
widely variable origin (alginates, gluten balls, delignified cellulose,
porous volcanic rocks) have been used with dissimilar success as
yeast supports for the production of various fermentation prod-
ucts including ethanol, wine and beer.8922-32 |n any case, an
effective support should allow efficient diffusion of the substrate
and product.>™*

Our research group has developed a new natural, spontaneous
immobilization system using a flor yeast'® and a filamentous
fungus in the absence of physico-chemical external supports to
produce ethanol.3® Our system provides smooth hollow spheres
designated ‘yeast biocapsules’ whose walls consist of fungal
hyphae containing trapped yeast cells. Recently, Yang etal3*
reported co-immobilization of Pseudomonas sp. with Aspergillus
oryzae to remove malachite green from aqueous solution.

One potentially effective strategy to reduce production costs
and make ethanol fuel economically competitive with fossil fuels
could be the use of wild yeast with osmotolerance, ethanol
resistance and low nutritional requirements.>3¢ |n addition,
immobilization of wild yeast on an appropriate support can
enhance their economic advantages. The primary purposes of this
work were to immobilize various yeast strains on a filamentous
fungus and to assess their efficiency and suitability for ethanol
production. The results of this study might open up new
avenues for the use of yeast biocapsules in industrial fermentation
processes.

EXPERIMENTAL

Microorganisms

Five different strains of the wine yeast Saccharomyces cerevisiae
were used, namely: G1 (ATCC: MYA-2451), ayeastisolated from the
flor film on a wine under biological aging in the Montilla—Moriles
winemaking region (WR); P29 (CECT11770), which is used in the
production of sparkling wines such as cava, was isolated in the
Penedés WR and obtained from the INCAVI yeast collection; X4
(CECT13014) and X5 (CECT131015), which were isolated from
partially fermented musts from sun-dried Pedro Ximenez grapes
grown in the Montilla-Moriles WR and selected in terms of their
high osmotolerance;*” and QA23, an isolated and selected yeast
by the University Tras-os-Montes e Alto Douro in Portugal and
commercially available from the firm Lallemand. In addition, we
used Uvaferm BC, a Saccharomyces bayanus strain selected and
marketed as a wine yeast by Lallemand Inc.

The yeasts were co-immobilized with Penicillium chrysogenum
H3 strain, an isolated filamentous fungus from the environment
and identified by the Spanish Type Culture Collection (CECT).
This fungal strain was used to obtain six different types of
biocapsules by immobilization with each of the individual yeast
strains for subsequent use in micro-alcoholic fermentations in a
semi-synthetic medium containing 18% (w/v) glucose.

Immobilization medium and conditions

Biocapsules were obtained under special conditions in a formation
medium consisting of yeast nitrogen base without amino acids
(YNB, Difco) containing a 5 gL~ concentration of gluconic acid
as carbon source. The medium was buffered at pH 7 with sodium

and potassium phosphate. Erlenmeyer flasks (250 mL) containing
100 mL of sterilized medium obtained by autoclaving at 121 °C for
15 min were inoculated with a viable yeast cell concentration of
4 % 10 cells mL~" and supplied with P. chrysogenum spores twice
via an inoculation loop. The flasks were thermostated at 28 °C and
shaken on an orbital shaker from New Brunswick Scientific (Edison,
NJ, USA) for 7 days. This afforded spontaneous co-immobilization
between the microorganismsin the absence of an external support
and resulted in yeast biocapsules for each strain.3338

Fermentation medium and conditions
Once formed, the biocapsules were removed from their formation
medium with a sterile strainer, washed once with cold sterile
water and twice with sterile fresh YPD medium at 4 °C, and then
placed in YPD fermentation medium, all under aseptic conditions
(alcohol and burner flame). Free cells of each yeast strain were also
prepared similarly to the biocapsules, except that no fungus was
used and the cells were collected by centrifugation at 3500 g.
The six types of biocapsules obtained with 5-6 mm diameter
size were used in microfermentations conducted in 250 mL
Erlenmeyer flasks containing 100 mL of semi-synthetic YPD
medium (10 g L~ yeast extract, 20 g L~! peptone and 180 gL'
glucose) at 28 °C that were stoppered with hydrophobic cotton
and sterilized by autoclaving at 121 °C for 15 min. Each flask was
inoculated with the amount of biocapsules needed to obtain a
yeast concentration of 10 x 10° cells mL~". Microfermentations
were stopped at 10% (v/v) ethanol concentration in the medium.
Then, biocapsules were easily removed from the medium using
a sterilized strainer, and washed twice with the same sterile fresh
YPD medium for reuse in the next fermentation run. Reuse was
considered finished when the time needed to reach a 10% (v/v)
ethanol concentration exceeded that of the first fermentation
run. The fermentation kinetics was monitored via the weight
loss resulting from CO, release.?’3°40 The ethanol content in
the medium after each fermentation run was measured with
the method of Crowell and Ough.*! Ethanol productivity was
calculated as the grams of ethanol per liter liquid volume produced
per hour. All fermentations were performed in triplicate.

Total and viable yeast cell counts

The total number of cells (in millions per gram biocapsule, wet
weight) and the proportion of viable cells were determined
according to Plessas etal.?' in the immobilizates from the
biocapsule formation medium (YNB) and in the biocatalysts at
the end of each fermentation run. One additional determination
was the count offree viable cells per millilitre of fermentation broth.
Immobilized cell counts were obtained as follows: yeast cells were
isolated by placing 1 g of mechanically broken biocapsules in a
mortar and blending them with 9 mL of sterilized 1/4 strength
Ringer's solution (Merck, Darmstadt, Germany) on a DSG 304
shaker (Heidolph, Schwabach, Germany) at 100 rpm for 30 min
with sonication for 1 min in an Ultrasons apparatus (Selecta,
Barcelona, Spain), all at 4 °C.#? Viewing under the light microscope
revealed that not all yeast cells were thus released from fungal
hyphae; in any case, this was the most efficient procedure for this
purpose. In parallel, a volume of 0.1 mL of fermentation broth
was added to 9 mL of sterilized Ringer’s solution to determine
cell leakage. The starting suspensions were subjected to serial
dilution and the total concentration of cells counted on a 72
Coulter particle counter and analyser (Beckman). Previously, the
samples were passed through a filter of 180 um pore size and then
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through one of 30 um, both from Millipore, to remove loose fungal
hyphae and collect yeast cells only. Cell viability was determined
by spreading 100 pL volumes of diluted suspension onto YPD agar
plates and counting clones after 48 h at 28 °C. The results were
expressed as colony-forming units (cfu) per gram of immobilized
biocatalyst (wet weight) or millilitre of fermentation broth.

Scanning electron microscopy (SEM)

Yeast biocapsules from S. cerevisiae strain G1 were examined both
freshly and after use in fermentation. Previously, the biocapsules
were washed with distilled water twice, followed by cutting of their
walls into 1-2 mm cubes and fixing in 2% glutaraldehyde at 4°C
for 6-8 h. Following decanting of the fixative, the material was
dehydrated serially with ethanol and gold-coated with an SCD005
Sputter Coater (Bal-Tec, Los Angeles, CA, USA). The resulting
samples were examined and photographed with a 6300 scanning
electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan).

RESULTS AND DISCUSSION
Immobilization of yeast strains
The proposed immobilization system was previously examined
and optimized by co-immobilizing S. cerevisiae strain G1#3#4 and
P.chrysogenum strain H3.3338 The resulting system was successfully
used in alcoholic fermentation processes.33

One might wonder if developing one more immobilization
system to add to the many already available®® was in fact
necessary. The greatest originality of our system is that it uses
no external, artificial support or chemical binder; rather, it exploits
natural immobilization mechanisms in which a filamentous
fungus and vyeast cells co-immobilize spontaneously under
appropriate conditions leading to forced symbiosis of the two
microorganisms.3338 In addition, the proposed immobilization
system provides some advantages over existing alternatives that
are discussed in detail below. The specific conditions required for
Saccharomyces cells to autoimmobilize on Penicillium hyphae are
as follows:

(a) The presence of a carbon source readily available to the
filamentous fungus, but not to the yeast, such as gluconic
acid. This source makes S. cerevisiae growth difficult (in fact,
only one generation was observed) but not fungus growth.
If a carbon source such as glucose is used, growth of free
yeast cells is observed resulting in a medium not suitable for
biocapsules formation.

(b) A culture medium buffered at neutral pH. Otherwise, no
suitable biocapsule formation is obtained. Probably, the
typical release of acids by Penicillium would cause yeast
cells to die and this produces lax, fibrous, rugged spheres
containing the filamentous fungus alone. Recently, in other
co-immobilizations it has been reported that pH is crucial to
the immobilization process, and influence the growth and
activity of immobilized microorganisms.34

(c) Continuous stirring to facilitate the formation of spheres and
aeration of the medium in order to keep the filamentous
fungus alive. Although agitating submerged fungal cultures
is known to facilitate the formation of non-hollow pellets,
the special conditions used here surprisingly enabled sponta-
neous co-immobilization of S. cerevisiae and P. chrysogenum
in the form of smooth, hollow, elastic spheres. Therefore, the
presence of yeasts is seemingly indispensable to obtain these

new structures (yeast biocapsules). We have assayed other fil-
amentous fungi for biocapsule formation such as Aspergillus,
but they were discarded because they produced weak, unsta-
ble biocapsules unfit for use in fermentation processes.

(d) Another operating parameter for biocapsule formation was
the temperature at 28°C, because it was appropriate for
optimum growth of the tested microorganisms.

() Minimum time for the biocapsule formation was 7 days.
Visually, the formation of biocapsules can be noticed 3 days
afterinoculation, and at 7 days the broth was fully transparent
and contained no free yeast cells. This indicates that all
yeast cells were authoimmobilized on the filamentous fungus,
which was verified by microscope. If biocapsules were given
more time in the formation medium, they were slightly larger
in size due to the growth of the Penicillium hyphae and
they also showed increased density and consistency. This is
an operating parameter to keep in mind, depending on the
use proposed for the biocapsules (e.g. for the production of
sparkling wines it will be necessary that the biocapsules are
very consistent to support the high pressures reached in the
bottles, 6-7 atmospheres).

(f) The optimum concentration of yeast cells for formation of
biocapsules in the reported conditions was 4 x 10° cellsmL~".
At higher concentrations the medium remains turbid for a
longer time, and the immobilization process is not suitable.

In this work, we developed six different types of biocapsules
from as many different yeast strains (G1, X4, X5, P29, QA23 and
Uvaferm BC) and P. chrysogenum strain H3 under the above-
described conditions. The resulting immobilizates were assessed
as biocatalysts for alcohol fermentation.

In the immobilization medium, the quantity and diameter of
the biocapsules were found to depend on the shaking rate.
At the higher rate used (200 rpm) biocapsules were produced
with uniform size ca 3 mm in diameter, but at 150 rpm different
sizes were obtained (5-16 mm) between yeast strains (Fig. 1)
and the number of biocapsules was 10-fold decreased (about 20
biocapsules per Erlenmeyer flask at 150 rpm). This may be because
the hyphae of the filamentous fungus became more separated
or fragmented into small particles at high shaking rate as a
consequence of shear force acting on more smaller biocapsules
than at low shaking rate.

Once formed, the biocapsules were easily removed from the
medium using a sterile strainer, washed with cold sterile water
and placed in the fermentation broth. Figure 2 shows two flasks
holding YPD medium containing 18% (w/v) glucose after 24 h of
active fermentation in the presence of immobilized yeasts (A) and
free yeast cells (B). During fermentation, the filamentous fungus
died and remained as an inert support for subsequent reuses. As
previously confirmed by dialysis tests,3® the fungus was probably
killed via a cell-hypha contact mechanism. This was the likely result
of an increase in the number of yeast cells and of their invading
and colonizing fungal hyphae (Table 1 and Fig. 3). This finding
is consistent with previous results of Lachance and Pang,* who
detected predacious yeasts, and Nissen et al.,*® who observed early
growth arrest in Kluyveromyces thermotolerans and Torulaspora
delbrueckii caused by a cell-cell contact-mediated mechanism
relying on the presence of viable S. cerevisiae cells at high
concentrations. Figure 3 shows scanning electron micrographs of
a freshly formed biocapsule exhibiting cells bound to intact fungal
hyphae (A) and a section of a biocapsule used after fermentation
(B). As can be seen, no fungal hyphae remained intact in (B);
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Figure 1. Biocapsules of variable size obtained by orbital shaking at 150 and 200 rpm for 7 days.

(A) (B)

Figure 2. Fermentation flasks containing fully active yeast biocapsules
(A) and fully active free yeast cells (B) 24 h after inoculation.

rather, all hyphae were empty, distorted, flattened, amorphous
and compacted. So, the filamentous fungus died and remained
as an inert support in the fermentation broth. Yeast cells were
retained by the fungus by entrapment and also, possibly, by
biospecific binding.3®

Repeated batch fermentations

Effective autoimmobilization of the six yeast strains on P.
chrysogenum and the suitability of the resulting biocatalysts
for alcohol fermentation were confirmed by their acceptable
operational stability during repeated fermentations in a YPD
medium containing 18% (w/v) glucose. Each fermentation run
was stopped at an ethanol concentration of 10% (v/v) in the
medium (i.e.at 79.9 4+ 0.4 g L~") and reuse of each biocatalyst was
considered finished when the time needed to reach this alcohol
level increased beyond that of the first fermentation run.

The variation of viable cells was measured via the number
of colony-forming units (cfu) in the fermentation broth (cell
leakage) and on the biocatalysts (immobilized cells) which were
also analysed for total cells during the repeated fermentation
runs. Based on Table 1, concentration of immobilized cells on P.
chrysogenum after 7 days in the immobilization medium indicated
that the microbial populations were in the range 13-20 x 10° cells
g~ biocatalyst for all yeast strains. The fact that the viability of
yeast cells in the fresh immobilizate was only moderate suggested

that the biocapsule formation medium was unsuitable for the yeast
strains; in fact, their inoculation in the absence of the filamentous
fungus resulted in a single replication (results not shown). In
conclusion, the medium with gluconic acid was good for yeast
autoimmobilization on the filamentous fungus, but inappropriate
forthe growth and viability of yeast. The lowest viability was that of
strains G1 and X5 (ca 5%), followed by Uvaferm BC (13%) and, with
a proportion around 50%, X4, P29 and QA23. Once the biocapsules
were placed in the fermentation broth (YPD containing 18% w/v
glucose), the number of cells attaching to the support increased
over the first two fermentation runs as the yeasts invaded and
colonized fungal hyphae (Table 1). Viability was found to depend
on the particular yeast strain; it was minimal for G1,P29 and X5, and
maximum for X4, Uvaferm BC and QA23. In all cases, cell viability
decreased through repeated use in the fermentation process. This
may be explained by the nature of yeast cells, one yeast cell
does not have the capacity to divide indefinitely. Entrapped yeast
cells after repeated fermentation become resting cells. Resting
cells are cells that are not actively in the process of dividing, but
their metabolism may continue to be active. On the other hand,
the number of viable cells released into the fermentation broth
decreased with increasing reuse (Fig. 4), consistent with previous
results of Liang et al.,>” on sugarcane pieces as yeast support, who
deemed immobilization a time-dependent process, due to the
effect of cell multiplication and strong, irreversible attachment.

Table 2 shows the fermentation time and ethanol productivity
obtained after repeated fermentations with the six immobilized
yeast strains. As in previous work, a delay in the first run was
observed with respect to all others as a result of the need for
immobilized yeasts to adapt to the fermentation medium.?’33 The
longest fermentation time was that for G1; this strain is suitable for
fermentation but is a flor yeast typically growing in wines under
biological aging and hence better adapted to living on ethanol
rather than fermentable sugars. All other strains fermented more
rapidly and exhibited higher ethanol productivity values. Ethanol
productivity was higher in the second fermentation run than in
the first with all strains, possibly as a result of the increase in the
amount of biomass produced during the first fermentation run
(Table 1).

The yeast biocapsules from strains X4 and Uvaferm BC were
successfully used at least seven times without significant losses in
ethanol production; these two strains were those exhibiting the

wileyonlinelibrary.com/jctb

(© 2011 Society of Chemical Industry

J Chem Technol Biotechnol 2012; 87:351-359



SCli

WWW.S0Ci.org

Ethanol production by immobilized yeasts

“UNJ UOIIDIUBWIDS o

SF 99 0S F 00SL SF €EF 061 L4
€FSL Ve F vl €F 0L 0S F €681 94
SF06 €8 F C0S1L 8F LS €5 F 8661 ST € F 000L SsFa8 7€ F 0061 |
€ F 68 €L F 0011 6F 8 ¥6 F 00¢C¢ L F0s €L F 086 € F 06 LT F 8661 ¥4
S F06 oeF izl 9F 06 8G F €€¢€C SF 8y SCFCLLL SF 8 LEF ol SF6 e F 100¢ 9F Y 79 F vorlL €4
€F 6 0CFSlElL ¥ ¥ 06 o¥ F ¥t ¢F0S LZ F 506 CF¥9 <€ F8001L €F S6 SCF00LL €F S €5 Fceel [4F|
€EF L6 LE F 679 €F 6 S6 F 009C SF0S 0C F LLS SF L9 0€ F €89 €F L6 0€ F S¢8 EFEY 06 F 00t7L L4
wnipaw
uoljewIoy)
cFel cFol €F LY CFSsl CFor SF e LF¥ 4} €F0S T8l LFS eFel sa|nsdedolg
abejuadiad  (,_Bs|ed 401) obeusdiad  (,_Bs|ed 401) beusdiad (69> 501) obeuadiad (69> 401) dbeuadiad  (,_6s|9d 401) dbeuadiad (6|9 401)
Angeip S|[°3 [e10L Aungeip S|[®3 [e10L Aungerp S|[®3 [el0L Ajigein S|I®2 [e10L Ajiqein S||92 [e10L Ajiqein S|I92 |e10L
D8 wiajpAn £2Y0 62d sX vX L5

SUNJ UOIRIUBWLIDY Yd1eq Ul 9sn pareadal 1aije pue sajnsdedolq Ysaij y1oq Ul (%) 5|22 3]qelA jo aberusdiad pue (ajnsdedoiq 1am |6 s]|9d 401) SIUNOD [[93 [e10] L d]qel

Qo
+
O
=
£
o
5
>
b
©
b
=2
©
£
c
S
>
L
2

(© 2011 Society of Chemical Industry

87:351-359

1

J Chem Technol Biotechnol 2012



@)
SCli

WWW.50Ci.org

T Garcia-Martinez et al.

(B)

Figure 3. Scanning electron micrographs of two yeast biocapsules. (A) Wall section of a fresh biocapsule exhibiting attached yeast cells (spherical
structures) and intact hyphae (filamentous structures). (B) Wall section of a yeast biocapsule used after fermentation - unlike (A), hyphae were no longer

intact. Reference bar: 20 um in (A), but 10 um in (B) for easier viewing.

highest ethanol productivity, stability and mechanical strength
throughout the process. On the other hand, strain X5 proved the
weakest.

The proposed yeast immobilization system departs from con-
ventional alternatives in some respects. Thus, current microorgan-
ism co-immobilization techniques use supports such as cellulose,
layered agar structures, semi-permeable membranes of synthetic
polymers or liposomes.#’ %0 In our system, the support (i.e. the
immobilization matrix) is provided by one of the microorganisms
to be immobilized, which dispenses with the need for an external
support and reduces the associated costs. Ours is therefore a sim-
ple, inexpensive method. Also, the microorganisms bind naturally,
which helps preserve their catalytic properties, rather than by
an artificial forced interaction. The resulting biocapsules can be
used with no loss of integrity in fermentation processes. Worth
special note is the fact that the filamentous fungus dies during the
fermentation process and remains as an inert support facilitating
subsequent reuse of the biocapsules. Recent tests with dialysis
tubes conducted by our group revealed that the death of the fila-
mentous fungus is caused by direct contact of the yeast cells with
the fungal hyphae.3® It is well known that alginate gel is among
the most widely used support for immobilized yeasts. However,
there are several weaknesses of alginate immobilized yeast for
commercial scale operations.>?”152 Gel entrapment has the dis-
advantage of limited mechanical stability. It has been frequently
observed that the gel structure is easily destroyed by cell growth in
the gel matrix and carbon dioxide production.> Another problem
of immobilization in a gel matrix may lead to mass transfer lim-
itations by diffusion. Our biocapsules immobilization system has
advantages over immobilization in a gel matrix, such as the use of
one of the microorganisms to be immobilized as support, thereby
avoiding the costs associated with the need for an external matrix;
also, the porous structure of a filamentous fungus facilitates the
diffusion of nutrients and products in the culture medium.”

Natural materials including apple pieces, orange peel, dried
figs, grape skin and sugarcane pieces have also been assessed
as biocatalysts for ethanol.2>27:3153-55 Most batch fermentations
resulted in glucose consumption of 98-99% from a juice
containing 134-187 g sugar L™, and stable ethanol production
with 1.0-5.4gL~" h™! ethanol productivity at 30 °C. Based on
the results of this work, our biocapsules are as efficient or even
more so in terms of conversion of sugars into ethanol. Therefore,
our biocapsule-based catalysts might provide an industrially
competitive alternative to Ca alginate-entrapped yeasts, and other
supports.

CONCLUSIONS

The results obtained in this work demonstrate the potential of
biocapsules consisting of immobilized yeast cells as fermentation
catalysts. The greatest originality of the proposed system is
that the filamentous fungus Penicillium chrysogenum and the
yeast Saccharomyces cerevisiae are co-immobilized in a natural,
spontaneous manner without the need for external support or
physico-chemical binder. The procedure provides strong hollow
spheres, ‘biocapsules’, whose walls consist of fungal hyphae
and yeast cells. Immobilization is accomplished by supplying
the culture medium with gluconic acid, a nutrient available
to the fungus, but not to the yeast, in a buffered, agitated
medium. Therefore, the proposed immobilization method is
simple and inexpensive, and allows the yeasts to be reused,
which makes it especially attractive for the production of ethanol
and other alcoholic beverages such as wine or beer. Also, the
two microorganisms interact in a natural manner rather than
via artificial forces as in most alginate and carraginate systems,®
which helps preserve most of the catalytic activity of the yeasts. In
addition, the porous nature of the filamentous fungus may reduce
diffusion problems with respect to other supports. Interestingly,
the filamentous fungus dies during the fermentation process and
remains as an inert support that facilitates subsequent reuse of
the biocapsules.

