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RESUMEN

El objetivo del siguiente trabajo fue seleccionar cepas de levaduras para uso enolégico
mediante métodos simples aplicables en laboratorios basicos de enologia. Las Céatedras
de Microbiologia y Enologia de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNCuyo, cuentan
con un cepario de levaduras provenientes de vifiedos de Departamentos viticolas de la
Provincia de Mendoza: Lujan de Cuyo, Tupungato, Maipd y Junin. Se tomé una
muestra representativa de 40 aislados. En cada levadura se evaluaron caracteristicas
tecnoldgicas que establecen la eficiencia de la misma en el proceso de fermentacion
(tolerancia al etanol, poder de fermentacion, cinética de fermentacion, resistencia el
anhidrido sulfuroso, formacion de sedimento, factor killer, preferencia de consumo de
glucosa y fructosa, produccién de espuma, formacién de film o anillo) y cualitativas que
ayudan a determinar la composicién quimica y la participacion en las cualidades
sensoriales de los vinos (actividad B-glucosidasa, formacion de &cido acético y
produccion de acido sulfhidrico). Los ensayos se realizaron por triplicado. Los
parametros estadisticos fueron calculados en InfoStat, para el agrupamiento de datos se
utiliz6 el programa NTSyS 2.0 mediante el coeficiente UPGMA. De la muestra de cepas
utilizadas en este trabajo, pocas fueron las que presentaron todas las caracteristicas
enoldgicas deseadas para llevar a cabo una fermentacion vinica, asimismo, no existe un
criterio unico de seleccion, en consecuencia se plantea una necesidad de evaluar
levaduras en funcion de las caracteristicas del mosto y del vino que se desea elaborar.
Del analisis de los resultados se concluye que hay una cepa que cumple con los
requerimientos enologicos propuestos para elaborar vinos blancos y puede ser usada
también para fermentaciones lentas o detenidas, otra cepa Optima para vinificaciones
tintas y al igual que el aislado anterior puede intervenir cuando es necesario reanudar
fermentaciones o aumentar le velocidad de las mismas, se hallaron ademas 2 levaduras
aptas para vinificaciones tintas. Por Gltimo, cabe destacar, que estos ensayos son
suficientes para cumplir los objetivos planteados en este trabajo, pero si se desea
trabajar a nivel comercial deben realizarse pruebas moleculares de identificacion y
ensayos de vinificacion a mayor escala.
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. INTRODUCCION

1.1. Oferta mundial de vinos

La década del "90 fue testigo de un rotundo cambio en el escenario mundial de la
vitivinicultura. Los tradicionales paises europeos como Francia, Italia y Espafia comenzaron a
perder posiciones en los mercados debido a la competencia de los paises denominados del
“Nuevo Mundo”; entre ellos EEUU, Australia, Chile, Argentina, Sudafrica y Nueva Zelanda
que no contaban con tradicién en el negocio, pero si con una estrategia de insercion comercial
consolidada y eficiente (Calderdén y col., 2005). En Argentina durante el afio 2012 se incrementd
levemente la facturacion, las franjas de precios Icono, Premium populares mostraron
caidas tanto en valores como en volumen, mientras que los precios Premium, Stper premium

presentaron crecimiento en sus exportaciones* (Winesur, 2013).

Los cambios de la oferta han provocado un incremento en la competencia internacional,
donde los paises del Nuevo Mundo vitivinicola han impuesto un modelo distinto de probada
efectividad y mayor competitividad basado en cambios cualitativos en los vifiedos,
incorporacion de tecnologias adecuadas, implementacion de politicas rentables, armado de plan
de acciones tendientes a expandir el mercado y estrategias de comunicacion para transmitir
cualidades de los vinos. Este nuevo escenario, derivado de profundos cambios en la estructura
productiva de cada pais, ha permitido que cada uno de los competidores logre una nueva
posicion en el mercado, colocando a la Argentina en el noveno lugar como pais exportador
luego de Francia, ltalia, Espafia, Australia, Chile, Estados Unidos, Alemania y Portugal.
Aproximadamente el 70% de las exportaciones del pais estan dirigidas hacia la Union Europea,

Estados Unidos y Japon (Rodriguez, 2005).

Una vez logrado el posicionamiento en el mercado, los lideres del Nuevo Mundo
apostaron nuevamente a la estrategia del terroir, Indicaciones Geograficas** (IG) y
Denominaciones de Origen Controladas*** (DOC) como elemento distintivo y generador de
valor agregado para sus vinos, focalizadas precisamente hacia la diferenciacion que genera la

estructura especial de un terreno delimitado (Calderén y col, 2005).

* La segmentacion de calidades de los vinos realizada sobre la base del precio de caja de vino, en orden descendiente
de precio, icono costo mayor a 360 U$S, ultra premiun entre 360-40 U$S, super premium entre 40-27 U$S, premium
entre 27-20U$S, premium populares entre 20-13 U$S y basicos menor a 13 U$S. (Winesur, 2012)

** LEY N° 25.163 CAPITULO IlI, ARTICULO 4: INDICACION GEOGRAFICA. A efectos de la presente ley, se
entiende por Indicacidn Geogréfica —IG- el nombre que identifica un producto originario de una region, una localidad
0 un area de produccion delimitada del territorio nacional no mayor que la superficie de una provincia o de una zona
interprovincial ya reconocida, la IG sélo se justificard cuando determinada calidad y las caracteristicas del producto
sea atribuible fundamentalmente a su origen geografico. (INV, 2012)

*** | EY N° 25.163 CAPITULO IV, ARTICULO 13: DENOMINACION DE ORIGEN CONTROLADA. A los
efectos de la presente ley, se entiende por Denominacién de Origen Controlada -DOC- el nombre que identifica un
producto originario de una region, de una localidad o de un éarea de produccion delimitada del territorio nacional,
cuyas cualidades o caracteristicas particulares se deben exclusiva o esencialmente al medio geogréfico, abarcando los
factores naturales factores humanos. (INV, 2012)
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I.1.1. Vitivinicultura en Argentina

Argentina, actualmente, posee una superficie cultivada con vid (Vitis vinifera L.) de
217.750 ha. La superficie implantada en Argentina constituye el 2,81 % de la superficie mundial
(INV, 2013).

Si bien en un inicio el desarrollo de la vitivinicultura fue sostenido y el mercado interno
tenia una importante demanda, entre los afios 1982 y 1992 se produjo una significativa
erradicacion de vifiedos de baja calidad enolégica con exceso de rendimiento en la produccién
que representd un 36% de la superficie existente. En ese entonces, y a partir del afio 1992, se
inicio un proceso de recuperacion, implantandose cultivares con aptitudes organolépticas para el
mercado internacional. Los cultivares (cv.) tintos mas difundidos fueron Malbec, Cabernet
Sauvignon, Merlot, Syrah y Sangiovese, con los cuales se elaboran vinos adecuados para
guarda. Mientras que entre los blancos predominaron Semillon, Chardonnay y Sauvignon Blanc
(Rodriguez y col., 2005).

Paralelamente, se observé una disminucion del consumo de vino per capita pasando de
80 litros en la década del “70 a menos de 29,23 litros en el afio 2006; ocupando el sexto lugar
luego de Francia, Italia, Estados Unidos, Alemania y Espafia y el quinto lugar como productor
de vinos precedido por lItalia, Francia, Espafa y Estados Unidos de América (Rodriguez y col.,
2005; INV, 2013).

La disminucion del consumo en el mercado interno generd en los dltimos 10 afios un
sostenido incremento de las exportaciones de vinos, que fue acompafiada con una mejora en la
tecnologia utilizada y se vio favorecida por el reconocimiento de las caracteristicas cualitativas
de los vinos argentinos en el exterior, posicionando a Argentina en el decimoprimer lugar con

productos de excelente calidad.

Es por esto que, en el afio 2006, la Argentina alcanzé una elaboracion total de
21.786.785hL (vinos 15.396.350 hL - mostos 6.387.417 hL), de los cuales se exportaron
2.934.248 hL de vinos y 1.199.623 hL de mostos.

El incremento en las exportaciones fue un incentivo fundamental para el desarrollo de la
industria vitivinicola y permiti6 compensar la disminucion del consumo interno de vinos

favoreciendo positivamente al sector en los Gltimos afios.

En la actualidad, la produccion total de uvas presenté una merma del 22% con respecto
al afio 2011, con bajas en la produccion de todos los colores de uva siendo las tintas las que con

una baja del 16% mostraron menos caida.

