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Biologia de Sistemas en Levaduras de Interés Biotecnolégico

» Meétodos para monitorizar, e identificar levaduras inoculadas y alternantes en fermentaciones vinicas,
sidra y cerveza
» Seleccion natural de cepas del género Saccharomyces responsables de la fermentacion alcohdlica: S.
cerevisiae, S. uvarum, S. kudriavzevii e hibridos, asi como de otras especies no convencionales
» Caracterizacion de propiedades enoldgicas de cepas mediante microbiologia predictiva y modelizacion
» Mejora genética de levaduras mediante técnicas no generadoras de OMGs tales como evolucion
dirigida, hibridacion intra e inter-especifica:
- incrementar la produccion de glicerol
- disminuir el rendimiento o la tolerancia al etanol
- mejorar la tolerancia a bajas temperaturas
- mejorar el crecimiento en condiciones limitantes de nitrégeno
- mejorar la produccion de aromas fermentativos y la liberacion de aromas varietales

- obtencion de cepas de S. cerevisiae con capacidad fructofilica i iata
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> Métodos para monitorizar, e identificar levaduras inoculadas y alternantes en

fermentaciones vinicas, sidra y cerveza

RFLPs mtDNA Elementos delta
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> Métodos para monitorizar, y identificar levaduras inoculadas y alternantes en

fermentaciones vinicas, sidra y cerveza

Recuento microorganismos del vino mediante PCR cuantitativa a tiempo real o nuevos métodos
en placa

- Sensibilidad

- Rapidez (no cultivo)

- Especifica

- Cuantifica

- Compleja técnicamente

Disponibilidad de sondas (oligonucledtidos) para la mayoria de microorganismos del vino:
bacterias y levaduras incluyendo alterantes como Brettanomyces
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> Seleccion natural de cepas del género Saccharomyces responsables de la fermentacion
alcohdlica: S. cerevisiae, S. uvarum, S. kudriavzevii e hibridos, asi como de otras especies no
convencionales
6 levaduras vinicas patentadas y comercializadas (173, M69, RV1, CLOS, Monastrell
y VELLUTO BMV58)
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Uso de levaduras no convencionales del género Saccharomyces en el sector

enoloégico y cervecero

S. eubayanus

Adaptarse a los
retos que impone el
cambio climatico en
la vinificacién

S. kudriavzevii

S. kudriavzevii

Enclogical
maturity
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Crece a bajas
temperaturas
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Hibridos

« 8. cerevisiae X en vinos y cervezas
- S. cerevisiae x S. kudriavzevii en vino y cerveza lager
« 8. cerevisiae X x S. kudriavzevii en vino y sidra
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S. eubayanus

PATAGONIA
Chile y Argentina

Araucaria araucacana

= Criotolerante
= Solo en ambientes naturales
Saccharomyces

= Parental de

pastorianus  (Hibrido con  S.

cerevisiae cervezas lager)
=Origen probable PATAGONIA

sUtilizada para produccion de

cerveza Heineken H41 A




» Seleccion natural de cepas del género Saccharomyces responsables de la fermentacion

alcohdlica: S. cerevisiae, S. uvarum, S. kudriavzevii e hibridos

Coleccion de 2.647 cepas de
levaduras de los siguientes géneros:

Saccharomyces, Kluyveromyces,
Pichia, Candida, Rhodotorula,
Hanseniaspora , Torulaspora,
Metchnikovia, etc.
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» Caracterizacion de propiedades enoldgicas de cepas mediante microbiologia predictiva
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> Caracterizacion de propiedades enolégicas de cepas mediante estudio de flujos metabolicos
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» Caracterizacion de propiedades enoloégicas de cepas mediante estudio de flujos metabolicos

Estudio de las diferencias en la regulacion del metabolismo fermentativo en
las especies del género Saccharomyces