Six types of biocapsules obtained were used to ferment a semi-
synthetic medium containing 18% (w/v) glucose to an ethanol
concentration of 10% (v/v) and reused in further runs. The strains
exhibiting the highest viability and mechanical strength were
those affording the greater numbers of reuses (X4 and Uvaferm
BC); these are probably the most suitable for immobilization and

- N W
o o o o

Viable cell count
(x 107 cfu/mL)

o

1 2 3 4 5 6 7
Fermentation batch

[-G1 = X4 + X5 = P29 ~— QA23 = UvafermBC |

Figure 4. Viable cell counts of free cells in broth (cell leakage) during
repeated batch fermentation runs with the six yeast strains as immobilized
on P. chrysogenum.

wileyonlinelibrary.com/jctb

(© 2011 Society of Chemical Industry

J Chem Technol Biotechnol 2012; 87:351-359



SCli

WWW.S0Ci.org

Ethanol production by immobilized yeasts

‘unJ uonpUdWIIAS o

SLFOS 67 F SOl TLFTS SEFSSL L4
ELFOL LZFSLL YOFE9 LOFSTL 94
90 F '8 LOFS6 L0OF6€E L0FS0T COFbY L'ZF 08l ILFLL L'ZF S0l 4
YOFE9 LOFSTL LOF6€E L0FS0T 60F6S L'ZFSEL YOFE9 LOFSTL v 4
TTFTL SEFSLL 60F Y SEFGSLL YOFO0'S YLFO09L T0F 09 YOFEEL 80F 99 v1IFOTL TO0FOE Y1LF 09T €4
SOFES YLFOSL YOFLE L'ZFSLT TOFOE vLFO0TT TOF8Y LOFS9L €0F6S LOFSEL YOFLE L'ZFSLT 4
YOFLE L'ZFSLT LOF L€ LOFSIT COFHT SEFSTE LOFOE L0F ST TOFOE Y1LF 09T LOF6'L L'ZFS Ly L4
LOF L'E LOFSST 00F6€E 00 F 07 L0F8T LOFS LT LOFSE 60F ST LOFCE LOF ST 00F LT LOFSLE S|P 9914
Auanonpoud (Wawil  Awaponpoid (Wawil  Awaponpolid (Wawil  Awanonpold (Wawil  AwAnonpold (Wawil  AwAnonpolid (u) dwiL
59 wasgean £2Y0 6zd sX X 1)

wnuabosAiyd 4 uo pazijiqoww] se surelys 1seak Xis 9y Woj s3|nsdedoiq pue s|[92 994) YIIM SUOIIRIUSULIDY UIeq diqolaeue paieadal o (, Y 7 6) Auanonpoid joueyis pue (y) swi uoneiuswiey  *Z ajqer

Qo
+
O
=
£
o
5
>
b
©
b
=2
©
£
c
S
>
L
2

(© 2011 Society of Chemical Industry

J Chem Technol Biotechnol 2012; 87:351-359



@)
SCli

WWW.50Ci.org

T Garcia-Martinez et al.

use in fermentation processes, even though the other strains
may also be effective alternatives, depending on the particular
fermentation process.

Some advantages of the cell immobilization include: prolonged
activity and stability of the biocatalyst due to the protective
effect of the immobilization support against physicochemical
effects, increased tolerance to high substrate concentration and
reduced end-product inhibition, increased tolerance against toxic
and inhibitory compounds, and stress tolerance.°%%7 Futher
investigations of these topics using the proposed immobilization
system would be interesting.
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_ _ _ 4. Resultados
Publicaciones cientificas y Resultados pendientes de publicacion

‘ coinmovilizadas para la produccion de vinos dulces \

En este ultimo capitulo, dividido en dos apartados, se presentan las aplicaciones de
las cepas de levaduras seleccionadas en la produccion de vinos dulces con fermentacion
parcial.

En el primer apartado del Capitulo IlI, se incluyen los resultados que se han
publicado de la fermentacién parcial de mostos dulces con las dos cepas seleccionadas
osmoetanol tolerantes en forma libre y la discriminacion de los vinos resultantes por
cromatografia de gases y nariz electronica en la revista cientifica Food Chemistry.

En el segundo apartado del Capitulo I1l, se muestran los resultados que estan
pendientes de publicacion sobre la aplicacion de las biocdpsulas de estas cepas
seleccionadas como osmotolerantes para la produccion de vino dulce parcialmente
fermentado. Este trabajo de investigacion ha sido enviado a la revista cientifica Food
Chemistry. Actualmente, se encuentra en “estado de revision”.

‘tolerant yeasts by gas chromatographic analysis and electronic nose \

En este apartado se estudia la diferenciacion de los vinos dulces obtenidos por
fermentacion parcial procedentes de uva Pedro Ximénez pasificada con alta
concentracion en azlcares con respecto los vinos no fermentados. Para ello, mostos muy
azucarados (371 g/L de azUcares) se fermentaron parcialmente con dos cepas de levaduras
seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae (X4 y X5) hasta un 12 % (v/v) de etanol. Las
cinéticas de fermentacidén con ambas cepas fueron parecidas, pero los vinos obtenidos con
la cepa X4 mostraron menor acidez volatil, ademas de mayor concentracion en metanol,
1-propanol, 2 feniletanol, acetaldehido, 2,3 butanodiol y glicerol. Mediante el uso de nariz
electrénica y cromatografia de gases se ha podido distinguir entre los vinos dulces
parcialmente fermentados de los elaborados de forma tradicional.
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Some special sweet wines are obtained by partial fermentation of musts from off-vine dried grapes con-
taining large amounts of sugars. This process is very slow and subject to serious stop problems that can
be avoided by using osmo-ethanol-tolerant yeasts. Musts containing 371 g/l of sugars were partially fer-
mented with selected Saccharomyces cerevisiae strains, X4 and X5, to 12% (v/v) and the wines obtained
with X5 exhibited a higher volatile acidity but lower concentrations of higher alcohols, carbonyl com-
pounds and polyols than those obtained with X4. A principal component analysis (PCA) of the data pro-
vided by an electronic nose (E-nose) afforded discrimination between fermented and unfermented musts,
but not between wines obtained with X4 or X5. The PCA applied to the major volatile compounds and
polyols shows similar results, but a clear discrimination between wines is obtained by removing the poly-
ols glycerol and 2,3-butanediol from the PCA.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Musts from off-vine dried grapes contain large amounts of sug-
ars and are used to obtain special sweet wines in some semi-arid
viticultural areas around the world. Alcoholic fermentation in these
wines is very slow and subject to serious stop problems that can be
avoided by using yeasts tolerant of high sugar and ethanol concen-
trations. Off-vine dried grapes of the Pedro Ximenez variety provide
special sweet wines of a high quality. Musts from such grapes are
dark brown in colour, highly dense and viscous, and possess a typ-
ical aroma and sugar content in the region of 400 g/I. Such high su-
gar content alters yeast activity and can substantially delay or even
stop alcoholic fermentation through the adverse effects of a high
osmotic pressure and ethanol toxicity on the viability of yeasts,
which exhibit a decreased activity in glucose transfer under these
conditions (Salmon, Vincent, Mauricio, Bely, & Barre, 1993). Fer-
mentation in sugar-rich media is known to lead to wines with a
high volatile acidity (Caridi, Crucitti, & Ramondino, 1999) and im-
paired quality, as a result.

Saccharomyces cerevisiae strains exhibit an altered fermentation
activity under stressing conditions (Zuzuarregui & Del Olmo,
2004a). Some authors have proposed strain selection procedures
based on tolerance of such conditions (Zuzuarregui & Del Olmo,

* Corresponding author. Tel.: +34 957 218636; fax: +34 957 212146.
E-mail address: gelmovij@uco.es (J.J. Moreno).

0308-8146/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2011.01.130

2004b) and others have examined gene expression in response to
high concentrations of glucose (Erasmus, Van Der Merwe, & Van
Vuuren, 2003). In any case, the response of yeasts to such special
conditions is rather complex and influenced by a number of fac-
tors, so selecting the optimum strain for each purpose entails using
appropriate winemaking tests.

Identification sensors capable of detecting metabolic changes
during fermentation, or in end-products, such as wine, can be
highly useful for oenological research. Thus, an electronic nose
(E-Nose) is an effective compendium tool for studying volatile
compounds, with wide adoption by the food industry (Di Natale
et al., 1999; Schaller, Bosset, & Escher, 1998). Especially with wine,
E-noses have been used for vintage or variety discrimination
(Aleixandre et al., 2008; Buratti, Benedetti, Scampicchio, &
Pangerod, 2004; Di Natale, Davide, D’Amico, Nelli, & Sberveglieri,
1995; Garcia, Aleixandre, Gutiérrez, & Horrillo, 2006; Lozano
et al., 2006), vineyard recognition (Di Natale et al., 1996), quality
characteristic discrimination in combination with an electronic
tongue (Di Natale et al., 2004) or near infrared spectroscopy
(Cozzolino et al., 2006) and the detection of Brettanomyces
contamination (Cynkar, Cozzolino, Dambergs, Janik, & Gishen,
2007). Comparatively less attention has been paid to the use of
E-noses for discriminating sweet wines obtained by fermentation
with various types of yeasts or unfermented musts from dried
grapes of the same variety, fermentation processes for sweet wines
or the monitoring of metabolic changes in grape musts and wines.
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Fig. 1. Experiments designed to study partial fermentation with two S. cerevisiae
osmo-ethanol-tolerant strains.

Nevertheless, the last application has been used recently to study
the postharvest dehydration process of wine grapes (Bellincontro
et al, 2009; Santonico, Bellincontro, De Santis, Di Natale, &
Mencarelli, 2010).

This paper reports the results obtained by using an E-nose in
combination with gas chromatography, to identify changes in
fermentation processes effected by pure starter cultures of osmo-
ethanol-tolerant S. cerevisiae yeasts (strains X4 and X5) added to
musts from off-vine dried Pedro Ximenez grapes.

2. Material and methods
2.1. Must, prefermentative corrections and fermentation conditions

The must used, obtained from Pedro Ximenez partially dried
grapes, had a density of 1154.3 = 1.5 g/1, equivalent to a reducing
sugar content of 373 +4 g/l and a 22% (v/v) ethanol potential, in
addition to a titratable acidity of 3.31 £ 0.07 g/l (expressed as tar-
taric acid), a volatile acidity (as acetic acid) of 0.07 £ 0.01 and a
pH of 4.30 £ 0.02.

Prior to fermentation, the must was corrected by addition of
tartaric acid to a pH of 3.8, and supplied with potassium metab-
isulphite to a concentration in SO, of 50 mg/l. The available volume
of must was split into nine fractions (750 ml each) that were
placed in 1 1 cylinders, 3 of the 9 samples being subjected to no fer-
mentation by adding ethanol up to 10% v/v and used as controls.
The other six samples were split into two batches of three for
application of the two strain yeasts. All cylinders were plugged
with hydrophobic cotton and immersed in a thermostatted water
bath at 24 °C.

2.2. Yeasts and starter cultures

Fermentation tests were conducted with S. cerevisiae strains X4
(CECT13014) and X5 (CECT13015) previously isolated during spon-
taneous fermentation of musts from partially dried Pedro Ximenez
grapes. These strains were selected on the grounds of their
tolerance of high osmotic pressures and ethanol contents by
Garcia-Martinez, Maestre, Peinado, Moreno, and Mauricio (2007).
The starter cultures were prepared by growing each strain
separately in YPD medium at 28 °C for 2 h, which was followed
by centrifugation and washing with distilled water. The yeast

population inoculated to each must sample contained 6.33 x
106 cells/ml and each fermentation run was performed in tripli-
cate. Samples of the same must, fortified with wine alcohol to
10% (v/v) ethanol content, were used as controls. Fig. 1 depicts
the experimental procedure.

2.3. Analytical methods

2.3.1. Cell counts

Cell counts were obtained with Z2 Coulter equipment from
Beckman and the fermentation kinetics monitored via the density
measures.

2.3.2. Oenological analyses

Ethanol, titratable acidity, pH and volatile acidity were deter-
mined in accordance with the European Union Official Methods
(CEE, 1990).

2.3.3. Major volatile aroma compounds and polyols

Methanol and major higher alcohols (propan-1-ol, isobutanol,
isoamyl alcohols and 2-phenyl-ethanol), carbonyl compounds
(acetaldehyde and acetoin), various esters (ethyl acetate, ethyl lac-
tate and ethyl succinate) and the polyols glycerol and 2,3-butane-
diol were quantified with a Model 6890 gas chromatograph from
Agilent (Palo Alto, CA) using the method of Peinado, Moreno,
Mufioz, Medina, and Moreno (2004). A CP-WAX 57 CB capillary col-
umn (60 m long x 0.25 mm i.d., 0.4 pum film thickness) from Varian
(Palo Alto, CA) was used, and 0.5 pl aliquots from 10 ml samples
(previously supplied with 1 ml of 1g/l 4-methyl-2-pentanol as
internal standard) were injected into the split/splitless injector of
the GC instrument. Tartaric acid in the wine was removed by pre-
cipitation with 0.2 g of calcium carbonate and centrifugation at
4100g and 4 °C. Quantitation was based on the response factors
for standard solutions of each compound. A split ratio of 30:1, an
FID type detector, and a temperature programme involving an ini-
tial temperature of 50 °C (15 min), a 4 °C/min ramp and a final
temperature of 190 °C (35 min) were used. The injector and detec-
tor temperatures were 270 and 300 °C, respectively. The flow rate
of carrier gas (helium) was initially set at 0.7 ml/min (16 min) and
followed by a 0.2 ml/min ramp to the final value (1.1 ml/min),
which was held for 52 min.

2.3.4. Electronic nose

The E-nose used was designed, developed and assembled at the
University of Rome Tor Vergata. The nose uses an array of eight
quartz microbalances (QMBs), each QMB being an electromechan-
ical resonator, the resonant frequency of which changes in propor-
tion to the material adsorbed onto its sensor surface. The sensors
were AT-cut quartz plates oscillating at a resonance frequency of
20 MHz in the thickness shear mode. Quartz drives electronic oscil-
lators whose frequency is barely similar to the mechanical reso-
nance frequency. QMBs were functionalised by deposition of
solid state layers of metalloporphyrins. Metalloporphyrins have
been widely investigated as fundamental blocks for artificial
olfactory receptors (Di Natale, Paolesse, & D’Amico, 2007). All
metalloporphyrins were metal complexes of 5,10,15,20-tetrakis-
(4-butyloxyphenyl)porphyrin; the metals, which differed between
sensors, included cobalt, zinc, iron, tin, copper, manganese, ruthe-
nium and chromium. Sensing layers were deposited onto both
faces of each QMB by spray-casting of the metalloporphyrins dis-
solved in a suitable solvent (10~> M in CHCls). In order to control
the amount of metalloporphyrin film deposited, the resonance fre-
quency of each QMB was measured on-line with a high-stability
frequency counter during deposition. A frequency variation of
ca. 60 kHz was obtained for all deposited layers. The array was con-
trolled by software run on a computer that was used to acquire and
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Fig. 2. Density (g/l) during the testing of control (unfermented) must and
fermentation with two selected osmo-ethanol-tolerant S. cerevisiae yeast strains
X4 and X5.

process the sensor signals. The sampling protocol for must and
wines measurement involved the following steps: a volume of
5 ml of sample was collected in a flask to which 5 ml of saturated
CaCl, solution was added; the flasks were then placed in a thermo-
statted bath at 20 + 2 °C, under continuous stirring provided by a
small magnetic bar for 30 min; then, the equilibrated headspace
was extracted using a stream of air filtered through a trap filled
with granular anhydrous calcium chloride and delivered into the
E-nose sensor cell. Finally, a pure nitrogen stream was used to
clean the sensors for establishment of the reference signal. Sensor
signals were calculated as the resonant frequency shifts between
the two steady conditions corresponding to sensors exposed to
pure nitrogen and to the sample diluted in filtered air. The body
of sensor signals formed a pattern (fingerprint) encoding the global
composition of the headspace. Three different samples collected
from the three cylinders prepared for each treatment (one control
and two yeast strain applications) were analysed in triplicate. The
mean values of the obtained results were successively used for
principal component analysis (PCA) calculations.

2.3.5. Statistical analysis

Each sample was measured in triplicate and the resulting mean
used for analysis. The data provided by both the E-nose and GC
analysis were subjected to PCA, using The Unscrambler® v. 9.2 soft-

Table 1

1393

ware (CAMO ASA, Oslo, Norway). In data matrices employed for
multivariate statistical applications, the variable sets were
represented by the eight averaged measurements of different sen-
sors for each sample, and by the 13 averaged quantifications of vol-
atile compounds for each sample, respectively, for E-nose and GC
analyses. Data coming from E-nose detection were linearly norma-
lised before PCA application. Results were validated by full internal
cross validation.

3. Results and discussion

Figs. 1 and 2 show the procedure followed for the partial fer-
mentation of the musts and their fermentation kinetics. As can
be seen, the musts supplied with strain X5 exhibited an increased
fermentation rate; thus, their density amounted to 1078 g/l (versus
1083 g/l with X4) after 140 h.

Fermentation was stopped by adding wine alcohol to 15% (v/v)
when the density of each must fell to about 1075 g/l. This took
140 h with strain X5 and 165 h with X4. The amounts of ethanol
produced, until then, by both yeasts were identical: 12% (v/v).

The addition of ethanol reduced the density to 1055 g/l. At that
point, the content in sugars of the musts was 170 g/l. Following
addition of the alcohol, the density exhibited a small decrease
due to settling of suspended particles in the bottom of the musts.

The control tests involved the addition of ethanol to the initial
unfermented must to a content of 10% (v/v), as is the traditional
method used for the elaboration of these special wines, avoiding
their alcoholic fermentation. This reduced the density, initially to
1135 g/l and then to 1127 g/l by effect of settling of solid particles
during the test.

All completed tests were finished 211 h after the starter cul-
tures — or ethanol in the control test — were added. Then, the sam-
ples were subjected to non-destructive analysis with E-nose and
destructive analysis with chemical methods. Table 1 shows the re-
sults obtained with the chemical and gas chromatographic analy-
sis, as well as those of a multiple comparison procedure to
identify any means significantly different from the others by using
Bonferroni’s method.

The average contents of titratable and volatile acidity allowed
the three homogeneous groups, in accordance with the three types
of musts, to be accurately discriminated at the 95% confidence le-
vel (CL). By contrast, the ethanol content and density only distin-
guished between fermented and unfermented musts, and pH
values were essentially identical for all must types. The volatile

Chemical analysis of wines obtained by fermentation with osmo-ethanol-tolerant yeast strains X4 and X5, and a control consisting of unfermented must.

Fraction or compound Control S. cerevisiae X4 S. cerevisiae X5
Mean SD HG Mean SD HG Mean SD HG

Titratable acidity (g/1) 4 0.2 a 7.1 0.2 c 6.13 0.02 b
Volatile acidity (g/I) 0.32 0.06 a 1.2 0.0 b 1.8 0.3 C
pH 3.83 0.01 a 3.8 0.09 a 3.86 0.04 a
Density (g/1) 1127 7 b 1055 4 a 1050 10 a
Ethanol% v/v 9.9 0.2 a 14.7 0.5 b 15.2 0.2 b
Methanol (mg/l) 124 9 a, b 163 25 b 113 10 a
1-Propanol (mg/l) ND 0 a 57 3 c 17 2 b
Isobutanol (mg/l) ND 0 a 29 1 b 27 2 b
Isoamyl alcohol (mg/l) 4 0.5 a 146 2 b 146 4 b
2-Phenylethanol (mg/l) 13 2 a 28 1 c 20 1 b
Acetaldehyde (mg/l) 10 0.3 a 76 2 c 56 3 b
Acetoin (mg/l) 121 4 b 82 12 a 70 2 a
Ethyl acetate (mg/l) 19 2 a 29.4 0.5 b 30 2 b
2,3-Butanediol m +1 (g/1) 0.14 0.01 a 24 0.2 c 1.9 0.1 b
Glycerol (g/1) 2.24 0.06 a 12 1 c 9 1 b

ND = not detected. H.G.: homogeneous groups among three wine types for each compound. Different letters denote significant differences at the 95% level in Bonferroni’s test.
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compounds studied are known to be produced during alcoholic fer-
mentation and related to the particular yeast species or race used
(Moreno, Millan, Ortega, & Medina, 1991; Ribéreau-Gayon,
Dubourdieu, Donéche, & Lonvaud, 2000). In fact, 7 of the 11 vola-
tiles exhibited significant differences in content (95% CL) between
the unfermented must and the two fermented musts. The metha-
nol contents in the control musts can be grouped (95% CL) in each
homogeneous group formed by every fermented must. Three com-
pounds (1,1-diethoxyethane, ethyl lactate and diethyl succinate)
exhibited no significant differences in this context and they
showed no detectable contents in any samples, so they are not
shown in the Table 1. The musts fermented with the two yeast
strains exhibited significantly different contents of four volatiles
(namely methanol, propanol, 2-phenylethanol and acetaldehyde),
but statistically identical contents of isobutanol, isoamyl alcohols
and acetoin. Especially prominent among carbonyl compounds
were acetoin in the control must, in accordance with the results
obtained by Franco, Peinado, Medina, and Moreno (2004), studying
the grape drying process of Pedro Ximenez grapes and those ob-
tained by Bellincontro et al. (2009) and Chkaiban et al. (2007). In
contrast, the fermented musts exhibited increased contents of
acetaldehyde and typical levels for acetoin; both compounds were
produced to a slightly greater extent by the X4 yeast strain. Finally,
the mean contents of the polyols, 2,3-butanediol and glycerol, dif-
fered significantly between musts and formed three homogeneous
sample groups at CL = 95%. As is known, the osmo-tolerant yeasts,
are able to synthesise and to retain high quantities of polyols, par-
ticularly glycerol (Nevoigt & Stahl, 1997) and some yeasts even
possess pumps for the active reception of glycerol of the media
(Myers, Lawlor, & Attfield, 1997).

In summary, the results of the chemical analysis show that
strain X4 produces wine with a decreased volatile acidity and in-
creased contents of propanol, 2-phenylethanol, 2,3-butanediol
and glycerol relative to strain X5; also, the former strain exhibits
slower fermentation kinetics.

The data values obtained by the sensors of the E-nose, for both
fermented musts yeast strains, and also those for the control must
(unfermented) were all very similar. The multiple sample compar-
ison procedure reveals no significant differences, for each sensor,
between different samples, and a greater difference between sen-
sor values within each sample type.

The wines obtained were subjected to blind tasting by experts
from the collaborating winemaker; the tasters successfully dis-
criminated the three types of wine and gave the highest score to
that obtained by partial fermentation with strain X5.

Both the results obtained with the E-nose and those provided by
gas-chromatographic analysis suggest the need to use advanced sta-
tistical procedures to distinguish the three types of wine, with a view
to approaching the discriminating sensory ability of the tasters.

We chose to use PCA of linearly normalised data for this pur-
pose. Normalising the data ensured efficient suppression of
quantitative effects on the multivariate data. The efficiency of
this procedure is a result of the linear dependence of the sensor
signal on the amount of molecules in air penetrating through the
E-nose. In order to illustrate the procedure, let us consider that
sensors are exposed to a single gas whose concentration is ¢
and that each sensor responds with a frequency shift - Af;,
where i is related to the array sensor; if the linearity assumption
holds, then each sensor will possess a characteristic sensitivity K;
to the gas in question. In this way, the signal of the i-th sensor

can be defined as
Af, =K;-c

Linear normalisation here involves calculating a reduced vari-
able by dividing each sensor signal into the sum of the signals
for all sensors in the array:
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Fig. 3. Plot of sample scores in the principal components obtained with the
electronic nose data C1; C2; C3: control sweet wines (unfermented). X41; X42; X43:
sweet wines obtained by must fermented with S. cerevisiae strain X4. X51; X52;
X53: sweet wines obtained by must fermented with S. cerevisiae strain X5.
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Fig. 4. Biplot of sample scores and variable loads obtained by principal components
analysis of all the compounds quantified by GC-analysis. C1; C2; C3: control sweet
wines (unfermented). X41; X42; X43: sweet wines obtained by must fermented
with S. cerevisiae strain X4. X51; X52; X53: sweet wines obtained by must
fermented with S. cerevisiae strain X5.