La elaboracién de vinos en 2012 fue 24% menor que la de 2011, con un volumen total
de 1.137 millones de litros (11.370.000 hL), de los cuales se exportaron 248.091 hL. La

produccién de mostos tuvo una caida del 21% (INV, 2013).
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1.1.2. Vitivinicultura en Mendoza

La vitivinicultura constituye una de las principales actividades econdmicas de la
provincia. En la actualidad hay 141.000 ha de vifiedos que representan el 70% del total del pais.
En las ultimas décadas ha alcanzado un alto grado de desarrollo, puesto de manifiesto en el
mejoramiento de los cepajes y en el perfeccionamiento tecnoldgico.

La provincia se divide en cinco regiones de produccion, proximas a los rios de montafia

mas importantes y conformadas por los distintos oasis productivos indicadas en la Figura 1.
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completandose la demanda hidrica por agua
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La Regidn del Valle de Uco (San Carlos, Tunuyan, Tupungato) comprende el 10,03%
del total de vifiedos de Mendoza que estan regados por los rios Tunuyan y Tupungato. Las
Regién del Sur de Mendoza (General Alvear, San Rafael), incluye 15,34% de las vifias de la

provincia de Mendoza y estan irrigadas por los rios Atuel y Diamante.

En la provincia predominan las variedades tintas como Malbec, Bonarda, Cabernet
Sauvignon, Syrah, Merlot, Tempranillo y Pinot Noir, entre otras, con las que se elaboran vinos
de una amplia gama de variedades. Entre las blancas se destacan las variedades Chardonnay,
Pedro Giménez, Sauvignon blanc, Chenin, Torrontés Riojano, Ugni Blanc y Semillén. Las

variedades rosadas son Criolla Grande, Cereza y Moscatel Rosado (Rodriguez y col., 2005).
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1.2. Las levaduras a lo largo de la historia

El rol de las levaduras en la fermentacion alcoholica solo fue claramente establecido
recién a mediados del siglo XX. Los antiguos explicaban el fervor de la fermentacion (del latin
fervere, hervir) por accion del contacto de cuerpos que, al reaccionar durante el prensado de la

uva, producian efervescencia.

Un mercader holandés, Antonie Van Leeuwenhoek, en 1680, gracias a un microscopio
de su fabricacion, llevé a cabo las primeras observaciones de levaduras a partir de un mosto de
cerveza, pero no establecié ninguna relacion entre esos corpusculos y la fermentacion
alcoholica. A fines del siglo XVII, Lavoisier comenzo6 un estudio quimico de la fermentacion

alcohdlica, proseguido en el siglo siguiente por Gay-Lussac.

La primera demostracion que la levadura fuera un organismo vivo, capaz de
multiplicarse, perteneciente al reino Fungi, y cuya actividad vital se encontrase en el origen de
la fermentacion de liquidos dulces, fue llevada a cabo por un quimico francés, Charles Cargnad
de La Touren en 1837. Esta teoria fue confirmada por el naturalista aleman Schwann quien
demostr6 ademas que la fermentacion alcoholica es un proceso que puede ser detenido por el
calor o por ciertos productos quimicos. Llamé a la levadura de cerveza “zuckerpilz” es decir
“hongo del azticar”, nombre que dio origen al término Saccharomyces utilizado por primera vez

por Meyen en 1838.

Esta concepcion vitalista o biologica del rol de la levadura en la fermentacion
alcoholica, tardd mucho tiempo en imponerse, en particular por la opinion de algunos de los
especialistas de la quimica organica, entre ellos Liebig, convencidos que las reacciones
quimicas, mas que la actividad de células vivas, podrian explicar la fermentacion de los

azucares.

Finalmente fue Louis Pasteur quien, en sus dos famosas obras, Estudios sobre el vino
(1866) y Estudios sobre la cerveza (1876), acreditd definitivamente la tesis vitalista de la
fermentacion alcohdlica. Pasteur demostré que las levaduras responsables de la fermentacion
espontanea de la vendimia prensada o del mosto, provienen de la superficie de la uva, y que de
éstas existen muchas variedades y especies que pueden ser aisladas. Imaginé incluso que las
caracteristicas gustativas de los vinos pueden verse influenciadas por la naturaleza de las
levaduras al efectuarse la fermentacién alcohdlica. Precis6 el efecto del oxigeno en la
asimilacion de los azlcares por las levaduras y probd que éstas, ademas de alcohol y gas
carbdnico, forman otros productos, en menor cantidad, entre los cuales encontré glicerina
(Ribérau-Gayon, 1998).

En la actualidad, esta confirmado que la mayoria de las levaduras utilizadas en la

industria de alimentos para la produccion de cerveza, vino, pan, etc., son clasificadas como
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Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, no todas las cepas son aptas para los mismos procesos
de fermentacion. Es asi que investigadores en biotecnologia del vino contintan en una busqueda
constante de métodos que permitan diferenciar cepas industriales de la misma especie de
Saccharomyces cerevisiae, principalmente por lo complejo de los ecosistemas enoldgicos,
donde los mostos de fermentacion no son estériles (Carrau y col., 2001).

1.2.1. Taxonomia de las levaduras

Las levaduras constituyen un grupo complejo y heterogéneo de microorganismos. Son
definidas como hongos unicelulares que se multiplican por brotacion o por fision. Se clasifican
por su modo de reproduccion en: Basidiomicetos, Ascomicetos y Hongos Imperfectos

(Deuteromicetos); las levaduras del vino pertenecen solamente a las dos ultimas clases.

Segun esta clasificacion, las levaduras se distribuyen en 81 géneros a los cuales se
relacionan 590 especies. Sin embargo, los géneros susceptibles de estar presentes en la uva y el
vino son 16; es decir un namero bastante limitado. En la Tabla 1 se resume la clasificacion de
las dos familias a las cuales pertenecen las levaduras enolégicas: las Saccharomycetaceae en los
Ascomicetos (espordgenas) y las Cryptococcaceae en los Deuteromicetos (aspordgenas) con sus

géneros asociados (Riberau-Gayon 1998).

Tabla 1: Clasificacion de los géneros de levaduras espordgenas y aspordgenas de la uva y del vino.
(Kregger-Van Rij, 1984)

Familia de las Saccharomycetaceae Familia de las Familia de las
(espordgenas) Spermophtoracae | Cryptococcaceae
(espordgena) (aspordgena)
Subfamilia Subfamilia Subfamilia
Schizosaccharomycetoideae | Nadsonioideae | Saccharomycetoideae
Género Género Género Género Género
Schizosaccharomyces Saccharomycodes Saccharomyces Metschnikowia Brettanomyces
Hanseniaspora Debaryomyces Candida
Dekkera Kloeckera
Hansenula Rhoditorula
Kluyveromyces
Picchia
Zygosaccharomyces
Torulaspora

La clasificacion de levaduras propuesta por Barnett y col., 1990, se basa en los
conocimientos de la genética y de la taxonomia molecular, en particular de las pruebas de
reasociacion ADN-ADN reportadas por Vaughan Martini y Martini (1987) y las experiencias de
hibridacion entre cepas de Naumov (1987) ha delimitado las especies del género Saccharomyces
s6lo a diez, distribuidas en tres grupos que se detallan en la siguiente tabla, donde solo las

levaduras del grupo | presentan interés enoldgico.
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Tabla 2: Clasificacion de las especies de levaduras de género Saccharomyces. (Barnett y col., 1990)

Género - especie Grupo
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces bayanus I
Saccharomyces paradoxus Saccharomyces sensu stricto
Saccharomyces pastorianus
Saccharomyces dairensis
Saccharomyces exiguus Il
Saccharomyces servazzii Saccharomyces sensu lato
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces castelli
Saccharomyces kluyveri i

1.2.2. Ecologia y desarrollo de las levaduras

Las levaduras se encuentran en los vifiedos repartidas irregularmente sobre los
sarmientos, hojas, racimos y en la superficie de los granos de uva maduros; localizandose sobre
todo en los estomas y lugares donde existen microfisuras, que pueden exudar hacia el exterior
sustancias azucaradas, y en mucha menor cuantia sobre la pruina que cubre el resto del hollejo
(Hidalgo Togores, 2003).