' N
Metabolitos Cromatograﬁ'a HPLC Aromas Cromatografla GC-FID
extracelulares liquida gaseosa SPME-PDMS fiber
- Azucares (Glucosa, fructosa, sacarosa) o
- Glicerol . aal
- Etanol ‘ - Alcoholes superiores o
- Acidos Drgénicos %” I s | ﬂ (5 cuantificados) ar::
(succinico, lactico, citrico, mélico, |~ H | \ - Esteres 3 o ile 5 ;
tartarico, acético) 5 Ihﬁt“u‘ i | (11 cuantificados) . i i
- Amino &cidos - \m- —J L e
. J
. N ~
Metabolitos Cromatografia
H gaseosa Parametros Citometria de flujo,
intracelulares
fisiologicos UFCs, OD600, DW
- Intermediarios de la glicolisis .
.. . Servicio de
- Intermediarios del ciclo de Krebs q secuenciacion
‘ Datos de RNA
- Vla.de I?s_ pentosas masiva de la UV
- Amino acidos
Gc - M Modelos e
IBMCP/ U.P.V. matematicos ————
\_ J J
% METABOLON
15
go. 2
lir lata

Instituto de Agroquimica
y Tecnologfa de Alimentos



Modelado cinético
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Modelado metabolismo escala gendmica
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> Mejora genética de levaduras mediante técnicas no generadoras de OMGs tales como

evolucién dirigida, hibridacion intra e inter-especifica

Reinoculacion
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> Mejora genética de levaduras mediante técnicas no generadoras de OMGs tales como

evolucion dirigida, hibridacion intra e inter-especifica

Mitochondrial DNA Mitochondrial DNA nuclear DNA
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> Mejora genética de levaduras mediante técnicas no generadoras de OMGs tales como

evolucion dirigida, hibridacion intra e inter-especifica

iriata
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t (2g/L) Glucose (g/L) |Fructose(g/L) |Glycerol (g/L) Ethanol (%)
SC2 Sc1+mano  [49,97+4,416 0,375+0,1062 |9,2+0,778' 5,175+0,106 12,135+0,057
Sc2 22,582+0,689 0,00+0,002 2,175+0,2472 |5,825+0,106 12,478+0,053
R2 lo 23,478+0,149 0,00+0,008 2,025+0,3182 |5,55:+0,071 11,78+0,113
R2 llo 27,11+1,031 0,00+0,002 2,4+0,4952 5,450,071 12,295+0,078
R2 llla 26,158+2,627 0,00+0,002 5,175+0,389¢4|5,55+0,071 12,608+0,018
R2 lllo 42,353+19,963 0,00+0,008 7+0,424¢ 5,2+0,00 12,03+0,064
R2 Vo 16,854+2 423 0,00+0,002 1,75+0,2122  |5,6+0,00 12,13+0,099
R2 Vo 28,876+1,664 0,4+0,5662 6,5+0,849%¢ |4,725+0,46 11,033+0,81
R2 Vo 25,534+0,346 0,3+0,4242 3,18+0,467° |4,65+0,141 10,565+0,24
RS lla 27,205+3,491 0,308+0,435% |2,379+0,3032 |5,633+0,131 11,768+0,413
R8 llo 32,893+2.417 0,00+0,002 2,368+0,682% |5,665+0,071 12,36+0,185
R8 lllo 44,038+8,299 0,00+0,00# 4,581+0,458"¢|5,763+0,138 12,234+0,203
R8 Vo 30,226+2,05 0,00+0,002 2,653+0,4772 |5,683+0,074 12,326+0,243
R8 Vo 31,55+1,823 0,00+0,002 2,48+0,113* |5,125+0,134 12,487+0,008
R8 Vb 28,299+0,147 0,00+0,002 1,705+0,24%  |5,695+0 11,034+0,019
R8 Vlo 30,839+1,032 0,00+0,002 2,383+0,0042 |5,64+0,332 11,617+0,193
R8 Vllo 30,216+1,036 0,00+0,002 2,00+0,106% |6,093+0,194 12,234+0,165
R8 Vlllo 33,179+3,89 0,00+0,002 2,583+0,619¢ |5,363+0,237 11,186+0,297
E2lo 28,127+0,969 0,00+0,002 2,05+0,028% |5,198+0,166 11,236+0,36
E2llo 28,813+1,834 0,00+0,002 2,265+0,516% |5,53+0,078 12,289+0,251
EVK7Y 25,348+0,383 0,00+0,002 2,265+0,064¢ |5,55+0,071 11,78+0,113