_ Af, _ K, -C _ K,
YA TS AR ¢ LA
] ] J

A

where the summation is extended to the - j - sensors. As a result of
the normalisation, the variable Afy is no longer dependent on the
concentration. The efficiency of this procedure has been demon-
strated with an experiment involving the identification of gases
and vapours at different concentrations (Di Natale et al., 1999).
Since linear normalisation reduces the influence of the concentra-
tions of volatiles in the sample, it also reduces correlation between
sensor responses. As a consequence, applying PCA to the normalised
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Fig. 5. Biplot of sample scores and variable loads obtained by principal components
analysis of all the compounds quantified by GC-analysis excluding 2,3-butanediol
(+12) and glycerol (+13). C1; C2; C3: control sweet wines (unfermented). X41; X42;
X43: sweet wines obtained by must fermented with S. cerevisiae strain X4. X51;
X52; X53: sweet wines obtained by must fermented with S. cerevisiae strain X5.

data results in the number of significant principal components
exceeding that for a PCA of the original responses.

As can be seen in Fig. 3 for the PCA of sensor data, principal
component 1 (PC1) explained 95.91% of the overall variance and
the sensor numbered 5 had the strongest effect on it. In addition,
PC2 accounted for only 2.81% of the variance and sensor 3 was
its greatest contributor.

Fig. 4 shows results of the PCA for the gas chromatographic
analysis, using, as variables: acetaldehyde (1); ethyl acetate (2);
methanol (4); 1-propanol (5); isobutanol (6); isoamyl alcohol (7);
acetoin (8); 2-phenylethanol (11); 2,3-butanediol (meso + levo
forms) (12); glycerol (13). This figure shows that PC1 explains
99.63% of the overall variance and the variables numbered 12
and 13 were its most significant contributors. On the other hand,
PC2 accounted for only 0.37% of the variance.

The score plots of the samples in relation to the PCA results for
the E-nose and gas chromatographic analysis are shown in Figs. 3
and 4. Based on Fig. 3, it seems difficult to properly discriminate
between wines obtained by partial fermentation of must in the
presence of yeast strains X4 and X5, even though distinction of
the control (unfermented) wine from the two fermented wines is
indeed possible with the E-nose. This is also the case with the
gas chromatographic method, with which only the 2,3-butanediol
and glycerol, among volatiles, contribute significantly to the vari-
ance, whereas other volatiles are completely overlapped.

Taking into account the similarity in the groups (established by
PCA of the GC and E-nose data for the must types), we can draw
some conclusions. Regarding the results obtained from the PCA
of GC-quantified compounds, elimination of glycerol and 2,3-
butanediol, the compounds with the highest values of explained
variance in PC1, provides a clear discrimination between the two
strains and between these and the control (Fig. 5). The same result
is obtained by excluding each compound (glycerol or 2,3-butane-
diol) one at a time. Close to strain X5 we found volatile compound
number 7 (isoamyl alcohol) while, in the same quadrant of strain
X4, volatiles 4, 5 and 8 are localised (methanol, 1-propanol, and
acetoin); 2,3-butanediol and glycerol, as polyols, are strong osmo-
tic compounds and their presence in an osmotic strain is natural;
their effects in terms of compounds quantified by GC was already
evident. Indeed, PCA completely separated the two compounds in

Fig. 4, where no elimination was done. They were localised far from
each other and also even from the other volatile compounds. When
the elimination of the two polyols was performed, the higher con-
centrations of the compounds methanol, 1-propanol, and acetoin
in wine produced from the X4 strain determined their presence
in the same quadrant of this yeast strain, while isoamyl alcohol
concentrations are similar in the two strains but, in the PCA, move
with X5 strain. This result is important because it emphasises the
difference between analyses performed by GC and by the E-nose.
The latter is based on pattern recognition, and is unable to discrim-
inate single compounds, regardless of the concentration.

4. Conclusions

Partial fermentation of musts from off-vine dried grapes with S.
cerevisiae strains X4 and X5, selected by their tolerance of high
sugar and ethanol contents, revealed that X4 had slower fermenta-
tion kinetics, and produced less volatile acidity, but more 2-
phenylethanol, 2,3-butanediol and glycerol, than X5. However,
the sweet wines obtained with X5 were better scored in a blind
sensory test. The results of a PCA of the data obtained with an
E-nose and those of major volatile compounds and polyols quanti-
fied by gas chromatography reveal that distinguishing of fer-
mented and unfermented musts is possible. A discrimination
between wines produced by the two yeast strains is obtained by
excluding 2,3-butanediol and glycerol from the PCA of the
compounds quantified by GC.
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4. Resultados
Publicaciones cientificas y Resultados pendientes gublicacion

.3.2. Volatile composition of partially fermentedwines elaborated from sun drie
Pedro Ximénez grapes

En este trabajo se ha estudiado y comparado lopusstos volatiles de los vinos
obtenidos por fermentacion parcial con cepas dedignasSaccharomyces cerevisiae X4
y X5 coinmovilizadas con el hongo filamentoBenicillium chrysogenum, los vinos
obtenidos con las mismas cepas osmotolerantesngeiovilizar y los vinos dulces
obtenidos de forma tradicional sin fermentacionrdesto.

El andlisis de los compuestos volatiles agrupadgdrslas series aromaticas reveld
gue los mostos fermentados parcialmente mostrananmayor complejidad aromatica
gue aquellos obtenidos de forma tradicional, desi@de las series fruta madura, lactea y
guimica. Los volatiles con mayor impacto en el apan términos de actividad odorante,
fueron etil hexanoato, etil octanoato, butirolaetoalcoholes isoamilicos, acetaldehido,
etil acetato, 2,3-butanodiol, acetoina y 2,3-butéma.

Se aplic6 un andlisis de conglomerados segun eldonéle Ward para evaluar la
semejanza entre los vinos dulces elaborados deaftnadicional y los vinos obtenidos
por fermentacion parcial con células de levaduma le inmovilizada, revelé por un lado,
pequeiias diferencias entre los vinos obtenidosgasodos formas de inocular la levadura,
y por otro, marc6 grandes diferencias entre la éoda elaboracion de los vinos dulces,
distinguiendo entre los vinos parcialmente fermdoda de los elaborados
tradicionalmente. Segun el andlisis sensorial, Vim®s mejor valorados fueron con
levadura coinmovilizada, especialmente aquelldsceidos con la cepa X4.
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ABSTRACT

In this work, we used a cell immobilization system consisting of Penicillium
chrysogenum fungi (GRAS) bound to the osmotolerant yeast strains Saccharomyces
cerevisiae X4 and X5 for the partial fermentation of raisin musts. The resulting wines
were compared with others obtained by partial fermentation of musts with free yeasts
and with a traditionally produced sweet wine (i.e. without fermentation of the must).
The analysis of volatile compounds grouped by aroma series showed the partially
fermented musts to have a more complex aroma than the traditional wine. Specially
prominent among aroma series was that of ripe fruit, followed by the milky and
chemical series. The volatiles with the greatest impact on wine aroma as assessed in
terms of odour activity were ethyl hexanoate, ethyl octanoate, butyrolactone, isoamyl
alcohols, acetaldehyde, ethyl acetate, 2,3-butanediol, acetoin and 2,3-butanedione. A
cluster analysis according to the Ward method was performed to assess similarity
between the traditional sweet wine and those obtained by partial fermentation with free
and immobilized yeasts revealed small differences between the wines obtained with free
and immobilized yeasts, and marked differences between partially fermented and
traditionally obtained sweet wine. The wines provided by immobilized yeasts were the

most appreciated in the sensory analysis (especially those obtained with X4 yeasts).



40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

1. INTRODUCION

The use of immobilized cells for vinification purposes is growing at a steady pace as a
result of its technical and economic advantages over that of free yeasts. Cell
immobilization procedures successfully confine cells in space to facilitate preservation
of their biocatalytic activity and reuse (Karel, Libicki & Robertson 1985). Immobilized
cells have a number of advantages over free cells in traditional fermentation processes,
namely: (a) they are easier to incorporate and remove when required; (b) they can be
used at high concentrations, which increases productivity and throughput, and decreases
contamination risks; and (c) they reduce costs and enable continuous processing
(Margaritis & Merchant, 1984; Webb, Black & Atkinson 1986; Kourkotas, Bekatorou,
Banat, Marchant & Koutinas 2004; Plessas, Bekatorou, Koutinas, Soupioni, Banat &
Marchant 2007). Cells can be immobilized naturally or artificially. Artificial cell
immobilization can be accomplished by (a) binding to a support, (b) cross-linking via
bifunctional compounds and (c) entrapment in a semi-permeable membrane of a
suitable polymer (Webb et al. 1986; Tanaka & Kawamoto 1999). Under specific
conditions, some microorganisms can be spontaneously immobilized in a natural
manner by molecular aggregation into small pellets, flocs, microspheres, filamentous
fungal mycelia, biofilms on solid substrates or films on liquid surfaces (e.g. those of
acetic bacteria or flor yeasts on wine) (Peinado & Mauricio 2009).

Calcium alginate gels are currently the most widely used supports for immobilizing
winemaking yeasts. In fact, they are commonly used to obtain sparkling wines with the
traditional, champenoise method, and also to reduce the content in malic acid of highly
acid musts. These gels can increase the calcium content of wine and cause calcium
tartrate to precipitate, thereby altering wine pH and increasing production costs as a

result of the need for tartaric stabilization.
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A number of natural and synthetic compounds including cellulose, semi-permeable
membranes of synthetic polymers, liposomes, fruit pieces and grape skin have been
explored as immobilization substrates for winemaking purposes (Kourkotas et al 2004;
Kandylis, Manousi, Bekatorou & Koutinas 2010). However, some can alter the flavour
and aroma of the resulting wine.

The production of sweet wines involves grape dehydration to increase the sugar
concentration. There are several procedures around the world (Lopez de Lerma &
Peinado 2011): (i) Sauternes and Tokay wines are produced from grapes by the Botrytis
cinerea; (ii) German and Austrian eiswein or Canadian icewine are produced from
partially frozen grapes; (iii) paille French wines, vin santo, passitos or Marsala wines
are obtained from grapes dried in sun-shaded places; (iv) some Mediterranean countries
as Greece, Cyprus, Italy and Turkey, as well as in the Montilla—Moriles winemaking
region (Spain) produced sweet wines from grapes dried by sun-light exposure.

The Montilla—Moriles region is the greatest Spanish producer of sweet wine from dried
grapes (Franco, Peinado, Medina & Moreno 2004). Fermenting must from dried grapes
present many challenges for wine yeast. The high sugar concentration of the must place
yeast under osmotic stress, which can modify its metabolism (Caridi, Crucitti &
Ramondino 1999), could cause fermentation difficulties and spoilage by undesirable
microorganism. On the other hand, once the fermentation begin is quite difficult to stop
it once the yeast has produced the appropriate ethanol concentration (usually 8%). The
method used included (i) must centrifugation (ii) to add wine alcohol (iii) temperatures
below 4°C. So, to avoid the fermentation the must is initially fortified at least with
ethanol to a final concentration of 8% (v/v). The wine this way obtained is known as
“base wine”. After some stabilisation treatments the base wine can be fortified again

with ethanol to a final concentration of 15% (v/v) given rise to the “Pedro Ximénez”
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vintage wine which are highly fragrant, with honey, raisins and dry figs nuances. Base
wine can be also be subjected to an oxidative aging. The aroma of such wine is
dominated by coffee and chocolate notes (LOpez de Lerma, Peinado, Moreno &
Peinado. 2010). However, the fortified wines lack the typical aroma notes of the
fermentation and frequently exhibit an imbalance between acidity and sweetness (Lopez
de Lerma & Peinado, 2011; Lopez de Lerma, Bellicontro, Mencarelli, Moreno &
Peinado. 2012).

One potential solution to the above-described problems can be to ferment must with
osmotolerant yeasts in order to prevent fermentation stuck and sluggish fermentation
delays, or contaminations. In addition, the use of immobilized yeast cells facilitate the
retreat of yeasts. According to Peinado, Moreno, Villalba, Gonzélez-Reyes, Ortega &
Mauricio (2006) a special procedure to immobilize two osmotolerant yeast strains (X4
and X5) has been recently carried out (Garcia-Martinez, Peinado, Moreno, Garcia-
Garcia & Mauricio 2011; Garcia-Martinez, Puig, Peinado, Moreno & Mauricio 2012)
with show some advantages in relation to the use of free yeast (i) the ability to withdraw
the yeast cells when desired, (ii) reuse them in other fermentation runs —where the
process will start earlier and last shorter thanks to the activated state of the yeasts—, as
well as (iii) a reduced risk of contamination and decreased costs.

In this work, we used Saccharomyces cerevisiae strains X4 and X5 selected on the
grounds of their resistance to high sugar concentrations to partially ferment must from
Pedro Ximénez dried grapes. The yeasts were inoculated in free and immobilized form
and the production of volatile aroma compounds and sensory properties of the resulting
wines are examined here.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganisms, media and immobilization procedure
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Saccharomyces cerevisiae strains X4 (CECT13014) and X5 (CECT13015) were
isolated as described (Garcia-Martinez et al. 2012) from spontaneously fermented Pedro
Ximénez sweet musts on the grounds of their resistance to high sugar concentrations
and ability to produce large amounts of ethanol. The filamentous fungus Penicillium
chrysogenum H3 was isolated from the environment; this fungus was selected by staff
members of the Department of Microbiology of the University of Cérdoba on the
grounds of its providing a highly suitable support for yeasts to be used in fermentation
processes; yeast biocapsules were obtained according to Peinado et al (2006). Free yeast
cells were used under the same conditions as immobilized cells except for the absence
of the filamentous fungus.

The count of free viable microorganisms per milliliter of must or fermentation broth
was determined by spreading 100 uL volumes of the adequate diluted suspension onto
YPD agar plates and counting clones after 48 h at 28 °C.

2.2. Must and fermentation conditions

The must used was obtained from Pedro Ximénez grapes harvested in the year 2010 and
sun-dried in the Montilla—Moriles region (Cérdoba, Spain). It contained 470 + 10 g/L of
reducing sugars and had an initial pH of 4.2 £ 0.1 that was adjusted to 3.9 by addition of
tartaric acid. The must was divided into ten 400 mL aliquots that were placed in 500 mL
flasks. Two of the flasks were treated as the traditional way (control wine), no inoculum
was supplied and wine alcohol was added to a 15% (v/v) concentration; two were
inoculated with a 4 x 10° cell/mL concentration of yeast strain X4 in free form (sample
X4F); two with an identical concentration of the strain X5, also in free form (sample
X5F); Lastly two flask were inoculated with the strain X4 in immobilized form (X41I)
and two with the X5 (X5I). All flasks were plugged with hydrophobic cotton, and were

partially immersed in a thermostated water bath at 23 + 1 °C. Fermentations were
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stopped when the ethanol content reached approximately 8% (v/v) by adding wine
alcohol to a final ethanol content of 15% (v/v) and refrigerating at 2 °C. Fermentations
were monitored by measuring the amount of CO; released via the weight loss of the
medium.

2.3. General enological determinations

pH and titratable acidity were measured according to the official methods (CEE, 1990).
Reducing sugars (glucose and fructose), acetic acid (volatile acidity) and succinic acid
were determined by using specific enzymatic kits from Boehringer Mannheim Roche,
S.A. (Barcelona, Spain). Finally, ethanol was quantified by oxidation with dichromate.
2.4. ldentification and quantitation of major aroma compounds and polyols

Major volatiles were identified on an HP 6890 Series Il gas chromatograph equipped
with a CP-WAX 57 CB fused silica capillary column (60 m long x 0.25 mm I.D., 0.4
um film thickness) and a flame ionization detector (FID). The chromatographic
conditions used were described in detail by Peinado, Moreno, Mufioz, Medina &
Moreno (2004). For quantitation, a 10 mL wine aliquot was supplied with 1 mL of
internal standard (1 g/L 4-methyl-2-pentanol in a 14% alcoholic solution) and about 0.2
g of calcium carbonate to neutralize tartaric acid present in the wine. The suspension
was centrifuged at 300 g for 5 min and a 1 pL aliquot of the resulting supernatant
injected in the gas chromatograph.

Major volatiles aroma compounds were identified and quantified by comparison with
standards containing known concentrations of the target compounds and processed in an
identical manner as the samples.

2.5. Identification and quantitation of minor aroma compounds

Volatile compounds were determined according to Rapp, Hastrich & Engel (1976) in a

capillary column, using GC-MS after the continuous extraction of 100 mL of wine with
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100 mL of freon-11 for 24 h. Samples were previously adjusted to pH 3.5 and supplied
with 5 mL of 2-octanol as an internal standard at a concentration of 30 mg/L. The Freon
extracts containing volatile compounds were concentrated to 0.2 mL in a Kuderna-
Danish microconcentrator and 5 pL aliquots injected into a HP-6890 gas chromatograph
from Agilent Technologies equipped with a HP MS 5972A mass detector. A
CPWAX57CB capillary column (60 m long x 0.25 mm i.d., 0.4 um film thickness) was
used for this purpose. The temperature program was as follows: initial temperature 40
°C, hold 10 min, ramp to 180 °C at 1 °C min™, hold 50 min. Helium was used as carrier
gas and injections done in the splitless mode. The flow-rate program was as follows:
initial setting 0.9 mL min™*, hold 154 min, ramp to 1.2 mL min™ at 1 mL min, hold 46
min. The mass detector was used at 1850 V in the scan mode and the studied mass
range spanned values from 39 to 300 amu. Retention times, spectral libraries supplied
by Wiley (version 7N) and pure chemical compounds obtained from Merck, Sigma-
Aldrich, Riedel de Haén, and Fluka were used for identification, confirmation, and
preparation of standard solutions of the volatile compounds quantified. Each compound
was quantified from its response factor, which was obtained by using standard solutions
of known concentration previously subjected to the same treatment as the samples in
conjunction with the target and qualifier ions selected for each compound by the
Hewlett-Packard Chemstation (Palo Alto, CA).

2.6. Statistical processing

Significant differences in winemaking variables and in the volatile aroma compounds
among wines were identified by one-way analysis of variance (ANOVA). Whether the
production of the volatile compounds depended on the particular yeast type used (factor
1), its form (free or immobilized, factor 2) or both, was determined by multifactor

analysis of variance (MANOVA). Finally, wines were classified by means of a Ward
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cluster analysis and principal component analysis. All statistical analyses were done
with the software Statgraphics Centurion XV.II from StatPoint Technologies, Inc.
(Warrengton, Virginia).

2.7. Sensory analysis

The effect of fermentation on the sensory properties of the wines was examined by
subjecting samples to a sensory analysis for aroma and flavour, which were scored on a
three-step ordinal scale: undesirable, acceptable and desirable. Each sample was
labelled with a key consisting of three randomly chosen letters providing no clue to the
tasters. The keys differed between tests and the results were processed in terms of
absolute frequencies.

Samples were prepared for analysis according to UNE 87-020-93 (AENOR 1997). All
were stored refrigerated and allowed to warm to 20 °C in the tasting room one hour
before testing. The glass wines used met the design criteria of UNE 87-022-92
(AENOR 1997). The influence of visual sensations was avoided by using black glasses.
The panel consisted of 15 tasters of both sexes and between 20 and 55 years old who
were previously instructed about the test goal and the procedure to be followed.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Winemaking variables

Sweet wines obtained from sun-dried grapes possess a high sugar concentration, a pH
above 4 and a low titratable acidity (Franco et al. 2004; Peinado, Lopez de Lerma,
Moreno & Peinado 2009). These values are similar to those for the starting must, but the
pH was lowered to 3.9 (Table 1). Fermentation increased titratable acidity and the
content in acetic acid (Table 1). The latter effect was the result of osmotic stress in the
yeasts in response to the high sugar concentrations present in the medium (Caridi et al.

1999).
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3.2. Aroma compounds

3.2.1. Chemical families

Table 2 shows the contents in minor and major volatiles as grouped into chemical
families. The control wine had a much lower content in volatiles than the other wines
and an overall lactone content accounting for 70% of all volatiles. By contrast, the
proportion of lactones in the partially fermented wines was only 40% and essentially
similar in all. As regards carbonyl compounds, aldehyde contents increased
significantly in the wines fermented with X4 yeasts and so did the ketone contents in
all. Alcohol contents also increased significantly in all wines; however, they were
higher with X5 yeasts than with X4 yeasts. Carboxylic acids increased significantly in
relation to the control wine by effect of partial fermentation. The wines obtained with
immobilized X5 yeasts exhibiting the highest contents. Esters evolved similarly to
carboxylic acids but were found at higher concentrations in the wines obtained with free
X4 yeasts.

Differences in major volatiles by chemical family were very similar to those in minor
volatiles and especially marked in polyols, which play a central role in glyceropyruvic
fermentation (Moreno & Peinado 2010).

3.2.2. Volatile compounds

Table 3 shows the contents in major (mg/L) and minor (ug/L) volatiles. Among major
volatiles, propanol, isobutanol and isoamyl alcohols, which increase the complexity of
wine aroma, are produced by yeasts from sugars or aminoacids (Ehrlich reaction) during
alcoholic fermentation. On the other hand, 2-phenylethanol is formed via shikimic acid
(Sefton, Francis & Williams 1993). The overall concentration of the previous alcohols
ranged from 20 to 300 mg/L. The wines obtained with immobilized yeasts exhibited

lower contents in isoamyl alcohols and isobutanol. Also, 2-phenylethanol was more
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concentrated in the wines obtained with free yeasts. Methanol is formed by hydrolysis
of pectins in grape skin walls (Moreno & Peinado, 2010); its content was significantly
higher in the partially fermented musts, possibly as a result of the yeasts possessing
some pectinase activity.

Acetoin is a by-product of glyceropyruvic fermentation (Moreno & Peinado, 2010). The
acetoin contents of the wines obtained by partial fermentation were slightly higher than
those of dry wines from the same grape variety, which typically range from 16 to 80
mg/L (Mufioz, Peinado, Medina Moreno 2005). Worth special note was the increased
production of acetoin by free X5 yeasts. Glycerin formation (Table 1) is associated to
glyceropyruvic fermentation. However, the traditionally produced, control wine
exhibited a high content in this compound. Some authors (Chkaiban, Botondi,
Bellincontro, De Santis, Kefalas & Mencarelli 2007; Lépez de Lerma et al. 2012a) have
shown that water stress during sun-drying alters grape metabolism. This increases the
contents in glycerin and glyceropyruvic fermentation products in the must. The wines
obtained by partial fermentation of raisins have even higher contents in glycerin by
effect of the high concentration of sugars in the medium placing yeasts under osmotic
stress (Malacrino, Tosi, Caramia, Prisco & Zapparoli 2005). Finally, the fermented
musts exhibited increased ethyl acetate concentrations relative to the control wine. The
content in this ester is associated to that of acetic acid, which was high as a result of
osmotic stress in the yeasts (Caridi et al. 1999). Although an increased content in ethyl
acetate can detract from sensory quality in dry wines, it was recently found to have no
such effect on sweet wines (Lopez de Lerma et al. 2011).