El nimero de levaduras encontradas en las bayas es bastante limitado, resultando en el
orden de 10° a 10° células por grano de uva. Ademés, depende del estado sanitario de los
racimos, de las condiciones climéaticas del cultivo y del vifiedo, y de los tratamientos
fitosanitarios aplicados al mismo (Hidalgo Togores, 2003). Asimismo la concentracion de estos
microorganismos varian con el grado de maduracién de la baya; préximo a iniciar el invierno
disminuye la cantidad de levaduras ya que la planta entra en receso vegetativo, durante éstos
meses, las levaduras encuentran refugio en las yemas, protegidas por la pubescencia y la camara

de aire debajo de las férulas (Formento y col., 2011; Luquez y col., 2007).

En cuanto a las especies de levaduras, se encuentran principalmente, géneros de
metabolismo oxidativo y forma apiculada como: Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Picchia y
Hansenula, y en mucha menor cantidad y raramente las del tipo fermentativo: Saccharomyces.
Sin embargo estas Gltimas también se hallan en mayor nimero en las bodegas, sobre suelos,
paredes, depdsitos, conducciones y maquinaria de procesado, de tal forma que se considera a las
instalaciones como parte de la ecologia en las fermentaciones espontaneas (Hidalgo Togores,
2003).

Diversos trabajos coinciden en lo raro de encontrar S. cerevisiae y S. bayanus (ex
uvarum) sobre el grano de uva. Sin embargo, esas levaduras no estadn ausentes. De hecho, es
posible evidenciar su presencia colocando racimos en bolsas estériles, los cuales son prensados

y vinificados en laboratorio en ausencia total de contaminacion, la microflora produce una
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fermentacion espontanea y en la mayoria de los casos, a mitad de la fermentacion,
Saccharomyces cerevisiae representa la casi totalidad de las levaduras aisladas (Riberau-Gayon,
2003).

Cuando el mosto es inoculado de manera tal de lograr una poblacion inicial de 10°

células/mL, el proceso fermentativo comienza rapidamente, tras un corto periodo de latencia.

Contrariamente, sin la adicion del cultivo iniciador o pie de cuba, este periodo es mayor
ya que se produce una multiplicacion de la microflora que espontaneamente contiene la
vendimia, conocida como levaduras indigenas. Luego de la fase de latencia, se inicia el ciclo de
crecimiento tipico de Saccharomyces spp en las fermentaciones, el cual consta de tres etapas: La
primera de ellas es una fase de crecimiento exponencial que dura entre dos y cinco dias donde
debido a la presencia de algunos factores selectivos como la anaerobiosis, el sulfitado, la
elevada concentracion de azucares, y la presencia de etanol; aparecen cepas de levaduras del
género Saccharomyces especialmente adaptadas al proceso fermentativo que, multiplicAndose
hasta poblaciones de 10" a 10® células viables/mL, realizan casi la totalidad del metabolismo de
los azlcares, presentando velocidades de fermentacion maxima. Continta la fase estacionaria
que dura aproximadamente ocho dias y, a pesar de que el nimero de células no aumenta, la
velocidad de fermentacion sigue manteniéndose en su valor maximo debido a que las levaduras
son metabdlicamente activas. Finalmente el cultivo entra en una fase de muerte de hasta varias
semanas donde decrece el nimero de células viables hasta 10° células/mL aproximadamente, lo
cual va acompafiado de una disminucién en la velocidad de fermentacion favorecida también

por los efectos toxicos del etanol y el agotamiento de nutrientes.

Durante esta de declinacion, pueden aparecer otros géneros de levaduras consideradas
como indeseables, generalmente de caréacter oxidativo, como Brettanomyces, Picchia, Candida,
etc. que se desarrollan en la superficie del vino, debiendo tomar medidas oportunas para evitar
que esto suceda (Hidalgo Togores, 2003, Riberéau Gayon, 2003). En la Figura 2 se muestran las

poblaciones de levaduras para una fermentacion espontanea de un mosto Malbec de Mendoza.
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Figura 2. Fermentacion alcohélica espontédnea caracteristica. Sobre la curva correspondiente a S.
cerevisiae se indican las fases FC, fase de crecimiento; FE, fase estacionaria; FM, fase de muerte.
(Combina y col. 2005)
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La poblacion inicial de S. cerevisiae es superior a 10° ufc/mL, alcanzando al inicio de la
fase estacionaria 10° ufc/mL, luego continua la fase de muerte con la declinacion de la
poblacién. En esta misma figura se muestran ademas, las curvas de crecimiento observadas para
otras especies involucradas en la fermentacion espontdnea como Kloeckera apiculata, Candida

stellata y Metschnikowia pulcherrima (Combina y col., 2005).
1.2.3. Las levaduras y la fermentacion alcoholica.

Las levaduras necesitan de un sustrato para desarrollar sus funciones vitales y para ello
utilizan los azucares fermentables del mosto, en el zumo hay desde 140 a 260 g/L segun grado
de madurez entre glucosa y fructosa en cantidades equivalentes en un medio netamente acido

(pH de 3,2 a 4,2 en nuestra region).

La glicolisis o via de Embden-Meyerhof es el conjunto de reacciones bioquimicas que
permite, a las células vivas, la transformacién de glucosa y fructosa, en acido piravico. Estas
reacciones se producen tanto en aerobiosis en la respiracion como también en anaerobiosis en

las fermentaciones alcohélica o lactica, siendo un paso comin en ambas vias.
La fermentacidn alcohdlica puede resumirse segun la siguiente ecuacion:
C¢H120s + 2ADP + 2PO,H; —» CH3;-CH,OH + 2CO, + 2ATP + 2H,0
Glucosa Ac. Fosforico Etanol Anhidrido carbdnico

La fermentacion del mosto conduce a la produccion de 8 a 15% (v/v) de etanol,
obteniéndose un rendimiento alcohdlico de un 1% v/v de alcohol por cada 17 gramos de azlcar
fermentado. El etanol no se acumula en el citoplasma de la levadura, sino que por simple
difusion lo abandona hacia el exterior, gracias a la gran permeabilidad que presentan las
membranas celulares frente a las moléculas hidréfilas como el etanol. Durante este proceso se
forman, ademas, acidos organicos tales como acido acético (0,1 - 0,4 g/L), y en menores
cantidades &cido succinico, acido piravico, acido lactico, acetoina, diacetilo, 2,3-butanodiol,
acido citramalico, acido dimetilglicérico, &cidos grasos y sus ésteres, alcoholes superiores y
ésteres (Flanzy, 2003). La produccion de anhidrido carbénico es de 56 litros por cada litro de

mosto con un contenido en azlcares de aproximadamente 210 g/L (Hidalgo Togores, 2003).

La Figura 3 describe los pasos de la fermentacion alcohdlica, las enzimas implicadas en

proceso, Yy los principales productos obtenidos.
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Figura 3. Metabolismo glicolitico de los azUcares por Saccharomyces cerevisiae y sistemas enzimaticos
implicados (Abad Arranz, 2006).

Durante la fermentacion alcohdlica no todas las moléculas de azlcar se transforman en
acido piravico sino que algunas pueden convertirse en glicerina (6-11 g/L), en un proceso
conocido como fermentacidn gliceropirtvica, de acuerdo con la siguiente ecuacidn resumida de

Neuberg:
C¢H1206 —» CH,OH-CHOH-CH,OH + CH3-CO-COOH
Glucosa Glicerol Acido piravico

En la respiracion, el acido pirdvico formado por la glicélisis a partir del azucar, se
oxida por el ciclo de Krebs en anhidrido carbbnico y agua, consumiéndose oxigeno y
formandose una gran cantidad de compuestos, donde destacan: acido citrico, acido o-
cetoglutérico, acido succinico, &cido fumarico, acido madlico, acido oxalacético, etc. La

respiracion puede expresarse del siguiente modo:
CeH1206 —» CH3-CO-COOH + 5/2 O,—» 2CO, + 2H,0

Glucosa Acido pirtvico Anhidrido carbdnico

El transporte de los azlcares del mosto a través de la membrana plasmatica, se produce

por un complejo sistema de transportadores proteicos, produciéndose la glicdlisis en el citosol
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de la célula mientras que la respiracion se produce en las mitocondrias. La actividad de
transporte de los azUcares esta regulada por la actividad de sintesis de proteinas en la célula y
también por la disponibilidad de nitrégeno asimilable que posee el medio; de tal modo que
cuando la actividad de sintesis proteica decrece, la actividad de transporte de azucares también
lo hace.

