AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIC)N DE LEVADURAS NO-SACCHAROMYCES
DURANTE LA FERMENTACION ESPONTANEA DE UVA VERDEJO PROCEDENTE

DE VINEDOS ECOLOGICOS

Josefina Vila-Crespol, Lorena Lopez-Enriqguez?, Violeta Ruipérezt, José M. Rodriguez-Nogales?,

UVa m Escuela Técnica Superior Encarnacién Fernandez-Fernandez?, Marta Baquerizo Mesonero-Romanos?
e de Ingenierias Agrarias Palencia ) DEVE%
1 Area de Microbiologia. Universidad de Valladolid. Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias. Av. Madrid 50, 34004, Palencia, Espafia Ly& i
2 Area de Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Valladolid. Escuela Técnica Superior de Ingenierias Agrarias. Av. Madrid 50, 34004, Palencia, Espafia DEM_ %@

3 Bodega Belondrade S.L., La Seca, Valladolid, Espafia

Email: josefinamaria.vila@uva.es

El aislamiento de las levaduras no-Saccharomyces durante la fermentacion espontanea se llevo a cabo en uva de la variedad Verdejo procedente de viedos ecoldgicos de la
Denominacion de Origen Rueda, tomando muestras en distintas etapas del proceso de fermentacidon. Durante dos vendimias se obtuvieron aislados procedentes de
vinificaciones de tres vinedos, obteniendo un total de 484 aislados, de los cuales, el 11,4 % se identificaron mediante técnicas moleculares como levaduras no-Saccharomyces.
Varias de las cepas estudiadas destacaron por su potencial biotecnoldgico para su aplicacion en la elaboracion de Verdejo, mostrando la presencia de actividad enzimatica
relevante para la liberacion de aromas varietales, asi como otras actividades enzimaticas implicadas en la mejora tecnoldgica del proceso de vinificacion.

La contribucion de las levaduras no-Saccharomyces a la complejidad aromatica de
los vinos y el impacto sobre sus caracteristicas sensoriales es un factor a tener en
cuenta en la elaboracion de vinos de calidad, singulares y representativos de la
zona de produccion. Estas levaduras influyen en los aromas primarios y
secundarios del vino a traves de la produccion de enzimas y metabolitos.

El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad de esta poblacion presente
durante la fermentacion espontanea de uva Verdejo, y caracterizar su potencial
enzimatico para modificar las caracteristicas aromaticas del producto final.

Las levaduras objeto de este estudio fueron aisladas a partir de 3 vinedos
diferentes (V1, V2 y V3), durante 2 vendimias (Al y A2) y en 5 etapas del proceso
fermentativo (MURE: Mosto de uva recién estrujada; MD: Mosto desfangado; IF:
Inicio de fermentacion; FT: Fermentacion tumultuosa; FF: Final de fermentacion).

La identificacion molecular se realizo mediante PCR-RFLP de la region ITS-5,8S
del ADN ribosomal (ADNr). La identificaciobn a nivel de especie se confirmd
mediante secuenciacion.

La determinacion de las actividades enzimaticas se realizd en medios de cultivo y
la actividad fue determinada como presencia o0 ausencia.

Se obtuvieron 55 aislados de levaduras no-Saccharomyces, divididos en 10 grupos
genéticos distintos, los cuales fueron identificados como Hanseniaspora meyeri
(Hm), Hanseniaspora osmophila (Ho), Papiliotrema laurentii (Pl), Papiliotrema
terrestris (Pt), Pichia guilliermondii (Pg), Torulaspora delbrueckii (Td), Rhodotorula
mucilaginosa (Rm), Naganishia globosa (Ng), Pichia kudriavzevii (Pk) vy
Wickerhamomyces anomalus (Wa) (Figura 1).

Primer Primer
A) NL-1 NL-4
Region
T E D@ A S
—> <«
Primer Primer
B) ITS Producto PCR ITS4 C)

Haelll
Patron digestion

<

Hn' T C T GGCAGCIAGGATIAAATC|I-ATTAIA
— Ho ' T T T|GIGICAGCAGGATAAATC-GCCA|G
NgITTTIGATCGCTGGAAAAGG|GCAGGIAIG
PI'T TTIGTCCIGGTGGATAAGGIAICGGTIAIG
TTZU0T0UDU DA - Pt TTTGTITCGGTGGATAAGGGCAGCTG
gom——*mrgﬂ-g PgIT TGIGGCGGTAGGATAATGG-CGTIAIG
Pk T CTITIGIC TGCAGGAGAAGGGGTTCT|G
Rm|T TTICCGIGIGATGGATAATGGTAGA|GA
Cf' dIT TTGGCGGCAGGATAAATIC - TGCAG
l'? _ Wa T CGGAITGGCIAAGATAATGG -CA|IGT|T
Patron digestion
Hinfi -!
Patron digestion g - . . .
= -~ = = Fig. 1 ldentificacion de especies de
——— ;. .
I —— === o levaduras vinicas. A) Diagrama de la
5 i B = — region 18-26S del ADNr. B) Patrones
- - = S .

w ol T e ~ 7 " moleculares obtenidos para cada grupo
L W . I3EURIRDS genét!co. C) C_)onflrmauc’)n _de_!os grupos
- " B geneéticos mediante secuenciacion.

388 22IRFE:2

La sucesion de poblaciones de levaduras a lo largo de las etapas de
fermentacion mostré diferencias significativas durante el proceso, destacando la
etapa MURE por su mayor valor de diversidad y por su mayor diferencia con el
resto de las etapas (Figura 2).
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La distribucion de los diferentes aislados definio ecosistemas singulares asociados
a un viiedo y una afada concretas y la relacion de los mismos, en base a una
matriz de distancias Bray-Curtis (Figura 3).
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Dimension 1

Las actividades enzimaticas se determinaron en los aislados con capacidad
fermentativa. El 50 % de los aislados mostraron actividad [(3-glucosidasa y
proteasa. Solamente el 11 % de los aislados mostro presencia de actividad
B-glucanasa, mientras que la actividad [-liasa se encontro en el 100 % de los
aislados estudiados. Destacan los aislados de W. anomalus (Wa) 03, 04 y 05 por
mostrar presencia de todas las actividades enzimaticas analizadas (Figura 4).
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Fig. 4. Actividades enzimaticas. El mapa de calor muestra las actividades en cada aislado
analizado. ElI dendrograma representa la relacion de cada aislado en funcion de su
comportamiento enzimatico segun un analisis de conglomerados basado en el método de
Ward y en una matriz de distancia Euclidea al cuadrado.

 La mayor diversidad en la poblacion de levaduras no-Saccharomyces se encontré en mosto de uva recién estrujada.

« La identificacion y determinacion de la sucesion de poblaciones microbianas definio ecosistemas singulares asociados a un viiedo y una afada concretas.

« El analisis enzimatico demuestra el potencial biotecnologico de la especie W. anomalus, destacando su presencia en todas las etapas del proceso fermentativo.
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