Among the minor volatiles, benzyl alcohol was the sole volatile determine exhibited no
significant differences between wines. Except for 2-butanol, E-2-hexen-1-ol and ethyl

furoate, all minor volatiles were present in greater amounts in the partially fermented
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musts than in the control wine. Hexenal increased significantly in the wines fermented
with X4, but decreased in those fermented with X5. On the other hand, E-3-hexen-1-ol
increased significantly in all wines except that partially fermented with X4 yeasts,
whereas Z-3-hexen-1-ol decreased in all wines except that obtained with free X4 yeasts.
3-Ethoxy-1-propanol, 1-hexanol, pentanol, furfural, propanoic acid, ethyl octanoate,
diethyl malate, 4-valerolactone and 4-butyrolactone exhibited no significant differences
between yeast strains or their form. Only furfuryl alcohol and ethyl benzoate differed
only with yeast strain. All other minor volatiles departed from the above-described
trends.

3.3. Aroma series

The aroma fraction of wine is highly complex in both qualitative and quantitative terms.
It is therefore advisable to establish a sensory profile for each wine including the
volatiles it contains and their impact on its aroma. This entails assessing the individual
contribution of each compound and subsequently including it in an aroma series
encompassing substances with a common odour descriptor.

One way of assessing the contribution of a compound to wine aroma is calculating its
odour activity value (OAV) by dividing its analytical concentration into its perception
threshold. Those compounds with a high OAV can be assumed to contribute markedly
to wine aroma. OAVs can be used to establish the sensory profile of a wine by grouping
volatiles into aroma series in terms of their odour descriptors. The OAV for each series
is obtained by combining those for its individual components. A given compound may
belong to one or more aroma series depending on whether it possesses a single or
several descriptors. This considerably simplifies the number of variables to be
processed and facilitates assessing the impact of specific practices on wine aroma since

it allows the profiles for different wines to be obtained in an identical manner. This
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procedure was previously used by a number of authors (Peinado, Moreno, Bueno,
Medina & Moreno 2004; Garcia-Carpintero, Sanchez-Palomo, Gomez & Gonzalez-
Vifias 2012; Lopez de Lerma et al. 2012; Lopez de Lerma, Garcia-Martinez, Moreno,
Mauricio & Peinado 2012).

As can be seen from figure 1, all series exhibited an increase in OAV by effect of
fermentation, which resulted in an increased complexity of the aroma of the fermented
wines. This was especially so with the chemical, ripe fruit and milky series —and with
X5 yeasts in the latter two. The highest values in the chemical series were those for the
musts fermented with X5 yeasts and immobilized X4 yeasts.

Isoamyl alcohols, acetaldehyde and ethyl acetate were the compounds most markedly
contributing to the chemical series. The formation of isoamyl alcohols is associated to
nitrogen metabolism in yeasts during fermentation. Acetaldehyde and ethyl acetate are
usually assigned to glyceropyruvic fermentation. The ripe fruit series comprised 2,3-
butanediol (levo and meso), ethyl hexanoate and ethyl octanoate in addition to isoamyl
alcohols and acetaldehyde. Esters formed in proportion to their parent carboxyl acids
(hexanoic and octanoic). 2,3-Butanediol comes from glyceropyruvic fermentation
(Moreno & Peinado, 2010). Finally, the OAV for the milky series was influenced by all
compounds in it, which are also formed during glyceropyruvic fermentation (Moreno &
Peinado, 2010). Next in significance were the toasted and floral series. The former
exhibited no significant differences between the partially fermented musts. This series
was largely influenced by 4-butyrolactone, which is typically formed during
fermentation processes. The floral series peaked in the wines obtained with free X5 and,
especially, X4 yeasts, and was largely influenced by 2-phenylethanol. All other series

had OAV < 1. The fresh grass and green fruit series in the partially fermented musts
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obtained with X5 yeasts were those with the lowest OAVSs, the former exhibiting no
significant differences between the partially fermented musts.

3.4. Statistical analysis

3.4.1. Cluster analysis

The term “cluster analysis” encompasses a large variety of algorithms and methods used
to classify samples into groups in such a way that the degree of association between two
samples will be maximal if they fall in the same group and minimal otherwise (Shaw,
2003). In this work, we used the method of Ward to subject our results to cluster
analysis in order to assess similarity between a traditionally produced wine and others
obtained by partial fermentation with free or immobilized yeasts (figure 2). We used
aroma series as classifying variables. The smaller the distance between clusters is, the
greater is their similarity. This allowed the wines obtained with immobilized yeasts to
be isolated from those obtained with free yeasts. The two groups formed a cluster
containing the partially fermented musts, which, based on their distance, were highly
similar. A separate cluster was formed by the traditionally produced wine, which
departed markedly from the partially fermented wines.

3.4.2. Principal component analysis.

The specific aroma series of greatest use towards distinguishing the different types of
wine were identified by principal component analysis (figure 3). The first two PCs
accounted for 94.11% of the total variance. PC1, which explained 81.0% by itself,
clearly discriminated between the traditionally produced wine and those obtained by
partial fermentation of the must. All aroma series contributed similarly to the
distinction, with the dry grass and green fruit series as the greatest and least contributor,
respectively (see table 4). PC2 accounted for 13.11% of the variance and helped

distinguish the partially fermented wines irrespective of the yeast form used. The unripe

14



339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

fruit and fresh grass series were the greatest contributors to discriminating between the
wines partially fermented with free yeasts; and so were the chemical, ripe fruit and
milky series in relation to those obtained with immobilized yeasts.

3.4.3. Multiple regression analysis

Multiple regression analysis allowed us to assess the statistical significance of the
influence of yeast strain and form on each aroma series in order to identify interactions
between the two factors. As can be seen from table 5, neither the chemical, dry grass
and toasty series were influenced by the type of yeast or its form. On the other hand, the
green fruit, fresh grass and fatty series were dependent on both factors and exhibited a
significant interaction, which suggests that their OAVs are influenced by both the type
of yeast and its form (free or immobilized). The ripe fruit and milky series were
dependent on the way of use, and so was the floral series on yeast strain.

3.5. Sensory analysis

Wine samples were subjected to sensory analyses in order to assess the effect of
fermentation on their aroma and flavour, which were classed as undesirable, acceptable
or desirable.

The frequency distributions of the aroma test (figure 4) revealed that all samples were
deemed acceptable. However, both the control wine and the sample obtained by partial
fermentation with free X5 yeasts were classed as undesirable in 33% of cases. Also, the
wines obtained with immobilized yeasts were better scored than those obtained with
free yeasts. The results of the flavour test (figure 5) exhibited a similar trend to those of
the aroma test. These results can be ascribed to the increased complexity of the aroma of
the partially fermented musts, which included secondary components but retained most
of the primary components typical of the grape variety concerned: Pedro Ximénez.

Also, the fermented samples possessed a better acidity—sweetness balance by effect of
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their increased acidity. An imbalance in these two sensory properties favouring
sweetness occasionally leads to traditionally produced sweet wines from raisins being
deemed sickly sweet.

3.6. Conclusions

The partial fermentation of raisin musts provides wines with an increased concentration
of volatiles that results in a complex aroma relative to traditionally produced wines. The
chemometric methods used in this work revealed slight differences between partially
fermented musts and marked differences between these and the traditionally obtained
wine. The sensory properties of the wines obtained with immobilized yeasts were better
scored for aroma than were those provided by free yeasts; also, the aroma of the wines
obtained with strain X4 was deemed more desirable than that of the wines provided by
X5. Therefore, the cell immobilization system used in this work provides an effective
means for the partial fermentation of raisin musts and can help diversify the current
supply of Andalusian sweet wines with a new one obtained from partially fermented
must.
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Figure legends

Figure 1. Aromatic series values obtained in wine elaborated traditionally (control), and
in those obtained with the selected yeast (X4 and X5) in free (F) and immobilized (In)
form. Different letters indicate significant differences at 95% confidence level.

Figure 2. Cluster analysis according to the Ward”s method using as classifying variables
the aromatic series.

Figure 3. Principal component analysis using as classifying variables the aromatic series
to distinguish among wines elaborated traditionally (control), and in those obtained with
the selected yeast (X4 and X5) in free (F) and immobilized (In) form. Only the series
that contribute the most to the differentiation of partially fermented must are showed.
Figure 4. Distribution of absolute frequencies obtained by the tasting panel for the
aroma of wines elaborated traditionally (control), and in those obtained with the
selected yeast (X4 and X5) in free (F) and immobilized (In) form.

Figure 5. Distribution of absolute frequencies obtained by the tasting panel for the taste
of wines elaborated traditionally (control), and in those obtained with the selected yeast

(X4 and X5) in free (F) and immobilized (In) form.
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503 Table 1. Winemaking variables determined in wine elaborated traditionally (control),
504  and in those obtained with the selected yeast (X4 and X5) in free (F) and immobilized

505 (In) form.

Control X4F X5F X41In X5In
Sugars (g/L) 402+9° 306+9" 310+5°  313.6+0.7°  314+7°
pH 3.88+0.04° 3.50+0.07° 3.68+0.04° 3.65+0.02° 3.62+0.05°

Tiratable acidity 505,072 47040.07°  4.3+0.1°  4.4+01°  4.45:0.07°
(g tartaric /L)

Acetic acid (g/L) 0.50+0.04* 1.4+0.1° 1.17+0.04° 1.23+0.01° 1.21+0.04°
Succinic acid (mg/L) ~ 19.9+0.8°  211+14°  179+#11°  179+29° 13810

Glycerol (g/L) 4.4+0.4° 17+1°  21.9+05° 181" 17+2°

506  Different letters indicate significant differences at 95% confidence level.

507
508
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Table 2. Major and minor aroma compounds grouped in chemical families in wine
elaborated traditionally (control), and in those obtained with the selected yeast (X4 and

X5) in free (F) and immobilized (In) form.

Major volatile aroma compounds grouped in chemical families (ug/L)

Alcohols Aldehydes Ketones Cagg?(;(;/hc Esters  Lactones
Control 372+14*  40+3° 59+3° 140442 04+3*  1373+34°
X4F  1333+52°  104+1° 89+3° 1425+34° 723+25" 2557+138"°
X5F  1454+21°  29+2° 81+2° 1351+24° 625+11° 2442+160°
X4ln  1101+5%  88+5° 92+6" 1432+60° 630+17° 2344+301°
X5In  1465+44°  36+2° 136+6° 1553+45° 592+19°  2295+47"
Minor volatile aroma compounds grouped in chemical families (mg/L)
Alcohols Aldehydes Ketones Esters Polyols
Control 66+1° 1104212 37+4° 16+3° 191+18°
X4F 326+13" 240+37° 139+17° 57+3° 4021+694°
X5F 344+19° 347+31° 234+19° 71+6° 7115+544°
X4lIn 300+7° 270+30° 168+16° 835" 4562+265"
X5In 304+16" 278+27" 168+12° 85+2¢ 4979+30°

Different letters indicate significant differences at 95% confidence level.
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Table 3. Odor perception threshols (OPT), aromatic series (AS) and concentration of the volatile aroma compounds determined in wine

elaborated traditionally (control), and in those obtained with the selected yeast (X4 and X5) in free (F) and immobilized (In) form.

Control X4F X5F X4In

X5In Aroma descriptor OPT (ng/L) AS
ALCOHOLS
Metanol (mg/L) 57.5+0.6°  144+6"  160+4°  161+15°  156+9° solvent, pungent fruity 500000' 1,2
Propanol (mg/L) 8.4+0.3° 76+5° 88+9° 69+4° 85+4° fusel alcohol, ripe fruit 306000 1,2
3-ethoxy-1-propanol (ug/L) 9.50+£0.02%  335+32°  349+26°  299+9°  304x6" overripe pear 50000" 2
1-Butanol (ug/L) 7945° 497+19°  688+28°  280+15°  717+25° like wine, medicine 150000"" 1
2-Butanol (ng/L) 4.620.5% ND" ND" ND" ND" like wine, medicine 3300" 1
Isobutanol (mg/L) ND? 24+2° 22+41°  18.2+0.8° 16.7+0.7° like wine, nail polish 40000" 1
1-Pentanol (ug/L) 5.7+0.5° 11+1° 12+1°  11.2+0.6° 13.0+0.8°  bitter almond, synthetic 64000"" 1
Isoamyl alcohols (mg/L) ND? 50+2°  54+4°  38x3°  3241° like wine, nail polish, 30000" 1,2

whisky, ripe fruit

1-Hexanol (ug/L) 90+6° 183+1°  197+11°  206x6°  189+8° grass just cut 2500" 5
E-2-Hexen-1-ol (ug/L) 23+1° 2.8¢0.3°  10+1°  5.240.4° 13.3+0.9° green tomato 400" 5
E-3-hexen-1-ol (ug/L) 1.07+0.01° ND" 53+5°  33.1+0.5" 62.8+0.5° Green 1000" 5
Z-3-Hexen-1-ol (ug/L) 1.37+0.02°  2.4+0.3" ND°® ND°® ND°® Green, kiwi 400" 5,7
Furfuryl alcohol (ng/L) 8.740.3°  21.8+0.7°  18+1°  22.5+0.9"° 19.4+0.1° varnish 15000" 1,6
Benzyl alcohol (ug/L) 7127 7243 6925° 69£2°  75.6+0.8° F'Ora"br;i‘j;’nfigeno“c’ 200000 1.4
2-Phenylethanol (mg/L) ND? 23+2° 19+1°  14.6+0.8°  14+1° rose, talc, honey 10000" 4
ALDEHYDES
Acetaldehyde (mg/L) 110+21*  240+37°  347+31°  270+30°  278+27° Pungent, stewed apple 110000" 1,2
Hexanal (ug/L) 27+3° 74+1° ND°® 54+4d ND°® herbaceous, green apple 350V 5,7
Furfural (ng/L) 9.1+0.3*  17.9+05° 17.5+0.5° 19.8+0.6°  20+2°  fusel alcohol, toasted bread 770" 1,6
5-methyl furfural (ug/L) 0.575+0.007* 0.53+0.03" 0.56+0.04° 0.65+0.05° 0.75+0.06" Toasted 1100v" 6
Benzaldehyde (ug/L) 31403 11.9+0.1° 11#1°  13.9+04° 149+04°  DIter i'nrqnool?e% nutty, 2000¥ 6
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KETONES

Acetoin (mg/L)
2,3-Butanedione (pg/L)
CARBOXYLIC ACID
Propanoic acid (pg/L)
Isobutanoic acid (pg/L)
Butanoic acid (ug/L)
Hexanoic acid (ug/L)
Octanoic acid (ug/L)
Decanoic acid (ug/L)
ESTERS

Ethyl acetate (mg/L)
Ethyl succinate (ug/L)

Ethyl 3-hidroxybutyrate (ug/L)

Ethyl hexanoate (ug/L)
Ethyl octanoate (ng/L)
Ethyl furoate (ug/L)

Ethyl benzoate (ug/L)

Diethyl succinate (mg/L)

Diethyl malate (ug/L)
Isoamyl acetate (ng/L)

2-Phenylethyl acetate (ug/L)

LACTONES
4-Butyrolactone (pg/L)
4-valerolactone (ug/L)
Pantolactone (ug/L)
4-decalactone (ug/L)
4-caprolactone (ug/L)

3742
59+3?

80+4°
8.5+0.1°
11+1°
30+22
3.13+0.03%
7.7+0.3?

16+3?
61+2°

2.38+0.01°

5.1+0.8%
1.7+0.1%
0.14+0.03%

1.6+0.2°

0.12+0.022
21+22
ND?
1.4+0.2%

1275+43°
2.3+0.2%
94+9°
1.11+0.08°
0.95+0.07°

139+17°  234+19° 168+16°  168+12°
89+3° 81+2° 92+6" 136+6°
1259+35°  1237+20° 1241+71° 1371+53°
2.840.2° 4.8+04° 35+0.3° 3.6+0.5°
61+4° 23+1° 71+2° 73+5¢
61+2°  49.4+0.3°  69+6° 59+2°
35+2° 26+2° 42+2° 33+1°
6.9+0.3a 10.7#0.4° 4.840.4° 14.8+0.5°
563" 70+6° 82+5¢ 84+2°
545+28°  478+14°  467+11°  422+16°
6.8+0.5° 4.6+0.3° 5.6+03% 7.1+0.4°
13.0+0.8°  16+1°  16.9+05°  21+1°
7.840.3° 8.4+0.4° 7.9+0.3° 8.7+0.6°
ND® ND® NDP ND"
3.5+0.4° 4.6+0.2° 3.0+0.1° 5.0+0.4°
1.02+0.04° 0.98+0.07° 0.97+0.06° 1.01+0.04°
39+2° 33+1° 37+3° 37+3°
14.740.8° 7.7+0.4° 10.0+0.7°  19+1°
94+3° 73+2° 82+4¢ 72+4°
2415+132° 2297+149° 2209+295° 2095+45°
6.2+0.2° 5.3+0.4° 58+05° 6.1+0.3°
129+6°  134+10°  12445° 190+2°
2.640.1° 2.0+0.1° 1.8+0.1° 1.5+0.1°
45+0.2° 3.7+0.3° 3.9+0.4° 3.7+0.2°

sour yogurt, sour milk
ripe fruit, yogurt, butter

fat
cheese, rancid, fat
aged cheese, rancid
cheese, rancid
cheese, rancid, fat
rancid, waxen, plasticine

glue
Toffee, coffee
grape, green apple,
marshmallow
green apple

Sweet, banana, pineapple
fruity (plum, ciruela), floral

sweet, fruity, medicinal,

wintergreen (floral), anise

overripe melon, lavender
Green
banana
Fruity, honeyed, floral

toasted, burned
hay just cut
toasted bread, smoked
Peach
herbaceous, coconut

30000"
100"

8100
230"
173%
420"
500"
1000

7500"
1000000"

20000

14V
5IX
1000"

5000"

100000"
760000V
30II
250

1000"
1OVII
2200*"
10%
13

2,3

0O OO 0O 00 O 0o

[

4,7

2,4
1,249
2,49

2,4

N OO O

5,7
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PoLloLs
2,3-Butanediol levo (mg/L) 68+8°  2323+425" 4015+334° 2378+162° 2719+52° ripe fruit, butter 668000" 2,3

2,3-Butanediol meso (mg/L) 123+10°  1698+269° 3100+210° 2184+103° 2260+23" ripe fruit, butter 668000" 2,3

1. Chemistry. 2. Ripe fruit. 3. Milky. 4. Floral. 5. Fresh grass. 6. Toasty. 7. Green fruit. 8. Rancid. 9. Dry grass.
Different letters indicate significant differences at 95% confidence level.

I. (Etievant, 1991). I1I. (Moreno, 2005). I11. (Lopez de Lerma et al. 2012). IV. (Franco et al. 2004). V. (Rocha, Rodrigues, Coutinho, Delgadillo &
Coimbra, 2004). V1. (Lorenzo, Pardo, Zalacain, Alonso & Salinas, 2008). VII. (www.leffingwell.com, 2010), VIII. (Lopez de Lerma et al 2011).

IX. (Gomez-Minguez, Cacho, Ferreira, Vicario & Heredia 2007). X. (Gemert 2003). XI (Peinado et al. 2004). XII. (Mufioz, Peinado, Medina &

Moreno 2007).
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Table 4. Contribution of the aromatic series to the principal components analysis.

Aromatic series Component 1 Component 2

Chemistry 0,345 -0,265
Ripe fruit 0,335 -0,384
Milky 0,308 -0,497
Floral 0,352 0,022
Fresh grass 0,330 0,410
Toasty 0,358 0,007
Green fruit 0,283 0,579
Fatty 0,321 0,178

Dry grass 0,360 0,019




Table 5. p-values obtained with the multiple regression analysis using as variables the

yeast strain (X4 and X5) and the way of use (free and immobilized form).

Aromatic series  Yeast strain Way of use Interaction
Chemistry 0.0933 0.0648 0.1228
Ripe fruit 0.0032 0.0628 0.0289
Milky 0.0018 0.0624 0.0050
Floral 0.0703 0.0020 0.1974
Fresh grass 0.0003 0.0425 0.0331
Toasty 0.4801 0.2176 0.9015
Green fruit 0.0000 0.0057 0.0080
Fatty 0.0009 0.0001 0.0011
Dry grass 0.3362 0.4733 0.1035
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5. Informe con el factor de impacto y cuartil del JCR (SCI)

‘JOURNAL CITATION REPORTS (SCI) \

Puesto que esta tesis doctoral esta presentada como compendio de publicaciones, a
continuacién, en la Tabla 5.1 se muestra la informacién referida a los 3 trabajos
publicados en dos revistas cientificas incluidas en los dos primeros cuartiles referenciadas
en la tltima relacion publicada, 2010, por el Journal Citation Reports (SCI) por orden de
consecucion de objetivos especificos propuestos.

Tala 5.1. Informacion de las tres publicaciones cientificas presentadas para la Defensa de esta
Tesis Doctoral por la doctoranda como primer firmante.

Titulo 1* articulo Co-culture of Penicillium chrysogenum and
Saccharomyces cerevisiae leading to the immobilization of
yeast

Autores Garcia-Martinez, T., Peinado, R., Moreno, J., Garcia-
Garcia, 1., Mauricio, J.C.

Revista cientifica Journal of Chemical Technology and Biotechnology

Afio publicacién 2011 | NOcitaciones 1

VVolumen 86 Paginas 812-817

Indice de impacto (JCR) | 1,818 (2010)

Cuartil 20 | Lugar N° | 37/135

Categoria Engineering, Chemical

DOI 10.1002/jctb. 2593

Titulo 2° articulo Potential use of wine yeasts immobilized on Penicillium
chrysogenum for ethanol production

Autores Garcia-Martinez, T., Puig-Pujol, A., Peinado, R.,
Moreno, J., Mauricio, J.C.

Revista cientifica Journal of Chemical Technology and Biotechnology

Afio publicacion 2012 | NOcitaciones 0

Volumen 87 Paginas 351-359

Indice de impacto (JCR) | 1,818 (2010)

Cuartil 20 | Lugar N° | 37/135

Categoria Engineering, Chemical

DOI 10.1002/jcth. 2725
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. Informe con el factor de impacto y cuartil del JCR (SCI)

Titulo 3*" articulo

Discrimination of sweet wines partially fermented by two
osmo-ethanol- tolerant yeasts by gas chromatographic
analysis and electronic nose

Autores

Garcia-Martinez, T., Bellincontro, A., Lopez de Lerma,
N., Peinado, R.A., Mauricio, J.C., Mencarelli, F., Moreno,
J.J.

Revista cientifica

Food Chemistry

Afio publicacién 2011 | NOcitaciones 3
Volumen 127 Paginas 1391-1396
indice de impacto | 3,458 (2010)

(JCR)

Cuartil 1% | Lugar N° [ 4/70
Categoria Chemistry, Applied

DOI 10.1016/j.foodchem.2011.01.130
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6. Conclusiones

|5 CONCLUSIONES |

Las conclusiones principales desprendidas de esta tesis doctoral se presentan de
acuerdo a los objetivos especificos planteados inicialmente.