En la fermentacion alcohdlica la formacion de proteinas disminuye antes de que se
alcance al maximo de poblacion, entonces entre el 60 - 70 % de la fermentacion se lleva a cabo
con células en fase estacionaria. La adicion de compuestos nitrogenados asimilables para las
levaduras en esta fase, permite reiniciar la sintesis de proteinas y por lo tanto activar la
fermentacion por aumentar la actividad de transporte de los azucares.

Por otra parte, se ha comentado que la aireacion provoca un aumento de la biomasa o
poblacién de las levaduras, debido a una mayor disponibilidad de energia por las levaduras, que
se traduce en una disminucién de la produccién de etanol, por reducirse la fermentacion a favor
de la respiracion, siendo conocido este fendmeno por el “efecto Pasteur”. Sin embargo, cuando
la concentracion de azdcares es elevada, las levaduras los metabolizan exclusivamente por la via
de la fermentacién alcohdlica, atn en presencia de oxigeno, siendo conocido este fenémeno por
el “efecto Crabtree”, que se manifiesta en las levaduras a partir de una concentracion de

azUcares de 9 gramos por cada litro de mosto (Hidalgo Togores, 2003; Ribérau-Gayon, 2003).
1.2.4. Levaduras seleccionadas

La transformacion del mosto de uva en vino constituye un complejo proceso
fermentativo llevado a cabo por numerosos microorganismos. ElI conocimiento de la flora
microbiana ha progresado desde que, en 1876, Pasteur afirmase que ... “El gusto, las cualidades
del vino, dependen en gran parte de la naturaleza especial de las levaduras que se desarrollan
durante la fermentacion de la uva. Pensamos que si sometemos a un mismo vino a la accién de
levaduras distintas, obtendremos vinos de diversos tipos”..., por este motivo es de vital

importancia conocer la naturaleza especifica de dichos microorganismos.

Los agentes fisico-quimicos del jugo de uva influyen en la produccion y funcionalidad
de las enzimas microbianas. Por lo tanto el curso y resultado final de cada fermentacién puede
ser diferente segun las caracteristicas fisiologicas de la levadura y las condiciones ambientales

en que se realice (Suérez Lepe, 1997).

Durante las primeras fases de las fermentaciones espontaneas pueden crecer diferentes
géneros de levaduras como Kloeckera, Hanseniaspora, Debaryomyces, Hansenula, Candida y
Pichia, procedentes de la uva o de los tanques de fermentacion. En estos procesos naturales las
especies de Saccharomyces acaban sustituyendo al resto de los microorganismos en el caldo de

cultivo y son las que completan la fermentacion (Zuzuarregui Mir6, A. 2005), esto se debe a que
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las caracteristicas fisico-quimicas del mosto como su alto contenido de azucar, pH bajo y la
presencia de SO, ejercen una presion positiva y selectiva sobre esta especie, haciendo posible
que domine la fermentacion (Mercado y col., 2007).

Uno de los avances tecnoldgicos mas significativos en la industria vitivinicola ha sido el
control microbioldgico del proceso fermentativo por inoculacion del jugo con cultivos
seleccionados de Saccharomyces cerevisie (Fleet y Heard, 1988), cuando el mosto es inoculado
masivamente con levaduras seleccionadas, el desarrollo de la fermentacién practicamente se
realiza en pureza de la misma, obteniéndose un vino de caracteristicas predecibles, garantizando
un buen comienzo de la fermentacion alcohdlica y también su normal conclusién (Regodon
Mateos, 2004; Hidalgo Togores, 2003; Esteve-Zarzozo, 2000; Fleet y Heard, 1988).

Las investigaciones actuales confirman que las levaduras no solo conducen a la
fermentacion en lo que respecta a la produccion de etanol y didxido de carbono , sino que tienen
influencia decisiva sobre la calidad general del vino y en particular sobre sus caracteristicas
aromaticas relacionadas con la génesis de productos volatiles (Rainieri y col., 2000). Por lo

tanto cada cepa otorga diferencias caracteristicas en cuanto a tipicidad de un producto.

Durante afios, las levaduras han sido objeto de estudio y seleccion en funcion de
criterios de mejora de la calidad del vino o de tecnologias para conseguir productos tipificados

por regiones.

Las investigaciones relacionadas a la seleccion de levaduras se basan en conocer el
comportamiento de las mismas, evaluar si se ajustan a las necesidades tecnoldgicas de
vinificacion, y brindar un proceso predecible y seguro. En consecuencia, el uso de aislados
seleccionados disminuye la variabilidad en la calidad de los vinos afio tras afio (Mas y col.;
2006).

La utilizacion de levaduras vinicas seleccionadas permite ejercer un control relativo
sobre la fermentacion y dirigirla en un determinado sentido. Los intereses econdémicos y
comerciales de la bodega son los que sefialan y orientan la utilizacién de estas y otras técnicas
con las que se pretende controlar y corregir las diferencias. Como resultado de la utilizacién de
levaduras seleccionadas se alcanza un alto grado de regularidad en la calidad de los vinos,
contrarrestando incluso la heterogeneidad que aportan los mostos de cosechas de distinta
procedencia. Ademas, pueden evitar las paradas fermentativas, fermentaciones incompletas o

languidecientes (Llanos, 2003).

Tradicionalmente se han seleccionado levaduras provenientes de la microflora de la uva,
debido a las relaciones existentes entre el binomio vifiedo-levadura. Este concepto,
preconizado por Ventre en las regiones de los grandes “cru”, coincide con el fundamento

ecoldgico propuesto por Ifiigo en 1964 (Suarez Lepe, 1997). Ambos sefialan la necesidad de
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seleccionar cepas autoctonas de las propias regiones donde se fueran a emplear. Apuntan al
concepto de levadura local seleccionada; hoy en dia hay una tendencia a seleccionar levaduras
que van a ser utilizadas en la misma zona de produccion. Numerosos autores coinciden con esta
definicion, entre ellos Capece y col., 2010; Abad Arranz, 2006; Mas y col., 2006; Nikolaou y
col., 2006; Torija Martinez, 2002; Esteve-Zarzoso y col, 2000; Suarez Lepe, 1997.

En enologia, independientemente de otros factores, las levaduras desempefian un papel
relevante en las caracteristicas del producto final y existe la conviccion de que para obtener
vinos con determinadas cualidades se requiere, entre otros aspectos tecnoldgicos, la eleccion de
una cepa de levadura adecuada; de modo que la calidad de los vinos es influenciada
directamente por la evolucion de la flora microbiana durante la fermentacion (Barrajon

Simancas y col., 2007).

La inoculacion sistematica con levaduras secas activas (LSA) que se encuentran en el
comercio, es una practica enoldgica cominmente utilizada en muchas bodegas. Sin embargo, en
ocasiones a esta operacién se le ha atribuido un efecto negativo sobre la biodiversidad de las
levaduras naturales presentes en las bodegas, dado que utilizadas en gran cantidad, las levaduras
comerciales podrian competir y eliminar las cepas autoctonas existentes en las bodegas

(Santamaria y col., 2007; Combina y col., 2005).

La seleccion de una cepa de levadura NATIVA asegura el mantenimiento de las
propiedades sensoriales tipicas de los vinos producidos en una regién dada. Su utilizaciéon como
microorganismos iniciadores minimiza fluctuaciones en la calidad del producto final debido a
factores ambientales que condicionan la microbiota levaduriana presente en la uva. Es por esto
que la inoculacion resulta ser una valiosa herramienta para la diferenciacion y preservacion del
vino, a la vez que protege a la biodiversidad microbiana propia de cada ecosistema viticola
(Combina y col., 2005).

La eleccion de utilizar levaduras enol6gicas especificas implica que éstas pueden
implantarse correctamente en el mosto. Esto supone una perfecta adaptacion a la materia prima,
tanto por sus caracteristicas fermentativas como por la expresion de la especificidad de los
caracteres para los cuales ha sido seleccionada (Mas y col., 2006; Trione, 1989); la practica
recomienda recurrir a levaduras autoctonas, las cuales estan mejor aclimatadas a las condiciones

de produccién locales (Llanos, 2003).