> Mejora genética de levaduras mediante técnicas no generadoras de OMGs tales como

evolucion dirigida, hibridacion intra e inter-especifica
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Gráfico1

		K A		5.0006261171		5.0006261171

		K B		5.5456261544		5.5456261544

		V A		4.9019864476		4.9019864476

		V B		3.7461132788		3.7461132788

		R2 IVo A		2.6497071176		2.6497071176

		R2 IVo B		3.3930042152		3.3930042152

		R2 IIo A		3.5941545327		3.5941545327

		R2 IIo B		5.6062505221		5.6062505221

		R2 IIIa A		4.4351066063		4.4351066063

		R2 IIIa B		6.3325923522		6.3325923522

		R2 VIo A		3.9812624663		3.9812624663

		R2 VIo B		1.9522266422		1.9522266422

		R2 IIIo A		6.5241880166		6.5241880166

		R2 IIIo B		5.0904490859		5.0904490859

		R2 Io A		4.1686311479		4.1686311479

		R2 Io B		3.0848406993		3.0848406993

		R2 Vo A		4.8932772172		4.8932772172

		R2 Vo B		4.9041613385		4.9041613385
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12-2-09

		Fermentación en mosto para determinación de polisacáridos totales (12/02/09)

		Valoración de polisacáridos totales mediante Fenol-Sulfúrico (D.O. 490 nm)																Concentración de polisacáridos totales: manano (mg/L) = (A490nm - 0,01129) / 0,00913

				1		2		3		4		5								1		2		3		4		5		Media		SD

		K A		0.479		0.486		0.42		0.433		0.497						K A		68.3037604965		69.3260313983		59.6874771815		61.5859802848		70.9324571011		65.9671412924		5.0006261171

		K B		0.428		0.486		0.506		0.454		0.521						K B		60.8557867835		69.3260313983		72.2468054034		64.6527929901		74.4373859073		68.3037604965		5.5456261544

		V A		0.46		0.387		0.376		0.395		0.421						V A		65.5290251917		54.868200073		53.2617743702		56.0365096751		59.8335158817		57.9058050383		4.9019864476

		V B		0.394		0.359		0.358		0.474								V B		55.8904709748		50.7791164659		50.6330777656		67.5735669953				56.2190580504		7.9546418949

		R2 IVo A		0.693		0.664		0.8		0.536		0.808						R2 IVo A		99.5560423512		95.3209200438		115.1821832786		76.6279664111		116.3504928806		100.6075209931		16.3120717528

		R2 IVo B		0.689		0.666		0.925		0.699		0.826						R2 IVo B		98.9718875502		95.6129974443		133.4370208105		100.4322745528		118.9791894852		109.4866739686		16.1921952433

		R2 IIo A		0.589		0.55		0.547		0.526		0.532						R2 IIo A		84.3680175246		78.6725082147		78.2343921139		75.1675794085		76.0438116101		78.4972617744		3.5941545327

		R2 IIo B		0.584		0.612		0.577		0.66		0.563						R2 IIo B		83.6378240234		87.7269076305		82.6155531216		94.7367652428		80.571011318		85.8576122673		5.6062505221

		R2 IIIa A		0.467		0.473		0.52		0.472		0.531						R2 IIIa A		66.5512960935		67.427528295		74.291347207		67.2814895947		75.8977729098		70.28988682		4.4351066063

		R2 IIIa B		0.551		0.488		0.483		0.524		0.586						R2 IIIa B		78.8185469149		69.6181087988		68.8879152976		74.875502008		83.9299014239		75.2259948886		6.3325923522

		R2 VIo A		0.524		0.509		0.612		0.512		0.479						R2 VIo A		74.875502008		72.6849215042		87.7269076305		73.123037605		68.3037604965		75.3428258488		7.3335569394