Capitulo I:

Las conclusiones obtenidas del primer articulo publicado (Garcia-Martinez
et al., 2011a) son:

- Bajo unas condiciones especiales se produce una coinmovilizacion entre una
cepa de levadura y un hongo filamentoso que proporciona unas esferas lisas y
huecas, cuyas paredes estan compuestas por hifas del hongo filamentoso en
las que quedan atrapadas células de levadura. A este sistema de
inmovilizacion lo hemos denominado “biocapsulas de levadura”.

- El hongo filamentoso muere durante el proceso de fermentacion por
contacto directo entre célula de levadura e hifa del hongo, y éste queda como
un soporte inerte.

Las conclusiones del estudio protedémico son:

- Los resultados del estudio proteémico sugieren que podria existir una
defensa de las células inmovilizadas de levadura frente al hongo bajo las
condiciones ensayadas, marcada a través de una serie de controles a nivel de
ADN, de ARN y de proteinas.

Capitulo 11:

Las conclusiones del segundo articulo publicado (Garcia-Martinez et al.,
2012) son:

- Este método de coinmovilizacion proporciona una alternativa simple,
adecuada y barata que permite la reutilizacion de levaduras en procesos
fermentativos.

- Se obtuvieron seis tipos diferentes de biocapsulas de levadura atendiendo al
tipo de cepa de levadura ensayada. Las biocapsulas de levadura muestran una
productividad de etanol similar o incluso superior a la que se obtiene con
levaduras libres y posbilita la reutilizacion sin pérdida de actividad.

- Las biocapsulas de levaduras obtenidas con las cepas X4 y Uvaferm BC son

las que permiten un numero mayor de reutilizaciones, tienen mayor viabilidad
celular y mejor resistencia.
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Capitulo I11:

168

Las conclusiones obtenidas del tercer _articulo publicado (Garcia-Martinez
etal., 2011b) son:

- Las fermentaciones parciales de mostos de uva pasificada con cepas de S.
cerevisiae X4 y X5 revelaron que ambas cinéticas de fermentacion fueron
similares, pero con X4 fue més lenta durante los seis dias primeros, produjo
menos acidez volatil y mayores contenidos en metanol, propanol, 2-
feniletanol, 2,3-butanodiol, glicerol y acetaldehido que con la cepa X5.

-El uso de sensores como la nariz electronica permite una clara
diferenciacion de los vinos dulces parcialmente fermentados de los elaborados
de forma tradicional, aunque no se obtuvo una clara diferenciacion entre las
cepas utilizadas.

-El analisis de componentes principales, usando como variables
clasificadoras los volatiles mayoritarios analizados, proporciona una clara
diferenciacion entre los vinos parcialmente fermentados y los elaborados de
forma tradicional, y también entre las distintas cepas de levadura.

Las conclusiones de la aplicacion de las biocapsulas de levadura con X4 vy
X5 en cuanto al estudio de los compuestos volatiles son:

- La fermentacion parcial de mostos de uva pasificada da lugar a vinos con
una mayor concentracion de compuestos volatiles que los elaborados de
forma tradicional.

- El andlisis de conglomerados, usando como variables clasificadoras las
series aromaticas, pone de manifiesto que existen ligeras diferencias entre los
mostos parcialmente fermentados y notables diferencias entre éstos y los
elaborados de forma tradicional. Dicho analisis permitio diferenciar entre los
vinos obtenidos con levadura libre e inmovilizada.

- Los mostos parcialmente fermentados con biocapsulas de levadura X4 y X5
fueron mejor valorados organolépticamente que los obtenidos con levadura en
forma libre. Los vinos que obtuvieron una mejor valoracion fueron los
elaborados con la levadura X4.
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7. Otras Aportaciones Cientificas

|7. OTRAS APORTACIONES CIENTIFICAS |
|7.1. Otras publicaciones indexadas con indice de practo |

En este apartado se incluyen las aportacionesifatastderivadas directamente
de la tesis doctoral. En este primer articulo seer@d a poner a punto la técnica de
protedbmica mediante la electroforesis bidimensiooah isoelectroenfoque y SDS-
PAGE, acoplada a espectrometria de masas con MAIB-en nuestra linea de
investigacion. Por estudio del perfil protebmicaceafirmo la expresion de la isoenzima
ADH I, que cataliza la reaccion de oxidacion denet a acetaldehido cuando la glucosa
se agota, en la cepa V5 8ebayanus tras 48 horas de fermentacion en un medio con
glucosa.

Titulo articulo Effects of ADH2 overexpression inSaccharomyces
bayanus during alcoholic fermentation

Autores Maestre, OGarcia-Martinez, T., Peinado, R., Mauricio
J.C.

Revista cientifica Applied and Environmental Micia@bgy

Ao publicacion 2008 | NCO citaciones 3

Volumen 74 Paginas 702-707

indice de impacto (JCR) | 3,801 (2008)

Cuartil 1° | Lugar N° | 25/144

Categoria Biotechnology and Applied Microbiology

DOI 10.1128/AEM.01805-07

En el segundo articulo se realizaron fermentacigagsiales con mosto de la
variedad de uva Temparanillo con alto contenida&icares con las dos cepas X4 y X5
seleccionadas por su osmotolerancia procedentesodéos fermentados. Presentaron
mayor complejidad aromética como lo muestra eldistde los compuestos volatiles
mayoritarios y de sus series aromaticas a travésudevalores de actividad odorante
(VAO) y fueron los mejor valorados segun el angld® las caracteristicas organolépticas
frente a los vinos obtenidos de manera tradicioaalla adicion directamente de alcohol
vinico al mosto.

Titulo articulo Sweet wines with great aromatic pdewity obtained by
partial fermentation of must from Tempranillo dried
grapes

Autores Lépez de Lerma, NGarcia-Martinez, T., Moreno, J.,
Mauricio, J.C., Peinado, R.

Revista cientifica European Food Research Techgolog

Ao publicacion 2012 | NCO citaciones 0

Volumen 234 Paginas 695-701

indice de impacto (JCR) | 1,585 (2010)

Cuartil 20 | Lugar N° | 43/128

Categoria Food Science and Technology

DOI 10.1007/s00217-012-1680-4
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7.2. Presentacion de Comunicaciones a Congresos

[2 Presentacion de Comunicaciones a Congresos ]

En este segundo apartado se presentan tantorasicaciones orales como escritas

en formato de poster a distintos congresos naesmainternacionales.

1. IX Congreso Nacional de Investigacion EnologicéBadajoz, Espafia, 2007).

Péster 1.

- Garcia-Martinez, T., Maestre, O., Peinado, R.A., Moreno, J., MaurigiG,

- Aislamiento y caracterizacion de levaduras toles a altas concentraciones de
azucares.

Péster 2:

- Maestre, O., Fernandez-Lopez, Garcia-Martinez, T., Peinado, R.A., Moreno,
J., Mauiricio, J.C.

- Efecto de la sobreexpresion del gen ADHZSdecharomyces cerevisiae sobre el
metaboloma y proteoma en una cepa vinicgdeharomyces bayanus.

2. Congreso Internacional del Vino y de la Viiia (O¥). (Verona, Italia, 2008).

Comunicacion oral:
- Garcia-Martinez, T., Peinado, R.A., Maestre, O., Moreno, J., MaurigiG,
- Must fermentation containing high sugar conceéiatneby yeast bioimmobilization.

3. Congreso Nacional de Microbiologia de los Aliméos. (Cordoba, Espafia, 2008).

Péster:
- Garcia-Martinez, T., Peinado, R.A., Moreno, J., Mauricio, J.C.
- Reutilizacion de levaduras bioinmovilizadas ganaroduccién de vinos dulces.

4. X Congreso Nacional de Investigacién EnolégicRed Gienol. (Vigo, Espafia, 2009).

Poster 1.

- Garcia-Martinez, T., Lopez de Lerma, N., Peinado, R.A., Mauricio, J.C.,
Bellincontro, A., Moreno, J.J.

- Fermentacion de mostos de uvas Pedro Ximéneficpadsis mediante levaduras
osmoetanol tolerantes seleccionadas.

Péster 2:

- Mauricio, J.C.Garcia-Martinez, T., Luna, C., Peinado, R.A., Puig, A., Moreno,
J.J.

- Bioinmovilizacion de diferentes levaduras vinipasa su uso en Enologia.

Péster 3:

- Lopez de Lerma, NGarcia-Martinez, T., Mauricio, J.C., Moreno, J.J., Peinado,
R.A.

- Fermentacion parcial de mostos de uvas Temprapidsificadas mediante
levaduras seleccionadas.

Poster 4:

- Puig, A., Bertran, E., Masqué, M? GGarcia-Martinez, T., Peinado, R.A.,
Moreno, J.J., Mauricio, J.C.

- Comportamiento enoldgico de cepas de levaduradistintos formatos de
inmovilizacion.

5. 14" European Congress on Biotechnology. (Barcelona, [afia, 2009).
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- Garcia-Martinez, T., Peinado, R.A., Moreno, J.J., Mauricio, J.C.
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- Efficacy of bioimmobilization of selected oenoilcg Saccharomyces cerevisiae
strains for ethanol biofuel production
6. XXII Congreso Nacional de Microbiologia. (Almera, Espafia, 2009).
Comunicacion oral y Poster 1:
- Garcia-Martinez, T., Carrizosa, M., Moreno, J.J. y Mauricio J.C.
- Efectos del uso de biocapsulas de levadura &rri@entacion de mostos de uva
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9. VII World Wine Forum. (Logrofio, Espana, 2010).
Comunicacion oral y Poster:
- Puig, A., Bertran, E., Vilavella, M.Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.,
Minguez, S.
- Levaduras inmovilizadas: evaluacion de su potmeriologico.
10. International Scientific Conference. (Asgabaft] urkmenistan, 2010).
Poster:
- Luna, C.Garcia-Martinez, T., Mauricio, J.C.
- Proteomic approach for understanding the phygiodd adaptation of
Saccharomyces cerevisiae to grow on wine surface.
11. 33" World Congress of Vine and Wine. (O.1.V.) (Thbilisj Geérgia, 2010).
Comunicacion oral y Poster:
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Comunicacion oral y Poster:
- Puig, A., Bertran, E., Vilavella, M.Garcia-Martinez, T., Mauricio, J. C.,
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|7.3. Recopilacion de posteres |
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_INTRODUCCION

del etanol sobre las levaduras. La parada prematura de fermentacion produce vinos de baja calidad y estabilidad que favorece el crecimiento de microorganismos no
deseables, y pueden producir una elevada acidez volatil [1].

Por ello, se recomienda el uso de cepas de levaduras osmo-etanol tolerantes. Las cepas de Saccharomyces cerevisiae exhiben diferentes comportamientos de
fermentacion bajo condiciones de estrés [2]. Zuzuarregui y Del Olmo [3] describieron un sistema de seleccion de levaduras basado en la resistencia a las condiciones de
estrés que se producen durante la produccion de vino. También, se ha investigado la expresion de genes de respuesta a estrés de azicares, con el objetivo de analizar los
efectos debido a la particular hiperosmolaridad generada por las altas concentraciones de glucosa en los mostos [4].

Una posible solucion a la parada y enlentecimiento de la fermentacion de estos mostos podria ser la aplicacion de células de levadura inmovilizadas tolerantes a altas
concentraciones de aziicar y etanol.

MATERIALES Y METODOS

se ha usado el hongo filamentoso H3 ( Penicillium) aislado del ambiente y las cepas de levadura X5 y G1.

El medio de crecimiento ha sido YPD, las células se incubaron a 28°C, 24 horas, a 200 rpm. Se han realizado microfermentaciones con cada cepa de levadura en medio
YPD, previamente esterilizado durante 30 minutos, con una concentracion creciente de glucosa de 25 a 50% (p/v) en tubos Falcon de 50 mL pinchados con una aguja
hipodérmica a 24°C y a 150 rpm hasta que finaliz6 la fermentacion. El procedimiento y el medio de inmovilizacion celular fue el descrito por Peinado et a/. [5], formandose
las correspondientes biocapsulas de levadura.

hahi:

Las dos fermentaciones con células inmovilizadas en medio YPD fueron al 50% (p/v) de glucosa. Previamente a la inoculacién con las biocapsulas, éstas
fermentado un medio YPD con 50% (p/v) de glucosa durante 4 dias. Para comprobar que el hongo filamentoso muere, durante la primera fermentacion, por contacto célula
de levadura-hifa se han realizado fermentaciones con tubos de dialisis segin Nissen etal., [6].

RESULTADOS

La Fig. 1 muestra que las velocidades mas rapidas de fermentacién fueron las La cepa X5 produjo mayor concentracion de
cepas X2 y X5. Las cepas presentaron velocidades de fermentacion similares etanol en
hasta concentraciones de glucosa de 38% (p/v), excepto X2P. Se seleccioné la todos los
cepa X5 como mayor productora de etanol y la cepa G1 como altamente tolerante casos
a éste. (Fig.2)
Los experimentos con estas dos cepas y el hongo H3 se co-inmovilizaron de
manera natural, sin usar soportes externos y se observo que la velocidad de
fermentacion fue mas rapida
| en Ias fermentacmnes con
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Fig. 1. Velocidad de fermentacion de las células libres e inmovilizadas frente al tiempo en medio YPD con un
50 % (p/v) de glucosa. La monitorizacion se realizoé por pérdida de peso de los tubos de fermentacion debido
al desprendimiento de CO,

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas X5 y G1, tanto en forma libre como lnmowllzada, son potencialmente utiles para Ia elaboracion de
vinos dulces naturales a partir de mostos con elevada concentracion de aziicares como los obtenidos a partir de uva

2. ZUZUARREGUI, A.; DEL OLMO, M. 2004. Expression of stress genes in wine strains with different fermentative behavior. FEMS Yeast Res. 4, 699-710.
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4. ERASMUS, D.J.; VAN DER MERWE, G.K.; VAN VUUREN, H.J.J. 2003. ion analices: of isiae to high sugar stress. FEMS Yeast Res. 2, 375-399.
5 PEINADO RA MORENO J J MAESTRE 0.; MAURICIO J.C. 2005. Use ofa novel |mmob|||zat|on yeast system for wmemakmg E/oredmo/ Lel'r 27, 1421-1424.
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INTRODUCCION

En Saccharomyces cerevisiae hay al menos cinco genes que codifican para cincméenzimas de la alcohol deshidrogenada implicadas el metabolismo del etanolADH1 a ADH5. Las isoenzimas ADH |, Ill, IV y V reducen el
acetaldehido a etanol durante la fermentacion alcditica, mientras que la ADH Il cataliza la reacciéninversa de oxidacién de etanol a acetaldehido. Cudm la glucosa se agota del medio, la ADH Il es laimera enzima
responsable en utilizar el etanol como fuente de Kano. Mutantes deS. cerevisiae carentes de actividad alcohol deshidrogenada sondapaces de crecer con etanol como Unica fuente d&rfwno y estos mutantes acumulan
elevados niveles de glicerol. Aunque las secuencipge codificanADH1y ADH2 tienen una similitud del 89%, sus productos ADH | yiI difieren en la afinidad por el sustrato, la ADH Il tiene una Km diez veces inferior para el
etanol que el resto de las ADHs.

Para estudiar el efecto de la sobre expresién ADH én la cepa V5 deSaccharomyces bayanus (MATa, ura3) en fermentacion, se ha clonado el gexDH2 de S. cerevisiae en un plasmido de expresién multicopia (pVT100-U)
bajo el control del promotor constitutivo ADH1. La sobre-expresién se comprobé por andlisis enziniéo y proteémico de la cepa recombinante V5-pVT100-8DH2 a las 48 horas en células creciendo en glucosa yceenparé
con la cepa V5-pVT100-U control. Tras la comprobaci6ule la sobre-expresion constitutiva del geADH2, se ha estudiado el comportamiento fisiolégico de¢écombinante durante la fermentacion alcohélica déa glucosa. Para
ello se ha analizado, entre otros: la concentracidintracelular de coenzimas de 6xido-reduccién (pidin nucledtidos), el perfil proteémico, los contexios en compuestos volatiles en el medio y el creamto celular.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos y Condiciones de Fermentacion:

Escherichia coli DH5a se us6 para los experimentos de clonacién. La cepa aedo haploide V5 deSaccharomyces bayanus (MATa, ura3) que se ha usado en este estudio fue dexda de la cepa industrial W6 de vino de la
region de Champagne y tiene caracteristicas similas a las cepas de levaduras industriales. La cepa ldeadura se conservo y crecié en medio YPD (1% deteacto de levadura, 2% de peptona y 5% de glucosaftl medio de
fermentacion que se empleo para los experimentos f\NB sin aminoacidos con 100 g/L de glucosa. Las feentaciones se llevaron a cabo en matraces de 250 oerrados con tapén de goma atravesados por una ptande
micropipeta y termostatizados a 28 °C con agitaciécontinua a 175 rpm durante 48 h. Dichas fermentaones se inocularon con 5 x 2@élulas/mL.

Manipulacién de ADN, Técnicas de Clonacion y MétodosedTransformacion:

Las enzimas de restriccion y modificacion se usarcsegun las instrucciones del fabricante. Los plasmig se prepararon segun los protocolos estandares.d oligonucledtidos purificados para PCR fueron sirtizados por
Sigma-Genosys (UK). La transformacion de E. coli sesalizé por el método del CaGl-RbCl,. S. cerevisiae se transformé por el procedimientoetiacetato de litio.

Construccion del Plasmido:

El plasmido multicopia pVT100-U-ADH2 contiene el genADH2. Este gen fue clonado bajo el control del promotoconstitutivo de la ADH | de S. cerevisiae, y amplificado por PCR del plasmido pMW5 usando le
oligonucleétidos lindantes del casete de expresigeebador directo: CGTCTGCAGAATGTCTATTCCAGAAACTCAA, ceb ador inverso: ATGGATCCCGCTTATTTAG AAGTGTCAACAACG), en los cuales se introdujeron
los sitios de restriccion BamHI y Pstl. El fragmentode PCR se digiri6 con sendas enzimas de restricci§rse clon6 dentro de los sitios BamHI y Pstl del @mido pVT100-U para dar el vector pvT100-UADH2.

Andlisis Proteémico:

Para la preparacion de los extractos de células devadura y electoforesis bidimensional se siguié efotocolo de Khoudoli et al., [1]. La identificacion de las proteinas se realien el Servicio Central de Apoyo a la
Investigacién (SCAI) de la Universidad de Cérdoba.

Métodos Analiticos:

El recuento de células viables se determiné por reco® directo al microscopio éptico en cadmara de Thompor la técnica del Azul de Metileno. Para la vakacion de la actividad ADH | y 1l se sigui6 el métod descrito por
Mauricio et al., [2]. La cuantificacién de proteinas se realiz6 por ehétodo de Bradford. La determinacién de los coenzinsay aminoacidos se realizé por HPLC con detector U\E| etanol, los compuestos volatiles mayoritarios y|
polioles, asi como los volatiles minoritarios se datminaron por cromatografia de gases. La glucosa sieterminé mediante test enzimatico (Boehringer-Mannhien). Todos los experimentos se realizaron por triptiado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La sobre-expresion de la isoenzima ADH Il d&.cerevisiaeen la cepa V5 deS. En cuanto al impacto que tiene la sobre-expresiénetigenADH2 sobre el metaboloma de la levadura, no se observardiferencias
bayanus se ha comprobado por el analisis in vitro de la aitidad ADH Il (Tabla 1) y el significativas en los siguientes compuestos: etanaicetaldehido, glicerol, alcoholes isoamilicos, f@niletanol, propanoato de etilo,
analisis proteémico (Figura 1). El nimero de célukaviables fue ligeramente inferior en | butanodiona, 3-OH-butirato de etilo, acido isobutanico, acido butanoico, acidos 2 y 3 metil butanoicalcohol furfurilico, acido
el transformante V5-pVT100-UADH2 (Tabla 1). hexanoico, acido octanoico. Sin embargo, si se obs&ion disminuciones en algunos alcoholes superiorgssteres y en la pantolactona,
asi como aumentos significativos en la concentraci@te prolina, acetoina, acido acético y acido decaigo. La sobre-expresion del gen
ADH2 provocé un mayor consumo de glucosa a las 48 h derfentacion (Tabla 3).

Tabla 1. Activi imati de la alcohol i (U/mg proteina) y nimero de células/ml
B R VIO 0L I VS-00TU-ADH2 & las 48 horas creciendo en medio YNB sf Se ha comprobado que la sobre-expresién de las emais de la gliclisis no aumenta el flujo glicolitim, lo que significa que la
aminoéacidos con 100 g/L de glucosa. P £ £4i . . . . .

glicdlisis esta herméticamente regulada y es muy rietente a los cambios [3]. Sin embargo, cuando sa fntentado modificar la
levadura para la sobreproduccion de algtn productocomo por ejemplo glicerol, también se ha producidéa acumulacion de otros
Actividad enzimética V5 - pVT100-U V5 - pVT100-U - ADH2 productos no deseables [4]. Las estrategias de ingertia genética que se han llevado a cabo para moiddr la acumulacion de glicerol
ADH | 22+05 30041 en vinos son un claro ejemplo de la dificultad queupone alterar el metabolismo de las levaduras eh gentido deseado sin ocasional

ADH Il 0.140.05 1.8£0.2 efectos colaterales indeseables en el producto cgeedesea mejorar.
Niimero de células 133x100 + 3x10° 108x100 + 2x108

Tabla 3. Concentraciones de compuestos volatiles, poliglesosa y prolina en los medios fermentados pedios transformantes V5-pVT100-U y V5-pVT100-U-ABH2|

Figura 1. Electroforesis 2D. PVT-100-U PVT-100-U-ADH2 Compuesto V5 - pVT100-U 5= |;VDTII1'gD-U B
Rl Dt Y Enolasas € Acetato de eflo (mall) %6+ 231
pH 59 £12 -2y Acido acético (mglL) 160424 353114
v 46 WP . 1-Propanol (mglL) 74+3 5412
(kDa) Isobutanol (mg/L) 261 15.140.1
Acetoina (mg/L) 23+2 463
2,3-Butanodiol, /evo (mglL) 498183 35125
2, iol, meso (mg/L) 126417 7628
Acetato de isoamilo (ug/L) 113+27 60+12
Hexanoato de etilo (ug/L) 55+18 252
La sobre-expresion de la isoenzima ADH Il no afectdl gerfil proteémico, pero si al 3-Etoxi-1-propanol (ug) 1406128 76336
potencial de oxido-reduccién de la célula. La relabh NAD*/NADH fue mayor en la Pa’:\'a':sg;:g(/:g'/u 6;5;13521 ézgf‘;}
cepa que sobre expresé el geADH2, lo que puede indicar una mayor cantidad de Acido decanoico (ugiL) 108+18 448155
reacciones de reduccién. Por el contrario la relabh NADP*/NADPH fue algo menor Succinato de monoetilo (ug/L) 11527 66220

en este transformante (Tabla 2). Glucosa (glL) 26.45+0.74 13.830.59
Prolina (m) 0.03+0.01 0.31£0.02

Andlisis de varianza. Valor de p: *=p < 0.05; **=p < 0.01; **=p < 0.001.