Santamaria y col., 2007, estudiaron la participacién en fermentaciones espontaneas de
diferentes levaduras comerciales utilizadas durante varios afios, La inoculacion repetida de las
mismas cepas comerciales afio tras afio, podria haber provocado una significativa presencia de
estas levaduras tanto en el ecosistema de la bodega como en las fermentaciones espontaneas

realizadas en ellas. Este dominio de las levaduras comerciales evidentemente supondria la
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eliminacion de las levaduras autoctonas, tanto Saccharomyces como No- Saccharomyces. Los
resultados de su estudio revelaron que en los afios posteriores a su empleo, estas cepas no
participaban en fermentaciones espontaneas, y eran generalmente las autdctonas las que
controlaban el proceso. La minima presencia de cultivos comerciales, tanto en instalaciones
como en fermentaciones espontaneas, podria deberse a que las levaduras comerciales utilizadas
como inoculo no se han adaptado a las condiciones de las bodegas donde se han adicionado, y
por ello han sido superadas por las cepas autdctonas, su conclusién coincide con la planteada
por Cocoliny col., 2004 y Beltrany col., 2002.

En resumen, el uso de cultivos de levaduras que proceden de la misma zona de

vinificacion, se las supone mas eficaces debido a que:

- Son especificas del area y se adecuan mejor a las condiciones agroclimaticas de la
zona, como la temperatura, humedad relativa, practicas culturales, resultando asi mas

competitivas.

- Estéan totalmente adaptadas a la materia prima, es decir a las caracteristicas del mosto a

fermentar como el contenido en azUcares reductores, acidez y pH.

- Son responsables, al menos parcialmente, de las propiedades de los vinos obtenidos,

manteniendo las cualidades sensoriales tipicas de los vinos producidos en la region dada.

Por estas razones, podrian dominar mejor la fermentacion y se convertirian en el agente
bioldgico mas importante responsable de la vinificacion (Mas y col., 2006; Torija Martinez,
2002; Esteve-Zarzoso y col., 2000).

Diversos autores coinciden en que las levaduras autéctonas seleccionadas deben tener
ciertas caracteristicas tecnoldgicas que las hagan convenientes para la elaboracion de vino
otorgando caracteristicas de tipicidad (Abad Arranz, 2006; Mas y col., 2006; Cocolin y col.,
2004; Nikolau y col., 2004; Esteve-Zarzoso y col., 2000; Rainieri y col., 2000; Regodon, 1997;
Caridi y col., 1991) permitiendo lograr un producto de calidad homogénea y predecible

(Barrajon Simancas y col., 2007).
1.2.5. La seleccién de levaduras autoctonas

Las catedras de Microbiologia, Enologia | y Enologia Il, de la FCA, cuentan con una
coleccidn de levaduras vinicas con mas de 400 cepas. Estudios anteriores permitieron el armado
de una coleccion mediante el aislamiento, seleccion y multiplicacién de individuos provenientes
de diversos vifiedos de Departamentos vitivinicolas importantes de la Provincia de Mendoza
(Formento, y col., 2011; Sanchez, 2010; Formento, y col., 2009; Diaz Peralta y col., 2007,
Formento y col., 2006; Diaz Peralta, 2002; Flores, 1999; Frigerio y col. 1999; Mathey, 1999).
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Para llevar a cabo el proceso de seleccion, es necesario en primer lugar saber cuéles son
los microorganismos presentes, es decir, se deben identificar a nivel de género y especie los

aislados.

El uso de métodos de la biologia molecular basados en analisis genéticos y de la
taxonomia molecular permite la rapida y precisa identificacion a nivel de especies o cepas, pero
requiere instrumental especifico, costoso y personal altamente especializado.

La realidad nos indica que en las bodegas de nuestra region es dificil encontrar
laboratorios equipados con tecnologia adecuada para esa identificacion. Ademas, existen
métodos microbioldgicos que permiten conocer al microorganismo de manera suficiente para
los fines tecnoldgicos. Este trabajo propone una identificacion de los aislados factible de realizar
en laboratorios enoldgicos, con equipamiento basico y mediante técnicas simples. Los criterios
de seleccion aplicados fueron descriptos por Pretorius (2000) y Zambonelli (1998) quienes los
dividen en: TECNOLOGICOS, los que establecen la eficiencia del proceso de fermentacion y
CUALITATIVOS que ayudan a determinar la composicion quimica y la participacion en las

cualidades sensoriales de los vinos (Tabla 3).

Tabla 3: caracteristicas de las levaduras vinicas segin Pretorius (2000) Zambonelli (1998)

CRITERIOS DE SELECCION DE LEVADURAS ENOLOGICAS
CARACTERISTICAS DE DIFERENCIACION
Caracteristicas macro y microscépicas
Crecimiento sobre lisina
Esporulacion

CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS

FAVORABLES DESFAVORABLES
Tolerancia al etanol Formacion de espuma
Poder de fermentacion Formacion de pelicula, anillo

Cinética de fermentacion

Resistencia al anhidrido sulfuroso

Formacion de sedimento

Factor killer

Fermentacion de azUcares glucosa y fructosa
CARACTERISTICAS CUALITATIVAS

Actividad B-glucosidasa Formacidn de acido a partir de glucosa

Produccién de acido sulfhidrico

El concepto de caracteristicas enoldgicas favorables y desfavorables también fue
propuesto por otros autores como Nikolau y col., 2006; Vincenzini y col., 2005; Suarez Lepe,
2004; Mas y col., 2006; Torija Martinez, 2002; Esteve-Zarzoso y col., 2000.

Este trabajo comienza con las CARACTERISTICAS DE DIFERENCIACION, entre ellas se
incluyen las caracteristicas macroscépicas que describen a las colonias Saccharomyces spp. de
coloracion blanca a crema, consistencia butirosa, cremosa, de forma circular cuando son
sembradas en agar nutritivo (Barnett y col., 1990). Bajo el aumento de un microscopio, se

observan las caracteristicas microscopicas de un cultivo joven y preparado en fresco, se
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observan células esféricas, globosas u ovoides y presentan una brotacion multilateral (Kurtzman
y col., 1998; Barnett y col., 1990)

Para discriminar entre cepas Saccharomyces spp. Yy no- Saccharomyces spp. la
bibliografia recomienda el uso de un medio selectivo con L-lisina como Unica fuente de
nitrégeno. Por este método s6lo dos especies del género Saccharomyces (S. kluyveri y S.
unisporus) son capaces de crecer pero ellas no se encuentran en entornos enologicos, (Ribéreau-
Gayon, 2003), el resto de las cepas del género no logran desarrollarse en un medio que contiene
dicho aminoéacido como Unica fuente de nitrédgeno, las cepas no - Saccharomyces, en cambio
colonizan en este medio sin mayores dificultades (Santamaria y col., 2007; Valero y col., 2004;
Mas y col., 2006; Kurtzman y col., 1998; Barnett y col., 1990).

La capacidad de un microorganismo de formacién esporas tiene valor taxonémico ya
que determina la clasificacion de la levadura en esporégena o no espordgena. Las ascosporas
formadas por varias levaduras exhiben una amplia diversidad de formas, marcas superficiales,
tamafio, color, nimero de esporas por asco y presencia de cuerpos de inclusion. Generalmente la
mayoria de estas caracteristicas son constantes para cada especie. Saccharomyces spp presenta
esporas esféricas u ovales cortas (globosas), lisas y con un nimero entre una o cuatro esporas

por asco (Kurtzmany col., 1998; Barnett y col., 1990).
A continuacion se describen las CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS.

Con respecto a la tolerancia al etanol, también llamada resistencia al estrés
fermentativo, se sabe que existe un gran nimero de sustancias, antisépticos quimicos y
antibidticos antifngicos, que limitan a la multiplicacion de las levaduras (Ribéreau- Gayon,
1998). El etanol producido por la fermentacion disminuye la asimilacion nitrogenada y paraliza
el metabolismo de las levaduras modificando los sistemas de transporte activo a través de la
membrana celular (Jiranek y col., 1995). El principal cambio producido por el etanol en la
composicion lipidica de las células es un aumento tanto de la proporcion de acidos grasos
insaturados como de la longitud media de cadena, conduciendo a una mayor fluidez de
membrana (Torija Martinez, 2002) pero la cantidad de alcohol que bloguea la fermentacién
depende de numerosos factores como son la cepa de levadura, la temperatura o la aireacion. Una
parada fermentativa supondria la presencia de azlcares residuales en el vino y por tanto los
efectos negativos que esto conlleva. De aqui la importancia de evaluar la tolerancia al etanol de

cada cepa.