		R2 VIo B		0.418		0.451		0.424		0.442		0.431						R2 VIo B		59.3953997809		64.2146768894		60.2716319825		62.9003285871		61.2939028843		61.6151880248		1.9522266422

		R2 IIIo A		0.49		0.6		0.56		0.567		0.51						R2 IIIo A		69.9101861993		85.9744432275		80.1328952172		81.155166119		72.8309602045		78.0007301935		6.5241880166

		R2 IIIo B		0.549		0.592		0.595		0.511		0.573						R2 IIIo B		78.5264695144		84.8061336254		85.2442497262		72.9769989047		82.0313983206		80.7170500183		5.0904490859

		R2 Io A		0.933		0.98		0.951		0.95		0.847						R2 Io A		134.6053304126		141.4691493246		137.2340270172		137.0879883169		122.0460021906		134.4884994524		7.3799411276

		R2 Io B		0.575		0.525		0.634		0.676		0.623						R2 Io B		82.3234757211		75.0215407083		90.9397590361		97.0733844469		89.3333333333		86.9382986491		8.481944809

		R2 Vo A		0.606		0.739				0.739		0.724						R2 Vo A		86.850675429		106.273822563				106.273822563		104.0832420591		100.8703906535		9.4033501465

		R2 Vo B		0.725		0.767		0.666		0.634		0.627						R2 Vo B		104.2292807594		110.3629061701		95.6129974443		90.9397590361		89.9174881344		98.2124863089		8.8358844679
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19-2-09

				5.0006261171		5.0006261171

				5.5456261544		5.5456261544

				4.9019864476		4.9019864476

				7.9546418949		7.9546418949

				16.3120717528		16.3120717528

				16.1921952433		16.1921952433

				3.5941545327		3.5941545327

				5.6062505221		5.6062505221

				4.4351066063		4.4351066063

				6.3325923522		6.3325923522

				7.3335569394		7.3335569394

				1.9522266422		1.9522266422

				6.5241880166		6.5241880166

				5.0904490859		5.0904490859

				7.3799411276		7.3799411276

				8.481944809		8.481944809

				9.4033501465		9.4033501465

				8.8358844679		8.8358844679



polisacaridos mg/L



12-3-09

		Fermentación en mosto para determinación de polisacáridos totales (19/02/09)

		Valoración de polisacáridos totales mediante Fenol-Sulfúrico (D.O. 490 nm)																Concentración de polisacáridos totales: manano (mg/L) = (A490nm - 0,01129) / 0,00913

				1		2		3		4		5								1		2		3		4		5		Media		SD

		V B		0.383		0.369		0.373		0.427		0.413						V B		54.284045272		52.2395034684		52.8236582694		60.7097480832		58.6652062797		55.7444322746		3.7461132788

		R2 IVo A		0.699		0.715		0.745		0.725		0.705						R2 IVo A		100.4322745528		102.7688937568		107.1500547645		104.2292807594		101.3085067543		103.1778021176		2.6497071176

		R2 IVo B		0.675		0.701		0.643		0.697		0.672						R2 IVo B		96.9273457466		100.7243519533		92.2541073384		100.1401971522		96.4892296459		97.3070463673		3.3930042152

		R2 VIo A		0.541		0.505		0.48		0.491		0.537						R2 VIo A		77.3581599124		72.1007667032		68.4497991968		70.0562248996		76.7740051114		72.9477911647		3.9812624663

		R2 Io A		0.917		0.932		0.987		0.94		0.983						R2 Io A		132.2687112085		134.4592917123		142.4914202264		135.6276013143		141.9072654253		137.3508579774		4.5919825196

		R2 Io B		0.582		0.644		0.595		0.594		0.579						R2 Io B		83.3457466229		92.4001460387		85.2442497262		85.0982110259		82.9076305221		85.7991967871		3.8325073866

		R2 Vo A		0.576		0.577		0.605		0.648		0.638						R2 Vo A		82.4695144213		82.6155531216		86.7046367287		92.9843008397		91.5239138372		87.2595837897		4.8932772172