Valor de p

Tabla 2. Concentraciones intracelularesrfiol/g peso seco) de los nicotinamida adenina dettidos en los
transformantes V5-pVT100-U y V5-pVT100-U-ADH2 adi@horas creciendo en medio YNB sin aminoacidol
con 100 g/L de glucosa

CONCLUSIONES

Coenzima V5 pVT100-U V5 pVT100-U— ADH2 o " ) i - -
NAD" 268 435 La sobre-expresion del gef\DH2 en S. bayanus no afect6 al perfil proteémico, ni a la produccién @ los compuestos mayoritarios de

NADH 0.29 0.26 la fermentacion (etanol y glicerol), ni tampoco atontenido de acetaldehido, pero si produjo aument@s otros productos secundarios
NAD*/NADH 924 16.73 como acetoina, acido acético, acido decanoico y pira, y disminuciones en algunos alcoholes superiaiegsteres y en la pantolactona,
NADP* 041 0.09 La mayor produccién de prolina se puede relacionar anel mantenimiento del potencial de oxido-reducciéeelular y en el caso del
NADPH 0.80 0.25 acido acético y la acetoina por un efecto detoxific®r del acetaldehido, intermediario téxico de ésto€l mayor consumo de glucosa s¢
NADP*/NADPH 0.51 0.36 explica por los aumentos de estos compuestos.

.A.; PORTER, I.M.; BLOW, J.J.; SWEDLO W, J.R. 2004. Optimisation of the two-dil is protocol using the Taguchi approzh. Proteome Science. 2:6.
2. MAURICIO, J.C.; MORENO, J.J.; ORTEGA, J.M. 1997. In vitro specific activities of alcohol and aldehgle dehydrogenases from two flor yeasts during conttied wine aging. J. Agric. Food Chem. 45,1967-1971.

3. SMITS, H.P.; HAUF, J.; MULLER, S.; HOBLEY, T.J.;; ZIMMERMANN, F.K.; HAHN-HAGERDAL, B.; NIELSEN, J.; OLSSON, L. 2000. Simultaneous overexpression of gmaes of the lower part of glycolysis can enh: ive capacity of
cerevisiae. Yeast. 16,1325-1334.

4. REMIZE, F.; ROUSTAN, J.L.; SABLAYROLLES, J.M.; B ARRE, P.; DEQUIN, S. 1999. Glycerol overpro gl wine yeasains leads to substantial changes in by-pl on and to a sti ion of fer
stationary phase. Appl. Environ. Microbiol. 65,143149.

AGRADECIMIENTOS : Este trabajo ha sido financiado por el Proyecto &L2005-01232/ALI concedido por el Ministerio de Edaacion y Ciencia de Espafia y Fondos FEDER.




FERMENTACION DE MOSTOS CON

ELEVADO CONTENIDO EN
AZUCARES MEDIANTE

BIOINMOVILIZACION DE

LEVADURAS

T. Garcia-Martinez, R.A. Peinado, O.
Maestre,
J. Moreno, J.C. Mauricio

Universidad de Cordoba. ESPANA

Comunicacion oral

O..V. VERONA, 18 Junio 2008



VINOS DULCES

Teresa Garcia-Martinez!, Rafael Andrés Peinado?, Juan José Moreno?, Juan Carlos Mauricio?

1 Departamento de Microbiologia. Universidad de Cérdoba. Campus Universitario de Rabanales. Edificio Severo Ochoa.
TIf: 957218640, e-mail: milgamaj@uco.es
2Departamento de Quimica Agricola y Edafologia. Universidad de Cérdoba. Campus Universitario de Rabanales. Edificio Marie Curie.

INTRODUCCION
Saccharomyces cerevisiae es un hongo sacarofilico, en su habitat se encuentra con elevadas concentraciones de aziicares. Sin embargo, cuando fermenta mostos con alta concentracion en aziicares
puede pr se ciertos probl como paradas de fermentacion y fermentaciones lentas, que podrian favorecer el desarrollo de microor i que an la acidez volatil y
originan vinos de baja calidad. Posit te, estas paradas son consecuencia de las condiciones de estrés en las que se encuentran las levaduras como son la elevada presmn osmética y el etanol

producido por ellas que le es toxico. Para evitar estos problemas, los vinos dulces tradicionalmente se han elaborado mezclando los mostos de uva pasificada con alcohol vinico sin ser éstos sometidos
a un proceso de fermentacion parcial.

Una posible solucion a la parada y enlentecimiento de la fermentacion de estos mostos podria ser la aplicacion de levaduras inmovilizadas tolerantes a altas concentraciones de aziicar y etanol.
Nuestro grupo de mvestlgacnon ha desarrollado un sistema de bioinmovilizacion entre una cepa del hongo Penicillium chrysogenum (H3) y una levadura de flor Saccharomyces cerevisiae (G1),

C del duras. Las ventajas de la apllcacmn de este sistema de inmovilizacion de levaduras frente a su utilizacién en forma libre, entre otras, son el control adecuado de la
fermentacion hasta la concentracion de etanol d da, y la inucion de costes debido a la posibilidad de la reutilizacion de dichas biocapsulas.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la capacidad de reutilizacion de la cepa G1 inmovilizada para la fermentacion de mostos de uva pasificada y poder reducir el contenido de alcohol vinico
afiadido a los vinos dulces. Los parametros cuantificados en las fermentaciones con reutilizaciones sucesivas han sido: cinética de fermentacion, aziicares residuales, etanol, polioles, volatiles
mayoritarios y compuestos de nitrégeno como aminoacidos, idn amonio y urea.

l MAIERIALES Y METODOS |

Microorganismos: Para la produccién de biocapsulas se ha usado una levadura de flor, Saccharomyces cerevisiae G1 (ATCC: MYA-2451) y como hongo filamentoso
Penicillium chrysogenum H3. El medio de produccion de biocapsulas y las condiciones estan descritas por Peinado et al, (2006).

Mosto de uva pasa y condiciones de fermentacion: Se ha usado un mosto de uva pasificada al sol de la variedad Pedro Ximénez procedente de la D.O. Montilla-
Moriles (Cérdoba, Espaiia) con 454 g/L de aziicares (glucosa/fructosa equimolar). Las fermentaciones se realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 400 mL de
mosto sin esterilizar (matraces de fermentacion). Las biocapsulas se confinaron en cilindros de acero inoxidable de 62 cm3 de volumen con perforaciones de 3 mm de
diametro. Las fermentaciones se realizaron a 24°C.

Métodos analiticos: Las fermentaciones se monitorizaron por la cantidad de CO, liberado como medida de la pérdida de peso. Los parametros quimicos generales se
cuantificaron segin los métodos oficiales. Los aziicares (glucosa y fructosa) se han cuantificado segiin un kit enzimatico de Boehringer-Mannheim, Alemania. El etanol se
cuantificé usando el método de Crowell y Ough. Los compuestos volatiles mayoritarios y polioles se determinaron mediante cromatografia de gases segiin el método
propuesto por Peinado et al, (2004). Para la cuantificacion de los aminoacidos se siguié el procedimiento de Botella et a/., (1990).

RESULTADOS ‘
Tabla 1. Concentraciones de los distintos compuestos de carbono analizados en las
fermentaciones con reutilizacion de biocapsulas de levadura.
COMPUESTOS |MOSTO |INMOV-1 INMOV-2 INMOV-3 INMOV-4 INMOV-5
Etanol % (v/v) 02+01 [13,7+0,2 (13,3+0,2 (12,7+0,1 |857+0,1 |12,5+0,1
Azlcares 454 + 6 169 +4 211 +12 233+12 317 +9 233+6
Residuales
(G +F)(g/L) —
Acetaldehido 140+10 [155:13 21218 227+7 26116 262:3 Tabla 2. Concentraciones de los distintos compuestos de nitrégeno analizados
/L
(mg/L) . en las fermentaciones con reutilizacion de biocapsulas de levadura.
Acetatode etilo |7,8+0,3 |89,55+0,8(37,35+3,3(39,9+0,1 [29,7+0,4 [48,05+0,6
(mg/L) = = = = =
Metanol (mg/L) [33+0,5 |37,15+3,2(39,75+1,8(37,45+0,1(37,4+0,1 (41,6+1,1 COI(VII:;)EST e e e il Ee S
Propanol (mg/L) |Nd 42855 |60,5+0,7 |53,7:0,7 (541+1,1 |51,75+1,3| || -pro 25,50+ 4,7 (31,29 +2,1 (4501+4,3 [27,13+1,1 |19,85+0,3 |23,55+8,4
L-Arg 1,57+0,4 (0,25+0,1 [0,38+0,1 0,31+0,1 0,06+0,0 (0,17 +0,1
55+57 |51,1+0,1 (44,3+0,1 (422+1,1 (435+14 4 4 4 4 r d r 4 4 4 4 4
Isobutanol (mg/L) | Nd =2 =l H=l i P24 | Nk, 2,80+0,3 |0,28+0,0 |0,31+0,0 |0,42:0,0 |0,13+0,0 |0,58+0,0
Alc. Isoamilicos  |Nd 148+ 16,7 |172,5+2,1|118+7,1 |104,7+7,5(98,2+6,0 || GABA 1,71+0,0 (1,63+0,7 (2,24+0,3 1,74+ 0,4 1,15+0,0 (1,55:0,4
(mg/L) L-Glu 0,47+0,4 |0,93+,05 |Nd Nd 0,24+0,2 |0,70 +0,0
Acetoina (mg/L) |70,5+4,9 (452:5,3 |855:16,3 [80,7+1,0 [217+24,0 120,5+6,3 ll:-fla (7’,:; = g,g g,;; = g,g %;(7’ = (1!,2 g,gg = g,g -:»;g = g,g ?;2 + 01:‘8
~Leu + * + * + *H
2,3-levo (mg/L) (14060 [1464 32 |2300 + 283 |2627 + 105 |2497 + 135 |3176 + 209 | || _yal 1,27+03 |0,22:0,1 |0,57:0,1 |0,56+0,2 |0,26+0,1 |0,24+0,0
2,3-meso (mg/L) [131+5 414+75 |837+112 (941+47 (913+64 (1084+69 ||L-Gly 1,27+0,2 |1,23+0,1 0,75+0,6 0,38 + 0,0 0,78+0,2 0,86+0,7
2 (mg/L)
L-His 041+00 [004+01 (2,19:0,5 1,27 + 0,2 092+0,1 |0,71+0,2
Succinato (mg/L) |1260 + 96 |1129 + 160 1590 + 443 (1286+8 (1834 + 135 |1610+3 L-Tle+ L-Phe [0,53 = 0,0 |Nd Nd Nd Nd Nd
< L-GIn 1,45+0,2 (0,35+0,1 |0,44+0,2 0,53 0,0 0,34+0,0 |0,87+0,4
2-Feniletanol 9+3 34+3 40+ 3 40+1 40+ 1 43+1 U 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
! Urea 0,02+ 0,0 |0,10+0,0 (0,24+0,0 0,15+ 0,0 0,12+0,0 (0,17 +0,0
(mg/L) (o] 049:0,1 |0,25+0,0 (0,67+0,3 0,29:0,1 0,38:0,1 |0,56+0,2
- L-Orn r 0, " =0, 7 =0, " =0, r 0, " =0,
Glicerol (g/L) Nd 174+ 0,8 (22,0+28 |186+ 0,1 |17,1+0,2 |21,7+1,1 L-Tyr 0,13:0,0 |Nd 0,45 +0,1 0,90+ 0,1 0,20:0,0 |Nd
Acidez Volatil 0,39:+00 0,95+ 0,1 1,3+ 00 (1,65+ 0,0 (1,1+ 0,0 |16+ 0,0 ||L-Lys 048:0,1 |0,13+0,0 (0,20:0,1 0,14+ 0,0 0,47:0,3 |0,39+0,0
(gAcH/L) L-Ser 0,63+0,0 (0,72+0,5 (0,60 +0,2 0,55+ 0,0 0,29+0,1 (0,47 +0,0
Acidez Titulable |92+ 6 67:3 71+2 73+3 71+1 82+0 itrd
(m'eq/zl_)' u TQgeno 54,6164 (49,2:32 (73,484  |507:22 39,5:0,9 |43,9:105
CONCLUSIONES

La aplicacion de biocapsulas de levadura podria ser (til para la vinificacion de vinos dulces, por las ventajas que conlleva dicho sistema de bioinmovilizacion,
como son: la facilidad de retirar las biocapsulas en el momento deseado, su reutilizacion que, ademas de agilizar el proceso, reduce costes, y también se
podrian utilizar en procesos continuos.
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1. INTRODUCCION

Los Vinos Dulces Andaluces se elaboran a partir de Bedso Ximénez y Moscatel, previamente
pasificadas por exposicion directa al sol. Los mostos mluterde estas uvas pasas presentan un
color pardo oscuro, son muy densos y Viscosos, pase&roma caracteristico y un contenido en
azlcares proximo a 400 g/L. Esta elevada concentragiéezicares dificulta la fermentacion del
mosto, que se hace muy lenta e incluso llega a detenerde paja viabilidad de las levaduras,
provocada por la accion conjunta de la elevada presigmtica y la toxicidad del etanol producido
por la propia levadura, que en estas condiciones pregeatanenor actividad en el transporte de
glucosa [1]. Las paradas de la fermentacion provacaaumento de la inestabilidad microbiana que
suele conllevar un aumento de la acidez volatil [2] y comduda obtencion de vinos de baja
calidad.

Las diferentes cepas de&accharomyces cerevisia@xhiben diferentes comportamientos
fermentativos bajo condiciones de estrés [3], se hamitegmocedimientos de seleccion basados en
la resistencia a estas condiciones [4] y también, se hstigao la expresién de genes de respuesta
a concentraciones elevadas de glucosa [5]. No obstEntespuesta de las levaduras a estas
condiciones es compleja y estéd influenciada por multitud déorfss, por lo que se hacen
imprescindibles los ensayos de vinificacion. En este sengidopjetivo del presente trabajo es
realizar fermentaciones a escala de laboratorio con las ¢épy X5 deSaccharomyces cerevisiae
seleccionadas en un trabajo anterior por nuestro equipceriéfermentaciones espontaneas de
mostos de uva pasa Pedro Ximénez.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Mosto, correcciones prefermentativas y condiciosele fermentacion.

Mosto: uva Pedro Ximénez, masa volumica de 1,1543+0,0016,gzlcares reductores de 373+4
g/L; y 22 % v/v de etanol potencial. Acidez titulable 3,30¥0g/L, acidez volatil 0,07+0.02 y pH
4,30+0.02

Correcciones:pH hasta 3,8 con acido tartarico; S&0 mg/L como K S, Og

Fermentacion: 9 fracciones de 750 mL en probetas de 1 L. Tres prehmea un control sin
fermentar, y 3 para cada una de las levaduras erssayeed 24 °C

2.2. Levaduras y cultivos iniciadores.

Cepas X4 y X5 deSaccharomyces cerevisiaesmo-etanol tolerantes [6] en cultivos puros.
Poblacion inoculada de cada levadura sobre cada prob&@:10 células totales/mL

2.3. Métodos analiticos.

Recuento de células:iZ2 Coulter (Beckman)Cinética de fermentacion: medida de la masa
volimica. \ariables enol6gicasmétodos oficiales CEE [7]Volatiles mayoritarios y poliolespor
CG en columna capilar [8]Nariz electronica: basada en la frecuencia de resonancia de
microbalanzas de cuarzo, que cambia segln la masdiadsen la superficie del sensor [9]

3. RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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La Fig. 1detalla el desarrollo de la M c"'"l sl Wmsm “
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Figura 1. Desarrollo de la fermentacion y parada por agiitde alcohol
(v/v) de etanol. En este momento

se procede a detener la Cinética de fermentacion
fermentacion mediante la adicion 1160
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Figura 2. Masa volumica durante la fermentacién

hasta el fin del experimento. 150 200 250

En laFig. 3 se representan los valores medios de los compuestosciofres cuantificadas en cada
los tres experimentos realizados y en una muestra dé¥rataborado de la forma tradicional.

Gréfico A1 Los mostos parcialmente fermentados con X5 presentamesade la acidez volatil
superiores a los fermentados con X4 y ambos son nsgdmes que poseen las dos restantes muestras
no fermentadas.

Gréfico B: Destaca la mayor produccién de propanol, 2-feniletamoétanol de X4, mientras que los
alcoholes isoamilicos e isobutanol no presentan diferenciasXhirexs.

Grafico C. El mayor contenido en acetoina lo posee el mosto controfe(neentado) y el mayor
contenido en acetato de etilo el vino elaborado de la formiitvaal. Los vinos dulces parcialmente
fermentados con X4 y X5 muestran los mayores valoeesa@taldehido, y valores considerados
normales de acetoina, siendo en ambos casos X4 nraylucfora que X5.

Gréfico D: X4 es mayor productora de 2,3-butanodiol y de gliceripg X5, y ambos compuestos
presentan un mayor contenido en estos vinos que en $osedtantes, como consecuencia de la
fermentacion parcial a que son sometidos.
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Figura 3. Caracteristicas de los vinos de uvas pasas Pednéiez. (A) Variables enolégicas

comunes. (B) Alcoholes superiores mayoritarios.GGnpuestos carbonilicos y (D) Polialcoholes
Una nariz electrénica equipada con 7 sensores perméeenidiar entre mostos fermentados y no
fermentadosKig. 4), pero no entre los mostos fermentados. Tampoco &siandiscriminante de
los compuestos volatiles permite diferenciar entre los vindssleos levaduras. Los resultados
obtenidos muestran que la cepa X4, presenta una cinétiieandentacion ligeramente mas lenta
que X5, produce un menor contenido en acidez volatil snayor contenido en 2-feniletanol, 2,3-
butanodiol y glicerina, que X5. No obstante, los vinos Bes®h mejor valorados en una cata ciega.
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Figura 4. Anélisis de componentes principales de los dakienidos mediante una nariz
electrénica y los compuestos volatiles mayoritarios
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1.-INTRODUCCION

El uso de la inmovilizacion celular en procesos fermentativos con Saccharomyces cerevisiae tiene una serie de ventajas econémicas y técnicas con respecto a la
fermentacion clasica con levadura libre, como son aumento de la produccion, reutilizacién de las células y ademas, permite facilmente desarrollar procesos continuos [1].
Uno de los aspectos mas importantes y criticos en la inmovilizacion celular aplicada en Enologia es la obtencion de un buen soporte, que debe ser barato, abundante,
estable y apto para la alimentacion. Se han examinado diversos soportes para la inmovilizacion (alginatos, trozos de manzana, piel de naranja, bolas de gluten) pero han
tenido diversos inconvenientes para su uso en la elaboracion de vinos. Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado con éxito un sistema de bioinmovilizacion natural y
espontaneo entre una levadura de flor y un hongo filamentoso [2], éste muere durante la primera fermentacion, quedando como un soporte inerte para futuras
fermentaciones. Los objetivos de este estudio han sido bioinmovilizar 6 cepas vinicas de Saccharomyces (G1, P29, X4, X5, QA23 y Uvaferm BC) con la cepa H3 del hongo
filamentoso Penicillium chrysogenumy evaluar la eficiencia y aplicabilidad de estos inmovilizados en la produccién de vinos.

2-MATERIALES Y METODOS

G1: velo de flor Montilla-Moriles El seguimiento de la fermentacién
P29: cava del Penedés 5 5 Bioinmovilizacién :medio YNB 150 y a 200 rpm [2]
X4 y X5: mostos fermentados uva pasificada segun la pérdida de peso de -—
QA23: vino de Portugal cada matraz de fermentacion [3] L= | Medio sintético YPD esterilizado
f BC: | ini , i i > 18% v) de glucosa,
Uvaferm BC evadura+vm|ca Conteo de Células de levadura MlcrofermentaCIonesl. T °a(§éoz;, a 250 rpn;
z - s i >
H3: Penicillium chrysogenum N° de celula}s vnabl_es y totales: Matraces (250 mL).' L con los seis tipos de biocapsulas
caldo de cultivo + biocapsulas[1]. ] h con las levaduras en forma libre
Las células de levadura se separaron de las biocapsulas: (| L
una solucién Ringers PARADA i
6 Tipos de diluida ' esterilizada i = i
durante 30 min. a 100 rpm a 4°C. Al 10% (v/v) de Etanol Reutilizaciones sucesivas

“Biocapsulas de levadura”

diferentes 3-RESULTADOS YCONCLUSIONES

VELOCIDAD DE AGITACION CEPA DE LEVADURA

()]
TAMARO DE BIOCAPSULAS 2 3400
a
5 E 5y EAN
1,61 >0 -/ \
n \
4 &8 D 200 =
1,24 =} O f
- O
Diametro 1 8 = 100 - \M‘
Celular 0,84 ° 5 0 ./’\\.
(cm) ol Z T T
0.4 1 2 3 4 5 6 7
0,21 N° de Fermentaciones
Mayor Tamafio: o1 “ o P9 QAm  UafemeC ~G1 = X4 X5 - P29 —— QA23 -+ Uva ferm BC
QA23 Levaduras Inmovilizadas — = = = =
Uvaferm BC Figura 2. Nidmero de células viables libres en el caldo de
G1 [= Diametro 150 rpm @ biametro 200 rpm | fermentacion durante las reutilizaciones

Figura 1. Tamanio de las Biocapsulas de levadura a 150 y 200 rpm
Tabla 2. Duracion de las distintas fermentaciones (horas) y consistencia de las

Tabla 1. Grado de Inmovilizacion e Lo i
biocapsulas en la ultima fermentacion.

Medio Formacion Después de la FL: fermentacion con células libre. FB: fermentacion con biocdpsulas.
Biocapsulas 12 Fermentacion
Totales Tnmovil — Totales Tnmovil — Cepas 13FL/ FB| 2°FB | 3°FB | 42FB | 53FB | 62 FB | 72 FB |Consistencia
Cepas (106 UFC/g) % Viabilidad (105UFC/g) %Viabilidad G1 38/43 23 25 >40 . . - o
g: :: 5: :i" 1‘8“2"5’ :3 :;° X4 25/27 | 14 11 13 12 12 13 [+++
(] (]
x5 42 0.24% 583 67 % xS 20/27 | 16 | 11 | >45 | - = -
P29 109 38 % 571 25 % 2 ZHED ] e & 2 & - il e
QA23 15 47 % 2600 92 % QA23 20/18 23 20 21 21 -- - ++
Uvaferm BC 4 13% 629 91 % Uvaferm BC | 20/23 16 14 13 10 13 13 [+++

CONCLUSIONES
- El hongo filamentoso (H3) podria ser un buen soporte de bioinmovilizacion de las seis cepas de Saccharomyces para realizar fermentaciones en medios
azucarados, podriamos obtener una tecnologia de vinificacion basada en células inmovilizadas con este hongo filamentoso.

- No se ha observado una relacion directa entre el grado de inmovilizacion y la eficiencia de fermentacion.