La actividad de la levadura puede proseguir segiin aumente la concentracién de etanol,
o, al menos mientras la actividad inhibitoria del mismo no resulte excesiva. Generalmente, el

primer efecto inhibidor (a partir de 12% v/v) es la imposibilidad de crecimiento y/o gemacion,
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asi como la reduccion de la viabilidad, mientras que la capacidad para seguir fermentando
resiste niveles mayores de este compuesto hasta 15 % v/v (Abad Arranz, 2006).

La eleccion de la cepa depende de su tolerancia al etanol; resulta interesante recurrir a
una levadura resistente a este compuesto. En ese sentido podrian recomendarse aquellas
identificadas como S. bayanus, pero es observable que, poseen predisposicion para formar
elevada acidez volatil. Por esta razén, se prefiere utilizar una cepa de S. cerevisiae seleccionada

por su resistencia al etanol (Ribéreau-Gayon, 2003).

Se entiende por poder de fermentacion o poder alcoholigeno la capacidad que tienen las
levaduras para producir el maximo porcentaje de etanol al fermentar un mosto estéril con
contenido de azlcares, igual o superior a 212 g/L de azucar (12° Be). En general, cuanto mas
alcoholizado estd el vino mas cuerpo tiene y mas elevado es su extracto. La proporcion de
alcohol del vino estd relacionado directamente con el estado de madurez de la uva; los
porcentajes altos se alcanzan s6lo en ciertos afios favorables y en determinadas condiciones de
cultivo, pero sin duda también influyen de forma notable las levaduras que llevaran a cabo esa

fermentacion del mosto (Abad Arranz, 2006).

La Ley 14.878 en su Articulo 17 especifica valores minimos de alcohol potencial segin
el tipo de vino. Siguiendo este criterio se han clasificado a las levaduras en dos categorias, una
agrupa a las cepas de las cuales se obtienen valores de alcohol potencial entre 12-14,99 %v/v y

otra a las que producen cantidades de alcohol mayores o iguales a 15% "/, .

La cinética de fermentacion estd directamente ligada al ciclo de crecimiento
microbiano; ésta puede seguirse mediante diferentes formas, entre ellas, dosificando la cantidad
de azlcares reductores consumidos, determinando la concentracion de alcohol producido o
valorando los gramos de gas carbonico liberado. Conocer previamente el comportamiento de la
cepa durante la fermentacion alcohdlica permite minimizar riesgos, en particular el de

paralizacién de la fermentacion (Ribéreau-Gayon, 2003).

La correcta cinética fermentativa asegura un inicio de la fermentacion con minima fase
de latencia, disminuye las posibilidades de atagques bacterianos u oxidaciones, garantiza la
ausencia de problemas de acabado asegurando que la cepa pueda terminar correctamente la

fermentacion sin que en el vino permanezcan restos de azlcares (Abad Arranz, 2006).

Existen levaduras que pueden ser seleccionadas en base a la capacidad de resistir
diferentes concentraciones de SO,. Las multiples propiedades que presenta el SO, en la
elaboracidon de los vinos han supuesto que en la actualidad no exista ninguna otra sustancia o
tratamiento alguno capaz de sustituirlo. Las propiedades positivas del diéxido de azufre superan
ampliamente las negativas, siendo hoy en dia un instrumento indispensable en la tecnologia de

elaboracién y conservacion de vinos. Dentro de las primeras cabe destacar los efectos

Seleccidn de levaduras vinicas provenientes de la provincia de Mendoza



Introduccién 17

antioxidantes, sus propiedades antimicrobianas selectivas especialmente frente a bacterias
lacticas, el retardo en el arranque de la fermentacion alcohdlica que posibilita el desborre de los
mostos blancos en combinacion con bajas temperaturas, la intensa accion degradante sobre los
hollejos que permite una mayor maceracion en las vinificaciones en tinto, entre otros
(Ribéreau-Gayon, 2003).

En cuanto a la accidn selectiva del SO, sobre la microflora presente en los mostos,
bacterias y mohos son mas sensibles que las levaduras, siendo las apiculadas mas sensibles que
las del género Saccharomyces. Dicha resistencia varia con el género, la especie y la cepa
(Zuzuarregi, 2005; Rainieri y col., 2000).

Durante la fermentacion alcohdlica, la liberacion de gas carbdnico puede acomparfiarse
por la formacion de espuma. Esto puede provocar desbordes, por lo que una baja produccién
evita este problema y a la vez mejora el aprovechamiento del volumen al quedar menos espacios
de cabeza (Valade, 2004) a la vez que facilita las posteriores tareas de higiene de tanques y
piletas de fermentacion. Entre los factores que afectan ese caracter interviene ciertamente la
constitucion nitrogenada de los racimos, en particular su riqueza en proteina, la temperatura de
fermentacion y la naturaleza de la cepa de levadura. Las tentativas hechas para definir las
condiciones de fermentacion con el fin de eliminar este incidente, por ejemplo eliminacion de
proteinas mediante bentonita, no han desembocado en resultados satisfactorios (Ribéreau-
Gayon, 2003). Durante los ultimos afios también aumentd la tendencia a utilizar levaduras
seleccionadas para llevar a cabo la fermentacién secundaria en la produccion de vinos
espumantes, en este caso particular de elaboracion de estos vinos se presentan como
caracteristicas importantes la produccion de espuma (Martinez Rodriguez y col., 2001), ya que
una elevada formacién de la misma genera inconvenientes durante la fermentacién tanto en su

elaboracion por método champenoise como charmat.

En paralelo a la produccion de espuma es importante evaluar la formacion de sustancias
adherentes tales como pelicula o anillo en los recipientes de fermentacion y de contencion, bajo
la forma de pelicula o anillo; para el caso de elaboracién de vinos espumosos se trata también de
una caracteristica no deseada ya que es la misma botella en donde se produce la fermentacién
secundaria y en ella se comercializa el producto (Martinez Rodriguez y col., 2001), asimismo
representa un problema durante la elaboracion de vino en grandes recipientes ya que dificulta

las operaciones de higiene.

La formacion de pelicula podria ser un indicio de levaduras oxidativas no
Sacharomyces que pueden enturbiar o formar velos en los vinos o adherirse a las paredes de los

fermentadores.
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Contrariamente, es importante que la levadura presente formacion de sedimento en
forma natural al finalizar el proceso de fermentacion, (Mas y col., 2006; Torija Martinez, 2002)
asi, ayuda a las posteriores tareas de clarificacion y limpieza, facilitando su separacion del vino
por trasegado, con la posibilidad de reincorporarlas nuevamente al mismo en caso de ser
necesario o desecharlas completamente segun el tipo de vino que se esté elaborando (Epifanio,
2005). Esta caracteristica es relevante sobre todo en la elaboracién de vinos espumosos
(Zuzuarregui, 2005; Suarez Lepe 1993).

El factor killer parece ser un fendmeno importante en fermentaciones. En la elaboracion
de vino existe una preocupacion acerca de las consecuencias que esa toxina tiene en otras
levaduras durante la fermentacion. Las cepas Killer han sido encontradas en vinos de diferentes

regiones del mundo (Hidalgo y col., 1994).

Las levaduras, llamadas asesinas o Killer, cuyo genotipo es (K+, R+), secretan al medio
toxinas proteicas capaces de matar a otras cepas denominadas sensibles (K-, R-). Por otra parte,
las cepas llamadas neutras (K-, R+), no producen toxinas, pero son resistentes a éstas
(Ribereau- Gayon 2003). Estas proteinas téxicas son secretadas al medio y posteriormente son
adsorbidas por receptores situados en la pared celular de levaduras sensibles,
produciendo un cambio en la permeabilidad de la membrana plasmatica. El factor Killer,
fue descubierto en S. cerevisiae aunque también existe en otros géneros de levaduras (Hidalgo y
col., 1994). Si situamos a la levadura en un entorno competitivo podremos decir que la cepa

killer o neutra tendra mayores posibilidades de sobrevivir que una cepa sensible.

Debido a la posibilidad de una fermentacion detenida cuando es realizada con una cepa
sensible a causa del efecto Killer, parece Gtil integrar la resistencia a la toxina killer entre los

criterios de seleccion de las cepas enoldgicas (Ribereau- Gayon 2003, Higalgo y col., 1994).