		R2 Vo B		0.627		0.663		0.684		0.701		0.626						R2 Vo B		89.9174881344		95.1748813436		98.2416940489		100.7243519533		89.7714494341		94.7659729828		4.9041613385





12-3-09

		1		1		1		1		1		1



IFI87

IFI87 Mut 10

BY4741

BY4741 Mut6

BY4741 Mut7

BY4741 Mut8

Tiempo (h)

Ln Biomasa

1

1

1

1

1

1



Global

				3.7461132788		3.7461132788

				2.6497071176		2.6497071176

				3.3930042152		3.3930042152

				3.9812624663		3.9812624663

				4.5919825196		4.5919825196

				3.8325073866		3.8325073866

				4.8932772172		4.8932772172

				4.9041613385		4.9041613385



polisacaridos mg/L



Hoja3

		Fermentación en mosto para determinación de polisacáridos totales (19/02/09)

		Valoración de polisacáridos totales mediante Fenol-Sulfúrico (D.O. 490 nm)																Concentración de polisacáridos totales: manano (mg/L) = (A490nm - 0,01129) / 0,00913

				1		2		3		4		5								1		2		3		4		5		Media		SD

		R2 Io A		0.66		0.602		0.632		0.662		0.672						R2 Io A		94.7367652428		86.266520628		90.6476816356		95.0288426433		96.4892296459		92.6338079591		4.1686311479

		R2 Io B		0.608		0.628		0.603		0.638		0.654						R2 Io B		87.1427528295		90.0635268346		86.4125593282		91.5239138372		93.8605330413		89.8006571742		3.0848406993





Hoja3

		1		1		1		1		1		1



IFI87

IFI87 Mut 10

BY4741

BY4741 Mut6

BY4741 Mut7

BY4741 Mut8

Tiempo (h)

Ln Biomasa

1

1

1

1

1

1



				4.1686311479		4.1686311479

				3.0848406993		3.0848406993



polisacaridos mg/L



		Fermentación en mosto para determinación de polisacáridos totales (12/02/09)

		Valoración de polisacáridos totales mediante Fenol-Sulfúrico (D.O. 490 nm)																Concentración de polisacáridos totales: manano (mg/L) = (A490nm - 0,01129) / 0,00913

				1		2		3		4		5								1		2		3		4		5		Media		SD

		K A		0.479		0.486		0.42		0.433		0.497						K A		68.3037604965		69.3260313983		59.6874771815		61.5859802848		70.9324571011		65.9671412924		5.0006261171

		K B		0.428		0.486		0.506		0.454		0.521						K B		60.8557867835		69.3260313983		72.2468054034		64.6527929901		74.4373859073		68.3037604965		5.5456261544

		V A		0.46		0.387		0.376		0.395		0.421						V A		65.5290251917		54.868200073		53.2617743702		56.0365096751		59.8335158817		57.9058050383		4.9019864476

		V B		0.383		0.369		0.373		0.427		0.413						V B		54.284045272		52.2395034684		52.8236582694		60.7097480832		58.6652062797		55.7444322746		3.7461132788

		R2 IVo A		0.699		0.715		0.745		0.725		0.705						R2 IVo A		100.4322745528		102.7688937568		107.1500547645		104.2292807594		101.3085067543		103.1778021176		2.6497071176

		R2 IVo B		0.675		0.701		0.643		0.697		0.672						R2 IVo B		96.9273457466		100.7243519533		92.2541073384		100.1401971522		96.4892296459		97.3070463673		3.3930042152

		R2 IIo A		0.589		0.55		0.547		0.526		0.532						R2 IIo A		84.3680175246		78.6725082147		78.2343921139		75.1675794085		76.0438116101		78.4972617744		3.5941545327

		R2 IIo B		0.584		0.612		0.577		0.66		0.563						R2 IIo B		83.6378240234		87.7269076305		82.6155531216		94.7367652428		80.571011318		85.8576122673		5.6062505221