-X4 y Uvaferm BC, cepas de levadura que, presentaron mayor viabilidad durante la primera fermentacion y mayor consistencia, fueron las que se
reutilizaron un mayor nimero de veces durante el tiempo que duré el experimento y podrian ser las mas idoneas para su bioinmovilizacién y uso en
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ligero incremento en la acidez total en la P29 y QA23 inmovili zadas en esferas de
alginato. Entre cepas se detecté un nivel de acidez volatil algo superior en la P29,
pero siempre por debajo del umbral de deteccién erganolépt ico.
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1. INTRODUCTION BIOETHANOL: Obtention from sugar beet juice fermeation

The obtention of biofuels as ethanol from vegetalairbohydrates shows three phases: i) obtentiarsofution of fermentable sugars, ii) the alcoholic The non sterilized juice was fermented by free hn_‘mm‘)b'“zed cells_fmnﬁ cere"'s?\eel at two temperatures.
fermentation of such solution, and iii) distillatiand dehydration of the ethanol to obtain a proith 99.8% (v/v) of purity. The effect of temperature and the number of usésamthanol production were studied also.

The efficiency of the total process is highly retitwith the energy necessary to obtain the bioelham this sense, there are two points to keep in The fermentation rate and ethanol production wesmpared using the same yeast in free cellsiafdocapsules forms.
mind: i) the carbohydrate source and ii) the dégtdn phase. Two carbohydrate sources are commesey: those containing starch or other non

directly assimilable carbohydrates, which must frs subjected to heat, acid or enzymatic treatsnntonvert them in fermentable sugar, or those Characteristic of pH °Bx (% m/m) Sucrose (g/L) Purity % Potential ethanol (% v/v)
containing fermentable sugar (molasses or beet jentracts) . The first adding the production cost the energy necessary to obtain the bioethanol . .
(Leipper et al., 2006) and the second does nofregpecial treatments, so the cost (economic aedgetic) of the process will be lesser. Sugar beet juice 5.6 14.9 130 87,2 7.60

In the distillation phase, ethanol concentratioayplan important roll, because as much as highéreisconcentration reached by means of the
alcoholic fermentation, a low cost in energy witl becessary for the distillation (Bertolini et 4991). In this way, the fermentative phase shoeld b

optimized using microorganisms producing high comegion of bioethanol and tolerant to high st ion. The omyces Picture 1 Fermentation of sugar beet juice with biocapsules.

cerevisiaeis the microorganism more commonly involved in gheholic fermentation, although the bactétjanomonas mobilisis actually being used Picture 2 Visual aspects of biocapsules after 4
in sugar fermentation (Zaldivar et al., 2001). T_340C l ‘

The use ofS. cerevisiae in media containing high sugar concentration presenseries of problems like stuck or sluggish étations before 7

exhausting the sugars. It is due to the high osnmotissure and to the ethanol toxicity for yeasss@, 1999; Bisson and Butzke, 2000; Aguilera et al. Biocapsules 4 times used at T=28°C
2006). Thus, the glucose transport activity of ye&sins is lower in media containing high initsaigar concentration, producing as a consequesse le
ethanol (Salmon and Mauricio, 1994).

Usually, yeast strains involved in the industrisbgesses have a limited osmotolerance, so the f¢atiem media have sugar concentrations below
20% (w/v). Therefore, the use of osmotolerant ystiains and highly ethanol producer is desirabliaé production of bioethanol.

On the other hand, the immobilization of yeastsceiows a number of advantages for industrial fetatiens, such as an increase of yield, cellular
stability and a decrease in the production costs tduthe ease for cell recovery and reutilizatiomof@illot et al., 1994). The immobilization of
osmotolerant and high ethanol producer yeast stonld be a solution for the fermentation probledsedia with high sugar concentration, allowing
areduction in the cost of the bioethanol produrctio

In this work, we have isolated, selected and biciitized osmoethanol toleraBt cerevisiae strains, which the aim is to realize fermentationbigh
sugar concentration media. To evaluate the imphbigh sugar media on selected yeast strains eellylowth, fermentation kinetic and bioethanol
production were analysed.

2. MATERIALS & METHODS

Isolation, identification and selection of yeast sains: Yeast were isolated from fermented grape mustsraterom ripe and dried grapes of Pedro
Ximenez variety, cultivated in the Montilla-Morilesea. The identification was carried out by thargh Type Culture Collection (STCC). Six yeast
strains were selected by their osmotolerants cteaistics and their ethanol production called X2, X, X5, X6 and X9 from fermenting dried grape
juice with 400 g/L of initial sugars. All these s are strains @ cerevisiae with a similarity of 591/592 (99%) on the sequeAd048154.1 (26S
rRNA). In addition, thre&S cerevisiae strains, E1 (ATCC: MYA-425), G1 (ATCC: MYA-2451) and Elhighly tolerant to ethanol, were isolated
from ripe grape musts contains above 265 g/L oamjglthough G1 is the predominant flor veil fangiyeast in biologically aged wines.

Bio-immobilization of yeast strains The bio-immobilization was carried out without extal supports using tHenicillium chrysogenum H3 strain, Figure 6. Effect of temperature and population of free yeast cells added on fermentation rate and ethanol production.
filamentous fungus and G1 and X5 yeast strainsviotlg the method of Peinado et al. (2006), patéf@/2004/029240PCT/ES2003/000485.

Growth media and fermentation conditions:Yeast cells were cultured on YPD medium and incetbat 24°C, shaking at 200 rpm and collected by = ¢ Beet juice fermentations with free yeast cells. T= 28 ¢C s Beet juice fer ions with free yeast cells. T= 342C
centrifugation at 3500 g. Fermentations were carried out at 24°C in 50 riddfatubes containing 20 ml of a solution with 1&gt extract, 2%

peptone and increased concentration of glucose 2®to 45% (w/v). Fermentation media were sterili3® min by fluent steam. Fermentations with 7
free yeast cells were inoculated with 4%&6lls/ml. The Falcon tubes were punctured with goligrmic needle and shaken at 150 rpm.
Fermentations with immobilized yeast cells wergiedrout in media containing 45% (w/v) of glucoseler the same conditions that those above

described. Previously to adapt the immobilizatipstam to the fermentation, biocapsules with theeseamcentration of yeast cells than in the frek cel 35 5,0 mill § 5
fermentations, were inoculated on YPD medium wiRo4w/v) of glucose for 5 days, and then biocapsulere washed twice with the same fresh § a 10mill ® 5,0 mill
YPD medium and used in the following fermentatigpplication to ferment the sugar beet juice wasied out with the selected yeast in both forms: & 20mill % 4 =10mill
free and bioimmobilized. @3 —Control 1mill £3 20mil
Analytical methods : The number of total cells was determined usinglectmnic particle counter (Beckman Coulter Z2 Pét@ount and Size 2 Control Lmill
Analyzer). Development of the fermentation proagas monitored via the amount of Cf2leased as measured from the weight loss (Sabiseo 1 2 ~Controlimi
al., 1987; Belyet al., 1990). The ethanol concentration was quantifiedgithe enzymatic kit of Boehringer-Mannheim, Genya 1
0
3. RESULTS & CONCLUSIONS 0 0 4 6 s 100 120 140 °
Hours o 20 40 60 Hours 80 100 120 140
7 ) . L )
Figure 1. Effcct of sugar concentration on the mumber of] 22 Figy o i o Figure 7. Effect of temperature and number of uses of immobilized yeast cells on fermentation rate and ethanol
E reached by yeasts production.
- 20 " Beet juice ions wiht yeast bi T=2829C Beet juice fermentations with biocapsules. T= 34 °C
2 8 8
=64 =
- S ’ ’
4 2 6 6
P g 2
z & s s B
2 X2 +X3 < —X4 b ®
g 5 54 54
z X5 = X6 14 X5 X6 e X9 25 _,:%3
& &
=112 —Gl » -=F12 4-G1 —EL 2 )
4 . . . : : . 20 25 30 35 4 45 50 t 1
20 25 30 35 40 45 50 9% Glucose (wiv) 0 0
%% glucose () 00 18 30 33 50 53 70 75 83 3 105133 150 13 B3V 700 00 18 30 35 40 50 70 75 85 95 105 1.0 12.0 20.0 23.0
‘ Figure 4. Fermentation kinetic of yeasts in glucose (45 % w*v) Hours of fermentation Hours of fermentation
‘ Figure 2. Fermentation kinetic in relation with initial gluse concentration ‘ 0,035 Eermentations  carried out with
— - . : Table 1. Bioethanol efficiency production and hours (H) of ferme ntation .
s e s B cerevisiae G1 free cells, yielded about 93%
R . o a o
I e 0,028 X5 -—&X6 -+X9 of the maximum bioethanol productlon n G-l Yeast ToC|Usel | H |Use2| H |Use3|H Use4| H Use5| H
Glucose 30% =F12 —Gl —El 21 hours at 28 °C and 98.6 % in 20 h at|33%immobilized | 28 | 91 23| 90 |17.5| 92 |23 | 92 (10.5
- L A 1
5 002 °C. The efficiency diminishes, specially af®'® 34| 97 [20] 98 |20 [ 90 [11] 87 | 12 | 84 [105
1 g 34 °C, when the free cells are reutilizedfin _ 28| 93 21|92 | 21|85 |21
N ree cells
- — 0014 batch fermentations. 34| 99 [20] 56 | 20
e ] ) 0,007 The same yeas cerevisiae G1 cells in a bioinmobilized form, showed an uniform efficigrat 28 °C
" " P after four reutilizations and a higher rate fermentation #iciency at 34 °C.
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EFECTOS DEL USO DE BIOCAPSULAS DE LEVADURA EN LA FERM,ENTACIéN DE
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INTRODUCCION

La produccion de vino fino se realiza fundamentalmente en las zonas de Jerez y de Montilla-Moriles, y comprende dos procesos secuenciales. El
primero consiste en una fermentacion alcohdlica del mosto de uva llevada a cabo por levaduras y el segundo proceso denominado “crianza biolégica”
lo realizan levaduras de flor que producen un velo o biofilm sobre la superficie del vino obtenido en el primer proceso. Estas levaduras cambian su
metabolismo fermentativo por otro oxidativo o aerobio, y son las responsables de las caracteristicas organolépticas del vino fino.

La aplicacion de la inmovilizacion celular en procesos fermentativos tiene una serie de ventajas técnicas y econémicas con respecto a las
fermentaciones clasicas con células libres, como aumento de la productividad, menor riesgo de contaminacion, se puede reutilizar y retirar
facilmente las células en el momento deseado, y ademas permite desarrollar facilmente procesos continuos. Hemos conseguido una bioinmovilizacion entre una
cepa de levadura de flor (Saccharomyces cerevisiae G1) y una cepa de un hongo filamentoso (Penicillium chrysogenum H3) bajo unas condiciones especiales
(Peinado et al, 2006), en la que se forman esferas huecas con los dos microorganismos a las que hemos denominado BIOCAPSULAS DE LEVADURA.

El objetivo del presente trabajo ha sido comparar el uso de estas biocapsulas de levadura en fermentacion y en crianza bioldgica de vino con células libres de la levadura.

MATERIALES Y METODOS |

MOSTO DE UVA Pedro Ximénez Microorganismos: Para la produccion de biocapsulas se ha usado una levadura de flor, Saccharomyces cerevisiae G1
FERMENTACION y como hongo filamentoso Penicillium chrysogenum H3.

N

CR!ANZA BIOLOGICA Mosto de uva y condiciones de fermentacion: Se ha usado un mosto de uva de la variedad Pedro Ximénez

j procedente de la D.O. Montilla-Moriles (Cordoba, Espaia). Se realizaron 2 tipos de fermentaciones en matraces
L
/|

Erlenmeyer con 1300 mL de mosto (L= levaduras libres y B= levaduras inmovilizadas). Las fermentaciones se
realizaron a 21°C. Terminada la fermentacion, los vinos obtenidos se decantaron. Se vertio el sobrenadante y
las biocapsulas de levaduras se lavaron con agua destilada estéril fria. Se procedié a los 2 tipos de crianza
bioldgica.

Meétodos analiticos: Las fermentaciones se monitorizaron por la cantidad de CO, liberado como medida de
la pérdida de peso. Los parametros quimicos generales se cuantificaron segiin los métodos oficiales. Los

1300 mL mosto/matraz 200 TL yino/ matraz compuestos volatiles may_oritarios y polioles se determinaron mediante cromatografia de gases segtn el
4x106 cél/mL 4x10° cél/mL método propuesto por Peinado et al, (2004).
RESULTADOS |

CINETICA DE FERMENTACION
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Fig. 1. Velocidad de fermentacion de las células libres e inmovilizadas frente al © ‘ ‘
tiempo en mosto de uva Pedro Ximénez. La monitorizacion se realizé por pérdida UBRES JINVIOVILI
de peso de los matraces de fermentacion debido al desprendimiento de CO.,. v
VINO LIBRES INMOVILIZADAS
VARIABLES FERMENTACION CRIII\NZA FERMENTACION CRIII\NZA
ENOLOGICAS BIOLOGICA BIOLOGICA Tabla 1. Concentraciones de /a.
pH 3.4+ 0.01 3.3 +0.03 3.5+ 0.00 3.5+ 0.02 variables enoldgicas en vino e
A.V. (g/L acétic.) 0.4 + 0.05 0.6 £ 0.02 0.3 + 0.02 0.4 + 0.05 fe_”;{e’ftac"’” y en crianza
jologica.
Etanol (%v/v) 10.9 + 0.16 9.7 + 0.09 12.6 + 0.23 11.1 + 0.16 o
Azucares (g/L) 2.5+ 0.00 1.8 +0.14 2.5+ 0.00 1.6 + 0.07
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Bajo unas condiciones especiales se ha conseguido una bioinmovilizacion espontanea y estable entre una levadura (Saccharomyces cerevisiae
G1) y un hongo filamentoso (Penicillium chrysogenum H3) sin adicionar soportes externos. De esta manera, se han obtenido esferas lisas y
huecas formadas por ambos microorganismos a las que hemos denominado BIOCAPSULAS DE LEVADURA.

Microorganismos | |Condiciones de formacién de BIOCAPSULAS Estudio Microscopico |

YNB SIN AM[NOi\CIDOS
ACIDO GLUCONICO
TAMPON FOSFATO pH 7
AGITACION: 150-200 rpm
TEMPERATURA: 28°C

Inoculacion: 2-4 x 106 células/mL

y 2 asas de siembra con esporas
del hongo filamentoso

ejoe

| Estudio Microscopico |

Penicillium chrysogenum (H3)

~ Facil recuperacion
| REUTILIZACIONES

|Experimentos con tubos de diélisis|

Tras la primera fermentacion el hongo filamentoso muere.
Mediante tubos de dialisis hemos demostrado que el hongo
filamentoso muere por contacto célula-hifa.

A: Biocapsula fresca sobre agar YPD.

B: Crecimiento de una esfera del hongo filamento sobre agar YPD
después de 5 dias en caldo YPD (20% glucosa p/v) con levaduras
fuera del tubo de dialisis.

C: Crecimiento de una biocapsula de levadura en agar YPD
después de 5 dias en caldo YPD (20% glucosa p/v) donde las
células de levadura estuvieron en contacto con las esferas del
hongo.

Contacto célula-hifa

! CONCLUSIONES \
& SE HA OBTENIDO UNA BIOINMOVILIZACION ESPONTANEA ENTRE UNA LEVADURA Y UN HONGO FILAMENTOSO SIN
SOPORTES EXTERNOS. i i
& EL HONGO FILAMENTOSO MUERE TRA,S LA PRIMERA FERMENTACION POR CONTACTO CELULA-HIFA.
& ESTE SISTEMA DE BIOINMOVILIZACION ES ESTABLE, PUEDE APLICARSE A DISTINTOS PROCESOS FERMENTATIVOS.
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Tradicionalmente, la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha usado en alimentacién, principalmente por su produccion de etanol en bebidas alcohélicas durante miles
de afios. Las células inmovilizadas en procesos fermentativos de interés aporta una serie de ventajas técnicas y econdmicas frente a los sistemas convencionales de
células libres [1]. Nuestro grupo de investigacion ha puesto a punto un sistema de bioinmovilizacién que consiste en una co-inmovilizacion espontanea de un hongo
filamentoso (Penicillium chrysogenum H3) y una levadura (Saccharomyces cerevisiae G1), en ausencia de compuestos quimicos de unién y de soportes externos,
mediante la creacion artificialmente de condiciones adecuadas para favorecer una simbiosis [2]. Al inmovilizado creado, que son esferas huecas de ambos
microorganismos, lo hemos denominado “BIOCAPSULAS DE LEVADURA”, y éstas pueden ser aplicadas a diversos procesos fermentativos. El objetivo de este trabajo ha
sido realizar un estudio protedmico comparativo entre las células de levadura en forma libre y en forma bioinmovilizada en el medio de formacién de las biocapsulas de

levadura.
MICROORGANISMOS BIOCAPSULAS DE LEVADURAS MEDTO DE FORMACION DE
BIOCAPSULAS DE LEVADURAS [2]

Saccharomyces cerevisiae (G1) Penicillium chrysogenum (H3)

YNB SIN AMINOACIDOS

ACIDO GLUCONICO

TAMPON FOSFATO pH 7

——e——— AGITACION: 150-200 rpm
TEMPERATURA: 28°C

Inoculacion: 4 x 106 células/mL G1
y 1 asa de siembra con esporas
del hongo filamentoso

O exteriors 2-250 mm

CULTIVO CELULAR
, ' LISIS CELULAR . .
Lebehalls [~ _ EXTRACCION PROTEINAS ELECTROFORESIS 2D
B): CELULAS & _ - :
glz)INMOVILIZADAS 3000 gv:{ocl o — 125 bEVIDRIO |, = | <mmmmmpp TCA 10% diluida ACETONA FRIA —>
DE G1 + H3 *TAMPONES 1y 2 Concentracion Proteinas: Método BRADFORD [4]
4ms==NaCl 100 mM

Filtracion (180um; 30um)

*Tampon 1: SDS (5%); TRIS-HCI (0.5 M); pH 7.5

IEF: IPG de 17 cm, con gradiente de pH no lineal +N3-10 (Bio-Rad)
Tampon 2: Thiourea (2 M); urea (7 M); CHAPS (4 %); DTT (1%); Pharmalite 3-10 (2 %) [3]

en un PROTEAN IEF CELL 50 pA pertira hasta 40 000 Vh

IDENTIFICACION DE PROTEINAS-UNIDAD
DE PROTEOMICA-SCAI de la UCO

TINCION CON
\ CBB G-250

MALDI-TOF

2D: (SDS-PAGE) 13% de poliacrilamida en un PROTEAN II CELL
60 mA pergel

Programa PD-Quest 8.0.1 (Bio-Rad)

\

BUSQUEDA DE IDENTIFICACION DE PROTEINAS EN LA BASE DE DATOS

El nimero de spots encontrados en los geles de las células libres de levadura fue aproximadamente del doble de los observados en los geles de las
células de levadura inmovilizadas probablemente debido a que la levadura reduzca su sintesis, porque vive a expensas del hongo filamentoso en
forma de simbiosis

La totalidad de las proteinas cuantificadas se encuentran en la base de datos de SwissProt de Saccharomyces cerevisiaey en ambos
casos abundan las proteinas de la glicolisis

En la actualidad, se esta continuando con el analisis de proteinas de estos geles en estas dos condiciones ensayadas

En conclusion, el analisis protedmico de ambos geles bidimensionales muestra una disminucion importante del nimero de spots en las células de levadura
co-inmovilizadas con el hongo filamentoso. La mayor disminucion corresponde a proteinas basicas de bajo peso molecular.
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INTRODUCCION
Saccharomyces cerevisiae es un hongo sacaroflllco, en su habitat se encuentra con elevadas concentraciones de azicares. El proteoma de Saxhammyces cerevisiae en medios propicios para
fermentacion industrial esta e estudi Sin go, existe un desconocimiento del pr p do porlal dura en condiciones mas restrictivas a la fermentacion, como es
su comportamiento en dios oxidativos.
Nuestro objetivo es comparar los proteomas que se observan tanto en medios fermentativos como en medios omdatlvos de manera cuahtatlva y cuantitativa. Vamos a discutir el nivel de expresion
diferencial que se produce en proteil C en dios asi como qué protei pueden estar pr es en b
MAIERIALES Y METODOS
Se utilizé una cepa industrial de haromyces cerevisiae para inocular dos tipos de medios (fermentativo y oxidativo):

19) Medio Fermentativo: YPD 17% de glucosa, 1% de extracto de levadura, 2% pep bacterioldgica.
20°) Medio Oxidativo: YNB sin aa 0.67%, acido glutamico 10mM, 1% de glicerol y 15% de etanol.
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o Fermentat A Extraccion y limpieza - proteinas en proteinas
s Recoger y lavar células Romper células de proteinays L 2 D PAG E bases de datos identificadas

Materiales para la extraccién de células y lavados: Tubos eppendorf 1.5ml-2ml, centrifuga eppendorf, centrifuga tubos falcons, agua destilada mQ, hielo picado.

Materiales para la rotura de células y extraccién de las proteinas: Bolas de Vidrio 600 pm diametro, vértex, vibrogen, tampén de extraccion (Tris 100 mM, a pH 8.0, PMSF 1mM, EDTA1 mM, DTT2 mM,
cdctel de inhibidores de proteasas), hielo picado.