Por otro lado, el uso de levaduras killer seleccionadas puede ofrecer, en principio, tres
ventajas. En primer lugar, se las puede utilizar para eliminar del medio a levaduras sensibles que
produzcan caracteristicas enoldgicas no deseadas. También pueden ser escogidas en favor de su
inmunidad a las toxinas de este tipo, ya que las cepas con caracter killer resisten la accion de su
proteina tdxica. Por ultimo, también pueden ser seleccionadas para producir toxinas killer
estables que protegeran al vino de infecciones futuras por parte de levaduras contaminantes
(Maturano y col., 2009).

En cuanto a la fermentacion de azlicares, en el mosto sin fermentar contiene cantidades
aproximadamente iguales de las dos hexosas glucosa y fructosa, Saccharomyces cerevisiae tiene
preferencia por la glucosa (Dumont y col., 2008; Berthels, 2004). Aunque utilice la fructosa

concomitante con glucosa, esta Ultima se agota primero del medio, dando lugar a una
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discrepancia entre la cantidad de glucosa y fructosa remanentes en el producto terminado
(Berthels y col., 2004)

Al fermentar un mosto las levaduras presentan fuerte afinidad por el consumo de
glucosa, por ello obtendremos un vino que contiene generalmente mas fructosa que glucosa.
Puesto que la fructosa es aproximadamente dos veces mas dulce que la glucosa, su presencia
como azlcar residual tiene un efecto mucho mas fuerte sobre el dulzor final del vino.
Finalmente, se ha divulgado que las fermentaciones detenidas o lentas estan con frecuencia
asociadas a una elevada concentracion de fructosa residual (Berthels y col., 2004). El nivel de
glucosa residual en vinos con paradas de fermentacion es 10 veces menor que las
concentraciones de fructosa, lo cual explica que cuando las fermentaciones se paran, los
azucares que quedan estan constituidos principalmente por fructosa. La frecuencia de las
paradas de fermentacion con fructosa residual plantea la necesidad del estudio de la capacidad

de la levadura por consumir esta hexosa (Dumont, 2008; Berthels y col., 2004).

En cuanto a las CARACTERISTICAS CUALITATIVAS existen algunas muy importantes que

deben considerarse en un proceso de seleccion.

El en6logo debe conocer no solo el comportamiento fermentativo de las levaduras que
utiliza, sino también su incidencia sobre la tipicidad de los diferentes vinos que elabora. La
composicion de la uva en precursores de aromas es el origen de la riqueza aromatica del vino. El
rol de la levadura es transformar ese aroma potencial de la uva en aroma libre. Una adecuada
cepa de levadura es la que permite expresar la fineza y la complejidad del caracter aromético de

la uva.

La actividad p-glucosidasa de las levaduras produce la hidrélisis enzimatica de los
precursores del aroma: los heterdsidos terpénicos (unién de un compuesto no glucidico llamado
aglicona sobre la funcién semiacetalica de otra glucidica) no odorantes presentes en la uva
madura, la hidrolisis enzimatica de dichos compuestos aumenta la intensidad aromatica de los
mostos por revelacion de los terpenos libres aromaticos (Hidalgo Togores, 2003; Ribereau-
Gayon, 2003).

Los terpenos pueden encontrarse en la uva en forma aromatica libre en cantidades
inferiores a los terpenos combinados no aromaticos, generalmente en forma de glicésidos con la
glucosa, arabinosa, ramnosa y apiosa. La parte aglicona de estos compuestos, son

principalmente el linalol, el nerol y el geraniol.

Las levaduras que expresan la actividad mencionada son preferibles a las cepas que no
logran expresarla. (Arevalo Villena y col., 2006; Mas y col., 2006; Suarez Lepe, 2004;
Hernandez y col., 2003; Torija, 2002; Lemaresquier y col., 1995).
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Se evalla la formacidn de acido por parte de las cepas. El acido acético es el principal
acido volatil del vino y es siempre formado por la levadura durante la fermentacién alcohdlica.
Se han sugerido las siguientes reacciones enzimaticas como responsables de la formacion de
acido acético:

» Formacion reversible a partir de Acetil-CoA y acetil adenilato mediante la enzima

Acetil-CoA sintetasa.

* Rotura del citrato mediante la enzima citrato liasa.

* Produccion a partir de piruvato mediante la enzima piruvato deshidrogenasa.

« Formacion reversible a partir de acetil fosfato mediante la enzima acetil kinasa
« Oxidacion del acetaldehido por la enzima acetaldehido deshidrogenasa.

También se produce durante las alteraciones microbianas. Mas alla de cierto tenor, que
es variable segun los vinos, la incidencia organoléptica de dicho compuesto en la calidad de los
mismos es negativa y por lo tanto no deseada (Abad Arranz, 2006; Mas y col., 2006; Morata y
col., 2005; Suarez Lepe, 2004; Torija, 2002; Lemaresquier y col., 1995). En los mostos de uvas
sanas con tenor de azlcares reductores menores a de 220 g/l S. cerevisiae produce cantidades
relativamente bajas (100 a 300 mg/l), pero variables seguin la cepa. Sin embargo en algunas
condiciones de vinificacion y fuera de toda contaminacion bacteriana, la produccion de acido
acetico por la levadura puede ser anormalmente elevada y preocupar al vinificador (Ribereau-

Gayon, 2003). De alli la necesidad de incluirlo dentro de los criterios de seleccion.

El &cido sulfhidrico y los compuestos azufrados son los causantes de defectos en el
aroma. Presentan un umbral de percepcién bajo, con olor a huevo podrido, cebolla podrida,
plasticos, neumaticos. La formacién de compuestos sulfurados a cargo de levaduras estad bajo el
control de las enzimas implicadas en la reduccién de sulfatos y la biosintesis de aminoacidos
azufrados, especialmente metionina, aungue pueden existir otros precursores como sulfitos,
polipéptidos azufrados y azufre elemental micronizado en el caso de vifias tratadas frente a
ataques criptogamicos (Suarez Lepe, 2004; Ribereau- Gayon, 2003). En consecuencia, no es
recomendable la seleccion de cepas que presenten elevada produccion de estos compuestos
(Swiegers, 2007; Mas y col., 2006; Torija 2002; Esteve-Zarzoso 2000; Caridi y col., 1991).

En resumen, las caracteristicas deseadas para seleccionar levaduras son: adecuado
arranque y correcta cinética de fermentacion, baja produccién de espuma rapida formacion de
sedimento para dar vinos limpidos y ausencia de formacion de pelicula/anillo. Debe resistir altas
concentraciones de etanol para asegurar que la cepa finalice la fermentacion, elevado poder de

fermentacion para dar vinos de graduaciones alcohdlicas altas, que sea resistente al SO,,
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produzca trazas de acidez volatil y cantidades minimas de compuestos sulfurados que puedan
interferir en la expresion aromatica del vino. (Suarez Lepe, 2003; Regodon, 1997).

Las caracteristicas citadas anteriormente se adecuan para fermentacién de vinos tintos y
blancos, para estos ultimos, es importante que ademas de las caracteristicas sefialadas, presente
capacidad de produccion de toxina killer, de manera de inhibir la microflora indigena en corto
tiempo (Di Carlo, 1999) y que presente actividad enzimatica para resaltar aromas (Suarez Lepe,
2003).

Finalmente, una particularidad a tener en cuenta al momento de seleccionar una
levadura para reanudar fermentaciones detenidas es que deben ser capaces de cumplir con las
mismas caracteristicas que se exigen afiadiendo actividad metabodlica ligada a la capacidad de

asimilacion de la fructosa (Dumont, 2008; Berthels y col., 2004).
1.3. Hipdtesis

Dentro del cepario de levaduras vinicas de las Cétedras de Microbiologia y Enologia | y
Il de la FCA existen cepas autoctonas de la provincia de Mendoza que presentan caracteristicas

tanto tecnoldgicas y/o cualitativas para ser seleccionadas con fines especificos de vinificacion.
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1l. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo general
e Seleccionar levaduras para uso enoldgico con adecuadas caracteristicas para la
vinificacion.
I1.2. Objetivos especificos
e Identificar las levaduras que corresponden al género Saccharomyces spp.

e Evaluar las caracteristicas tecnoldgicas y cualitativas de cada una de las cepas

Saccharomyces spp.
e Agrupar cepas con caracteristicas semejantes.

e Individualizar aquellas cepas que presenten propiedades tecnolégicas y cualitativas que

favorezcan el proceso de vinificacion.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Procedencia de las cepas de levaduras

Las levaduras utilizadas para este trabajo fueron proporcionadas por las Catedras de
Microbiologia y Enologia de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNCuyo). Desde el afio 1998, se
desarrollaron investigaciones basadas en el aislamiento de levaduras vinicas provenientes de
departamentos vitivinicolas de la Provincia de Mendoza, los cuales se realizaron a partir de
muestras de uvas de diferentes vifiedos. Como resultado de estos trabajos se conformé una
coleccion que cuenta al afio 2009 con un total de 414 levaduras nativas de los departamentos de
Lujan de Cuyo, Tupungato, Maipu y Junin; las cuales se encuentran bajo condiciones de

mantenimento.