		R2 IIIa A		0.467		0.473		0.52		0.472		0.531						R2 IIIa A		66.5512960935		67.427528295		74.291347207		67.2814895947		75.8977729098		70.28988682		4.4351066063

		R2 IIIa B		0.551		0.488		0.483		0.524		0.586						R2 IIIa B		78.8185469149		69.6181087988		68.8879152976		74.875502008		83.9299014239		75.2259948886		6.3325923522

		R2 VIo A		0.541		0.505		0.48		0.491		0.537						R2 VIo A		77.3581599124		72.1007667032		68.4497991968		70.0562248996		76.7740051114		72.9477911647		3.9812624663

		R2 VIo B		0.418		0.451		0.424		0.442		0.431						R2 VIo B		59.3953997809		64.2146768894		60.2716319825		62.9003285871		61.2939028843		61.6151880248		1.9522266422

		R2 IIIo A		0.49		0.6		0.56		0.567		0.51						R2 IIIo A		69.9101861993		85.9744432275		80.1328952172		81.155166119		72.8309602045		78.0007301935		6.5241880166

		R2 IIIo B		0.549		0.592		0.595		0.511		0.573						R2 IIIo B		78.5264695144		84.8061336254		85.2442497262		72.9769989047		82.0313983206		80.7170500183		5.0904490859

		R2 Io A		0.66		0.602		0.632		0.662		0.672						R2 Io A		94.7367652428		86.266520628		90.6476816356		95.0288426433		96.4892296459		92.6338079591		4.1686311479

		R2 Io B		0.608		0.628		0.603		0.638		0.654						R2 Io B		87.1427528295		90.0635268346		86.4125593282		91.5239138372		93.8605330413		89.8006571742		3.0848406993

		R2 Vo A		0.576		0.577		0.605		0.648		0.638						R2 Vo A		82.4695144213		82.6155531216		86.7046367287		92.9843008397		91.5239138372		87.2595837897		4.8932772172

		R2 Vo B		0.627		0.663		0.684		0.701		0.626						R2 Vo B		89.9174881344		95.1748813436		98.2416940489		100.7243519533		89.7714494341		94.7659729828		4.9041613385

																																Variable		media		Grupos homogeneos

																																				1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

																																V B		55.7444		****

																																V A		57.9058		****		****

																																R2 VIo B		61.6152		****		****		****

																																K A		65.9671		****		****		****		****

																																K B		68.3038				****		****		****		****

																																R2 IIIa A		70.2899						****		****		****		****

																																R2 VIo A		72.9478								****		****		****

																																R2 IIIa B		75.2260								****		****		****		****

																																R2 IIIo A		78.0007										****		****		****		****

																																R2 IIo A		78.4973										****		****		****		****

																																R2 IIIo B		80.7171												****		****		****

																																R2 Io B		85.7992

																																R2 IIo B		85.8576														****		****		****

																																R2 Vo A		87.2596																****		****		****

																																R2 Vo B		94.7660																		****		****		****

																																R2 IVo B		97.3070																				****		****

																																R2 IVo A		103.1778																						****

																																R2 Io A		137.3509





		1		1		1		1		1		1



IFI87

IFI87 Mut 10

BY4741

BY4741 Mut6

BY4741 Mut7

BY4741 Mut8

Tiempo (h)

Ln Biomasa

1

1

1

1

1

1



				5.0006261171		5.0006261171

				5.5456261544		5.5456261544

				4.9019864476		4.9019864476

				3.7461132788		3.7461132788

				2.6497071176		2.6497071176

				3.3930042152		3.3930042152

				3.5941545327		3.5941545327

				5.6062505221		5.6062505221

				4.4351066063		4.4351066063

				6.3325923522		6.3325923522

				3.9812624663		3.9812624663

				1.9522266422		1.9522266422

				6.5241880166		6.5241880166

				5.0904490859		5.0904490859

				4.1686311479		4.1686311479

				3.0848406993		3.0848406993

				4.8932772172		4.8932772172

				4.9041613385		4.9041613385



polisacaridos mg/L
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