Materiales para la precipitacion, limpieza y solubilizacién de las proteinas: Acido Tricloroacético (TCA), Acetona -20°C, DTT 0.07%. Tampén de solubilizacién Urea 8M, 2% CHAPS y DTT 20mM, hielo
picado, congelador -20°C, tubos eppendorf 1.5ml-2ml.

| RESULTADOS |

Se obtuvieron los siguientes geles, los cuales fueron procesados por el software PD-Quest 8.0.1:

Weda Wedia 1tio
‘ MEDIO FERMENTATIVO ‘ i N f o fementaion() deswst | CV% owidifivol) desvest  CUY% | faley) | student
Mo | 4D | S0 [ mp | e@ [ e o [ om - N
\ GEL MAESTRO \ EEAGEAED . 45 ‘ > nesako M| e | A W 0B o - BN
20 WE | W2 | SE | WD | we [ ss | o | o - - o
s 662 k0n ‘ 455 ‘ 93 v 9 | B0 | SN | W¥ | 86 | ®8 | 0 | @ - - e
] . Ovoalbimina 45 kDa R T -
. WOOBB 5K NG M oW 0 W - -
. " , [ es | e | sy E@ | B4 | 0 [ o
45kDa oo X : W 0B | 4 WE O RD DB 0w g g
Aahidrasa carbsnica . — - el W BB | E | M50 M | S W 2NN w0
Anhidrasa - - - u=s [ W 4B | 0 | %55 | 08 | B8 | W5 | Wm g | o
i — r Intibidor de a trpsina e o D8 64 RS M0 5 0 - .
e w, WL - Aske | p— - - WmA e B WM B 0w - E
= *S, ’ ' ' v E B B | 56| EBE | M | KR W ME EE O
o - .- - Lsorima 144 kb - -t i B | BW | 65 | 0 | 6% | 8% | o0 | oo - 5
215k0a Lisozima 14.4 kD2 —— R - WO BB | SE | WE | 0| 0B | ma | MmE K\ | I
- ] > : i Aprotirina 65402, | — B2 BB | e MWAE | CMRM BB NG0B EE W
] - o' forounina 6302 - - - —— = 2 R R I RERE R R .
p— - - i A 10 | BB | LE | B0 | Mk | A0 | mu3 | i WE | 4
- ‘ Sl REPETICION 1 REPETICION 2 R gy an |
) WO BW | SE | MRS BRIE | A0 W®A MM BB @
\ MEDIO OXIDATIVO \ W[ 26 | sE | e | [ 98 | s s | )@
: " SB[ BN | G0 | W9 | a@ [ 05 | sse ] B0 68 |
35 Ferm;:ff = Ferm;g;m ' 455 ‘ 655 ‘ 93 \ 455 ‘ 655 ‘ o3 W | 5B BE | MEE | qF My || 39
706 0 0 TERET] BSA662KDa  —— ~ ESSe 208 mo A% | SM | BB | I E w2 3|1
! ! - Hpt D T E WE |
] 0 [ 5397 | GGG = @ e~ 1 iR 1 EEE L = y
; : ) e WE | 20 | SN [ @p | wd [ a5 | mE [ ms e | F
Tabla 2. Spots cualitativamente presentesenmedio | . i Ovoalbimina 45 ko2 L e WORE | Sk WS s B0 ¥ D%t |
S Oe" b se - i - e BB @8 S| ML WG| G U W%t I
Earmigiiaae | Femenaghn i Bl saidsa cabénca -G g PG ERE T A9 TR 3@4920« ]
s P fop2 ' ' PO ; . 2 - i REER WHEM M GRD | me M I
00 e ™ GEREE by = g - o - s WO WM | SE | ORI | M0 | BB W wE | f
" 1524 i 05 3068 o3 bor dets s . 5| TSRS | Wa | 21 s &l 280
1608 486 1339 97065 | 112205 | mnhibidordelatripsina -] 25k i . M5 IBR BB BGES ) MR
8410 795 232 | 396F | 31323 215403 - R0 5K | WMD) wE | ep Wy @ fE | 3
1604 1120 B0 7210 | 21412 iz - B | B0 | 64 | M5 | WS | @0 | ox | o - :
810 A7 i 70 R4 | T LA Lisozima 14.4 kDa . a
207 67.7 272 16517 | 13043 Aprotinina 6.5 kDa - - Tabla 1. Tratamiento estadistico de 36 spots, los que
Gl 5965 S 2t L2202 L 3 4 o - fueron identificados por MALDI TOF/TOF. Se obtiene un
Tabla 3. Spots cuantitativamente méas _ 22,12% de coeficiente de varianza global del
?::“re;‘at::t :n s-:er::: r;):::::zo c:.ue EI‘ medio REPETICION 1 REPETICION 2 ?:)pelrlmJetho. I::lel de sJ|an:' :tamaon p< 0.,05
nor
CONCLUSIONES

Se ha observado que la expresion de los spots en geles de medio oxidativo esta mucho menos acentuada que en los geles de fermentacion, asi como que el numero total de spots expresados es menor
que en el caso de fermentacion. Se ha comprobado que las proteinas en ambos geles bidimensionales pertenecen fundamentalmente a la glicolisis, gluc intesis de glicerol. Por otro
lado, se han encontrado proteinas expresadas en medio oxidativo que no estan presentes o estan presentes en menor cantidad respecto al medio de fermentacion. Estas proteinas se relacionan con el

estrés oxidativo y act te estan siendo estudiadas. La mayoria de las proteinas cuantificadas se encuentran en la base de datos de SwissProt de Saccharomyces cerevisiae
(www.expasy.ch/sprot).
7
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denominado “biocdpsulas de levadura”, y éstas podrian
aplicadas a diversos procesos fermentativos.

a Segun el protocolo seguido por Garcia-Martinez and Mauricio (2010). SeProt

(B): CELULAS z ,
BIOINMOVILIZADAS 5) IDENTIFICACION DE PROTEINAS

DEG1+H3 Ly Clrie Ll Cles sl (UNIDAD DE PROTEOMICA-SCAI de la UCO)
El objetivo de este trabajo ha sido realizar un estudio 2) LISIS CELULAR 6) MALDI-TOF

proteémico comparativo entre las células de levadura en .

forma libre y en forma bioinmovilizada en el medio de 3) EXTRACCION PROTEINAS 7) Programa PD-Quest 8.0.1 (Bio-Rad)

formacién de las biocapsulas de levadura. 8) BUSQUEDA IDENTIFICACION PROTEINAS EN
4) ELECTROFORESIS 2D BASE DE DATOS
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MATERIALES Y METODOS

- 19) Medio Fermentativo: YPD 17% de glucosa, 1% de extracto de
INTRODUCCION levadura, 2% peptona bacteriolégica.
Saccharomyces cerevisiae

(G1) 20) Medio Oxidativo: YNB sin aa 0.67%, acido glutamico 10mM,
La crianza biolégica es un proceso de envejecimiento de ciertos 1% de glicerol y 15% de etanol.
vinos en el que intervienen distintas cepas de Saccharomyces
cerevisiae que se les denominan “levaduras de flor” y que son 1) CRECIMIENTO CELULAR . r .
las responsables de las caracteristicas organolépticas de estos . Bolas de V!drlo 600 pm .dllamet_ro, vortex,
tipos d(:I vinos.':I Estas Ie\:laduras p:eden fermentali) un medio 2) LISIS CELULAR "'ba":gle's‘rotag‘wll’;: f:‘;Xtéanr‘:innSL";gg $:I
azucarado y después de agotados éstos cambiar a un ” . e LT ’ ’
metabolismo oxidativo y formar un biofilm o biopelicula sobre 3) EXTRAC(:'ON'PROTElNAS . coctel de inhibidores de proteasa:).
la superficie del vino llamado “velo de flor". 4) PRECIPITACION PROT. Acido Trlgloroacetllco (TCA), Acetona -.20 G
En este trabajo se ha comparado por primera vez el perfil DTT 0.07%. Tag;:o;o;:lecs:‘l\t:,lgl|zaD<.:I|_:_>nz.oUr;a
protedmico de una cepa de levadura de flor, Saccharomyceces 5) 2D-PAGE 1 £70 y e

cerevisiae G1, fermentando y bajo velo de flor.

6) BUSQUEDA E IDENTIFICACION PROTEINAS EN BASE D E DATOS

7) ANALISIS E INTERPRETACION DE LAS PROTEINAS IDENT IFICADAS
Programa PD-Quest 8.0.1 (Bio-Rad)

Segun el protocolo seguido por Garcia-Martinez and Mauricio (2010). SeProt
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INTRODUCCION El uso de sistemas de células inmovilizadas en procesos fermentativos de interés, como la elaboracién de productos alimenticios (vino, vinagre,
cerveza), es un area de investigacion muy atractiva y emergente debido a las ventajas técnicas y econdomicas que presenta comparado con los sistemas tradicionales de células
libres [1]. Nuestro grupo de investigacion ha optimizado un sistema de bioinmovilizacion, que consiste en una co-inmovilizaciéon espontanea de un hongo filamentoso
(Penicillium chrysogenum H3) y una levadura de flor (Saccharomyces cerevisiae G1), en ausencia de compuestos quimicos de unién y de soportes externos. Bajo ciertas
condiciones se induce una unién entre ambos microorganismos, en el que se obtienen unas esferas huecas que hemos denominado “biocapsulas de levadura”, y que se podrian
aplicar a diversos procesos fermentativos [2]. El objetivo de este trabajo ha sido realizar un estudio proteémico comparativo entre las células de levadura en forma libre (L) y en
forma bioinmovilizada (B) en el medio de formacion de las biocapsulas de levadura.

. ) 1) CULTIVO CELULAR 4) ELECTROFORESIS 2D
MATERIALES Y METODOS W (L): CELULAS IEF: IPG de 17 cm, con gradiente de pH no lineal
T romyces cerevisiae (G1) LIBRES DE G1 +N3-10 (Bio-Rad) en un PROTEAN IEF CELL
BIOCAPSULAS DE BIOCAPSULAS DE LEVADURAS (B): CELULAS SO per tirahasts
LEVADURAS YNB SIN AMINOACIDOS  BIOINMOVILIZADAS 40 000 Vh
TAMII\?((;)’II? (F)O(;SI-FlIiSI:'gI:I: 7 2) LISIS CELULAR SDS-PAGE: 13% de poliacrilamida en
AGITACION: 150-200 rpm e e — un PROTEAN II CELL 60 mA pergel

TEMPERATURA: 28°C *TAMPONES 1y 2

; , 5)TINCION CON CBB G-250
Inoculacién: 4 x 10° células/mL G1 3) EXTRACCION PROTEINAS
v 1 asa de siembra con esporas .y 40y, giluida ACETONA FRIA 6) MALDI-TOF

del hongo filamentoso
O:3mm Concentracion Proteinas: Método BRADFORD [4]

—»

Penicillium chrysogenum (H3) |

*Tampon 1: SDS (5%); TRIS-HCI (0.5 M); pH 7.5
Tampon 2: Thiourea (2 M); urea (7 M); CHAPS (4 %); DTT (1%); Pharmalite 3-10 (2 %) [3]

~ s -
RESULTADOS 7) IDENTIFICACION DE PROTEINAS-UNIDAD DE PROTEOMICA-SCAI de la UCO
I
35 6,0 8,0 9.2 w
Pl (pH) ]
97 _| ! ‘ &
4
66 P @ Tabla 2. Pmtelnas ldentlﬁfzdas agrupadas segiin su funann y/0 proceso en el que participa,
SSP, utilizada y dentro de la célula de levadura en
45 _| forma Libre.
FUNCION SSP DE LA TURA inULO
BIOLOGICA PROTEINA (n° Acceso) CELULAR
Pm Respuesta a 0102 Proteina Q12335 Mi
(k) estrés secretada de
5706 Aldehido P46367 Mi
deshidrogenada
31 _| i i
Metabolismo 3810 Piruvato P06169 CN
21 carbohidratos descarboxilasa N N o N
Figura 2. cultivos celulares y geles bidimensionales.
4406 Ammo -desoxi- Q03266 c
6 . @mz . _ liasa
" @w . @ ﬁzm g - 5601 Enolasa’2 P00925 c Tabla 3. Proteinas identificadas agrupadas segiin su funcion y/o proceso en el que participa,
.o K. . - - - 6302 Alcohol P00331 c SSP, utilizada y izacion dentro de la célula de levadura
. % e 2003 - m.. a' .- deshidrogenasa Bioinmovilizada.
@t ot 0 QT 3! " o 2 FUNCION Ssp DE LA P i TURA (N° ACCESO) | ORGANULO
.3 oo M= .. . : 6436 Gliceraldehido- P00359 c BIOLOGICA CELULAR
o5 ° N - . oo 3-fosfato Control ciclo 1107 ina sintasa Q12455 c
- . .. : * =« =9 = des""\f”zel"“a = = celular 0011 Proteina F-Box COS111 P38308 N,C
icohol "
Figura 1. Gel "mdster” representativo del proteoma de la levadura 7517 deshidrogenasa HO21 BIOTEINSISCELG0) P06105 N
S. cerevisiae G1 abtemdo por 2-i ED Se detallan todos Ios spots que 1 2006 | Factor de Pre- cwc2 Q12046 N
D v iva en 9306 Fosfoglicerato P00950 «© Sintesis de ARNr | 0107 Ribonucleasa P P53833 N
células de levadura en forma libre y bioinmovilizada. mol,%;sa'; y ARNt
Maduracién ADN 1007 | Proteina de unién a una sola P25555 N
N: Niicleo; C: Ci Mi: Mif ia. SSP: i itati ‘hebra ADN
SSP: proteinas cualitativas) Reparacion ADN | 1112 | Proteina de reparacion del P12753 Mi
ADN RAD50
a 4104 6xido di P00445 C,Mi
estrés 7
- " 0113 Proteina GRE 1 Q08969 c
Tabla 1. Resultado global del anélisis total mediante el =2 I 4 =
T POole AT S DL e En conclusion, el analisis proteomico de 4103 | Proteina de union a ARN P10080 o
P o Lo los geles bidimensionales en las dos Transporte 1108 ATPasa vacuolar P17255Q06704 v
2 levad ns: no I B oL 6202 Golgin IMH1 ©
- - condiciones estudiadas indica que las Metabolismode | 1203 | Fructosa-bisfosfato aldolasa P14540 @
. , §
proteicas PDQuest Ms proteinas expresadas en las células de Carbobidratos | 4101
) levadura bioinmovilizada tienen 3407 i ido-3-fosfat P00359 c
Cambios 112 8 lenlL g g e 5106 deshidrogenasa
Conlitatives funciones relacionadas con la reparacion G 709
et duracién del ADN, con el control del 7004
Cambios 412 43 |36 (p< 0,05) Y_ macurscion i ., . 8004
Cuantitativos e ciclo celular; ademas de la sintesis y 2003 Enolasa 1 P00924 c
oz , a . p -
TOTAL 524 51 traduccion de proteinas, funciones :':e‘:g"é"t'i':;“ 2106 Guanilato quinasa (A L7
implicadas en el control tanto a nivel de i 6108 | Glutamil-ARNE s 46655 c
a ooz . =
ciclo celular como de transcripcion. Soreomoiecular: | 3408 Factor 2 P32324 c
5 5101 | Proteina ribosomial 60S L21-A Q02753 c
Por Io tanto, estos resultados sugleren que existe una defensa de Ias Ievaduras mmovullzadas ;’::‘,';‘;’e?,',‘as




Fermentaci on parcial de mostos de uvas
Pedro Xim énez con dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae, utilizadas en
forma libre e inmovilizada, e influencia en la

Nieves Lopez de Brma dTeresa éo n-Mgrtlne\!QJan Jos %I%renrn ﬁxgarlos%aunm§ Rafael Andrés Peinado?®

1Departamento de Quimica Agricola y Edafologia. Edificio C3. 2Departamento de Microbiologia. Edificio C6. "Tlf.: 957 218 534, e-mail:
b92lolem@uco.es
Campus de Rabanales. Universidad de Cordoba. 14014 Cérdoba.

Aceptable @ Deseable

| Indeseable

15 %
EtOH
afadido

/ Fermentacién hasta 8 % EtOH

X4L C

Frecuencias absolutas
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levaduras. En el presente trabajo
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3. RESULTADOS
b. Analisis estadistico

ANOVA multifactorial (p<0,05 estadisticamente significativos)

pasificadas Pedro Ximénez con
dos cepas de S.cerevisiae, X4 y
X5, con gran resistencia osmoética
y produccion de etanol. Ambas se
inocularan libres e inmovilizadas,
presentando esta ultima forma
una serie de ventajas. Se
estudiara el impacto de la
fermentacion en los

y en las
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0,2322
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0,0063
0,0042
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3. RESULTADOS por el método de Ward

a. Volatiles mayoritarios
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Los vinos dulces obtenidos por
fermentaciéon parcial de mostos
de uva pasificada Pedro Ximénez
presentan mayor complejidad
aromatica que los elaborados de
forma tradicional, sobre todo
con la levadura X4 inmovilizada,
ya que aparecen aromas
secundarios conservando parte
de los aromas primarios.
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Elaboracion tradicional de vino dulce PX en la D.O. Montilla-Moriles
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1. INTRODUCCION

La nariz electrénica ha resultado una herramienta eficaz para el estudio de los compuestos
voldtiles en la industria de los alimentos. En Enologia, se ha usado para la diferenciacion de
vinos obtenidos a partir de diferentes variedades y en diferentes campafias y para el
reconocimiento de contaminaciones por Brettanomyces u otros agentes productores de olores
extrafios e indeseables [1] [2] [3] [4] [5] y [6]. Recientemente se ha usado para diferenciar
calidades de vinos y para el estudio de tratamiento de deshidratacién de las uvas y de vinos
dulces elaborados mediante fermentacion parcial o sin fermentacién de las uvas Pedro
Ximénez pasificadas [7] [8] [9] [10] y [11]. Por otro lado, las técnicas de analisis por
cromatografia de gases estan muy consolidadas y existen numerosos métodos y protocolos de
analisis robustos y ampliamente utilizados en los laboratorios enolégicos para la cuantificacion e
identificacién de los compuestos volatiles. No obstante, estos métodos suelen ser laboriosos,
requieren un equipamiento caro y sofisticado y un personal altamente cualificado, por lo que
suelen reservarse para problemas muy especificos y en puntos criticos importantes del proceso
de elaboracién o en la caracterizacién del producto final, previamente a su comercializacion.

En este trabajo se estudian los contenidos en compuestos volatiles mayoritarios y la respuesta
de una nariz electronica con el fin de establecer diferencias objetivas entre 5 tipos de vinos
elaborados en la Denominacién de Origen Montilla-Moriles a partir de la variedad de uva Pedro
Ximénez.

2. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 3 muestras de vinos embotellados de cada tipo: joven, fino, amontillado, oloroso, y
Pedro Ximénez, que fueron seleccionados por los catadores oficiales del Consejo Regulador de
la Denominacién de Origen Montilla-Moriles como representativos de los 5 tipos de vino
elaborados en esta zona vitivinicola.

Las variables enoldgicas se cuantificaron mediante los métodos de la OIV [12], mientras que los
compuestos volatiles mayoritarios y los polioles se cuantificaron por CG en columna capilar [13].
La nariz electrénica portétil usada se basa en la frecuencia de resonancia de microbalanzas de
cuarzo, que cambia segln la masa adsorbida en la superficie del sensor [14]. Por ultimo, cada
muestra fue analizada por triplicado y la media resultante se us6 para el andlisis estadistico. Los
datos proporcionados por la nariz electrénica y mediante el analisis cromatografico de 13
compuestos volatiles, junto al contenido en etanol y acidez volatil se sometieron a andlisis de
componentes principales (PCA), usando el paquete estadistico Unscrambler® v. 9.2 (CAMO
ASA, Oslo, Norway).

3. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El vino joven de mesa presenta contenidos en etanol del 12 %, le sigue el vino fino con un
contenido natural en etanol del 15% v/v y también el vino dulce PX que contiene un 15% de
etanol, en su mayor parte afiadido. El alto contenido de los vinos amontilllado y oloroso se
obtiene mediante adicion de etanol vinico, de acuerdo a su proceso de elaboracion.

La acidez volatil en los vinos amontillado y oloroso posee valores que duplican o triplican los del
vino joven y fino. El bajo contenido del vino fino es debido al consumo de &acido acético por las
levaduras de velo durante la crianza biol6gica. La acidez titulable presenta valores en torno a 5
g/L (como &cido tartarico) y los valores superiores de los vinos amontillado y oloroso se explican
por el alto contenido en acidez volatil, mientras que el valor méas bajo del vino dulce es debido a
la ausencia de acidos de origen fermentativo. Las densidades de todos los vinos se encuentran
por debajo de la unidad, salvo en el caso del vino PX dulce .(Fig. 1 A). .
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Segun se muestra en la Fig. 1B, los vinos finos amontillados y olorosos poseen un elevado
contenido en acetaldehido, dietoxietano y acetoina y también el vino dulce presenta contenidos
elevados de acetoina que se produce durante la pasificacion de la uva. Los vinos finos y dulces
poseen menor contenido en glicerina que los restantes, aunque por distintas razones: en los
vinos finos, las levaduras de velo consumen glicerina durante la crianza biol6gica, mientras que
los vinos dulces no poseen cantidades importantes de este compuesto dado que se elaboran
mediante una fermentacion parcial. Los contenidos en 2,3-butanodiol estan en relacion con el
grado alcohdlico formado durante la fermentacion. En la Fig. 1C destaca que los alcoholes
isoamilicos son mayoritarios en todos los vinos, a excepcion del vino dulce, donde predomina el
metanol. El segundo alcohol en importancia en los vinos olorosos es 2-feniletanol, mientras que
los restantes vinos muestran contenidos semejantes al isobutanol. Por ultimo en la Fig. 1D,
destaca dietilsuccinato como el éster etilico mas abundante en los vinos con mayor tiempo de
crianza, como los vinos finos, amontillados y olorosos. Acetato de etilo y lactato de etilo se
relacionan fundamentalmente con la actividad de bacterias acéticas y lacticas, respectivamente.

Andlisis de componentes principales
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o P2 Bl

Nariz electrénica

Scores. \E‘

Amontillado >
k_@a/
Oloroso

1@

05 -

-1.0

PC1
T T T T T T T T T T ; T T
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0 -60 -40 -20 0 20 40 80 80
PCA GC, X-expl: 51%,27% PCA nose, X-expl: 84%,10%
Figura 2.. A: Anélisis de componentes princif de los cc en:+1 A ido; +2  Etil ; +3 1,1-Dietoxietano; +4

Metanol; +5 1-Propanol; +6 Isobutanol; +7 Isoamilalcohol; +8 Acetoina; +9 Etillactato; +10 Dietilsuccinato; +11 2-feniletanol; +12
2,3-Butanodiol; +13 Glicerol; +14 Etanol; +15 Acidez volatil. B: Anélisis de de los datos i
una nariz electronica.

Mediante PCA de los compuestos determinados por GC y analisis quimico (Fig. 2 A) se obtiene
dos componentes (PC1y PC2 que explica el 51% y el 27% de la varianza, obteniéndose una
clasificacion de las muestras en 5 grupos, que coinciden con cada tipo de vino. Sobre PC1
influyen fundamentalmente butanodiol, dietilsuccinato, etilacetato, etanol y acidez volatil. Sobre
PC2 influyen compuestos carbonilicos, metanol y lactato de etilo.

Mediante PCA de los datos de los sensores de la Nariz Electronica (EN) se obtienen 2
componentes: PC1 explica el 84% y PC2 el 10% de la varianza total (Fig. 2B). PC1 diferencia
los vinos de tipo amontillado y oloroso de los vinos: dulce, fino y joven, que se separan muy
bien por PC2. Los sensores de la EN no son capaces de detectar cambios en los compuestos
volatiles caracteristicos de los vinos amontillado y oloroso y en consecuencia la diferenciacion
de estos vinos por EN no es tan buena como la obtenida mediante PCA de los datos quimicos
y gas-cromatograficos.

Existe una relacion entre los valores de PC1y PC2 de la Nariz Electrénica y el tipo de crianza
de cada vino. Los vinos finos, sometidos a crianza biolégica, poseen valores negativos de PC1;
y los vinos amontillados y olorosos, soemtidos a crianza quimica oxidativa presentan valores
positivos de PC1. Los vinos de tipo joven no se someten a crianza y muestran valores negativos
de PC2 mientras que los dulces, muestran valores positivos.

Los resultados obtenidos mediante EN estdn de acuerdo con las caracteristicas sensoriales
propias de cada tipo de vino. Incluso la respuesta obtenida para el vino amontillado y el oloroso
es similar a la impresion olfativa de un catador no entrenado en este tipo de vinos.

La Nariz Electrénica se revela como una técnica eficaz y rapida para la clasificacion objetiva de
diferentes tipos de vinos de la misma variedad de uva, aunque presenta limitaciones en la
diferenciacién de vinos elaborados por procedimientos muy semejantes.
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