Del total de las cepas, 23 pertenecen al departamento de Lujan de Cuyo, 49 a
Tupungato, 170 a Maipt y 172 a Junin.

111.1.1. Determinacion del tamafo de muestra

Para determinar el nimero de unidades de analisis a extraer de la poblacion se utilizo la
técnica de muestreo estratificado proporcional, que consiste en la division previa de la poblacion
de estudio en grupos homogéneos denominados estrato o subpoblacion y corresponden a cada
uno de los departamentos. A cada estrato se le asign6 en forma proporcional un nidmero que
determiné la cantidad de miembros del mismo que componen la muestra; es decir, el tamafio de

la muestra dentro de cada estrato es proporcional al tamafio del estrato dentro de la poblacién.

Con los resultados obtenidos se evaluara solo el comportamiento de cada individuo sin
realizar inferencias sobre la poblacién. Asimismo, el muestreo se realiza con la finalidad de
tomar de manera representativa y al azar una cantidad de individuos proporcional al total de

cada uno de los departamentos.

El nimero de levaduras calculado por estrato o departamento se determiné utilizando la

siguiente ecuacion de proporcion:
ni = n.Ni/N
Donde:
ni: tamafio de muestra proporcional a la subpoblacion o estrato de la poblacion

n: namero de individuos de la poblacidn total que forman parte de la muestra

(40 individuos que corresponden al 10% del total de la poblacién )
Ni: subpoblacion o estrato de tamafio conocido

N: poblacion de N individuos (414)
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A continuacién se indica el namero proporcional de levaduras a seleccionar por

departamento.
Tabla 4: Proporcion de levaduras muestreadas de cada departamento
DEPARTAMENTO ESTRATO Ni ni
LUJAN DE CUYO 1 23 ni= 40.23/414=2.2=2
TUPUNGATO 2 49 ni= 40.49/414=4.7=5
MAIPU 3 170 ni=40.170/414=16,42=16
JUNIN 4 172 ni=40.172/414=16.61=17

111.1.2. Designacion de la muestra

Para determinar las levaduras que conformaron la muestra se utiliz6 la técnica de
muestreo aleatorio Simple, se extrajeron de cada uno de ellos, por sorteo, las unidades indicadas

ni (tamafio de muestra) en la tabla 4.

A las levaduras de cada uno de los estratos se les asignaron nimeros correlativos (tabla

5) comenzando por el uno.
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Tabla 5: NUmeros asignados a las levaduras del cepario FCA para el muestreo aleatorio simple

LUJAN TUPUNGATO |
Codigo| N° [Codigo] N° [Codigo] N° [Codigo] N° |
FCA Jasignadq FCA [asignadg FCA lasignadq FCA [asignado
1 1 1.1 1 9.5 24 17.5 47
2 2 1.2 2 10.1 25 MLB1 48
3 3 13 3 10.2 26| MLB2 49
4 4 2.1 4 11.1 27
5 5 2.2 5 11.2 28
6 6 2.3 6 12.1 29
7 7 2.4 7 12.2 30
8 8 25 8| 131 31
9 9 31 9 132 32
10 10 4.1 10 141 33
11 11 4.2 11 14.2 34]
12 12 5.1 12 15.1 35
13 13 5.2 13| 152 36
14 14 6.2 14 15.3 37
15 15 7.1 15 15.4 38
16 16 7.2 16 15.5 39
17 17 8.1 17 16.1 40
18 18 8.2 18 16.2 41
19 19 8.3 19 16.3 42
20 20| 8.4 20 17.1 43
21 21 8.5 21 17.2 44
22 22 9.1 22| 173 45
32 23 9.2 23 17.4 46
MAIPU
Codigo| N° [Codigo| N° |Codigo| N° [Codigo| N° |Codigo| N° Codigo N° Codigo N° Codigo N°
FCA [asignadg FCA [asignadg FCA lasignadd FCA l|asignadg FCA [asignad FCA asignado FCA asignado FCA asignado
202.1 1| 206.4 24| 212.2 47] 216.4 70| 222.1 93 226.4 116 231.3 139 303.5 162]
202.2 2| 206.5 25| 212.3 48] 216.5 71| 222.2 94 226.5 117 231.4 140 304.1 163]
203.3 3| 207.1 26| 2124 49| 217.1 72| 2223 95 227.1 118 231.5 141 304.2 164
202.4] 4] 207.2 27( 2125 50 217.2 73| 222.4 96 227.2 119 232.1 142 304.3 165
202.5 5[ 207.3 28[ 213.1 51f 217.3 74 2225 97 227.3 120 232.2 143 304.4 166
203.1 6| 207.4 29[ 213.2 52| 2174 75 223.1 98 227.4 121 232.3 144 304.5 167
203.2 7] 2075 30] 2133 53| 2175 76| 2232 99 2275 122 232.4 145 305.3 168
203.3 8| 209.1 31 2134 54| 218.1 77| 2233 100 228.1 123 235.2 146 305.4 169
203.4] 9| 209.2 32| 2135 55| 218.2 78| 2234 101 228.2 124 235.3 147 305.5 170|
203.5 10{ 209.3 33[ 2141 56 2183 79[ 2235 102 228.3 125 235.4 148
204.1 11 209.4 34 214.2 57| 2184 80[ 224.1 103 228.5 126 235.5 149
204.2 12| 2095 35| 2143 58| 2194 81| 2242 104 229.1 127 301.1 150)
204.3 13| 2101 36| 2144 59| 2195 82| 2243 105 229.2 128 301.2 151
204.4 14| 2102 37| 2145 60| 220.1 83| 2244 106 229.3 129 301.3 152
204.5 15[ 210.3 38[ 214.6 61 220.2 84 2245 107 229.4 130 301.4 153
205.1 16| 210.4 39| 215.1 62| 220.3 85| 225.1 108 229.5 131 301.5 154
205.2 17| 210.5 40| 215.2 63| 220.4 86| 225.2 109 230.1 132 302.3 155
205.3 18| 211.1 41 215.3 64| 220.5 87| 2253 110 230.2 133 302.4 156
205.4] 19| 211.2 42| 2154 65] 221.1 88| 2254 111 230.3 134 302.5 157
205.5 20| 2113 43| 2155 66| 221.2 89| 2255 112 230.4 135 303.1 158
206.1 21| 2114 44| 216.1 67| 221.3 90| 226.1 113 230.5 136 303.2 159
206.2 22| 2115 45| 216.2 68| 2214 91 226.2 114] 231.1 137 303.3 160
206.3 23| 2121 46| 216.3 69| 2215 92| 226.3 115 231.2 138 303.4 161
JUNIN
Codigo| N° [Codigo| N° |Codigo| N° [Codigo| N° |Codigo| N° Codigo N° Codigo N° Codigo N°
FCA [asignadg FCA [asignadg FCA lasignadd FCA l|asignadd FCA [asignadg FCA asignado FCA asignado FCA asignado
501,1 1| 506,1 24| 510,3 47] 5145 70| 519,3 93 524,1 116 528,4 139 503.b 162]
501,2 2| 506,2 25| 5104 48] 515,1 71| 5194 94 524,1 117 528,5 140 503.c 163|
501,3 3| 506,3 26| 5105 49| 515,2 72| 5195 95 524,1 118 529,1 141 503.d 164]
501,4] 4| 506,4 27| 510,6 50| 515,3 73| 520,1 96 524,1 119 529,2 142 503.e 165|
501,5 5| 506,5 28| 5111 51| 5154 74| 520,2 97 524,1 120 529,3 143 504 166
501,6 6| 507,1 29[ 5112 52| 5155 75 520,3 98 525,1 121 529,4 144 505 167
502,1 7] 507,2 30] 5113 53| 516,1 76| 5204 99 525,2 122 529,5 145 506 168
502,2 8| 5073 31| 5114 54 5162 77| 5205 100 525,3 123 530,1 146 507.a 169
502,3 9] 5074 32| 5115 55| 516,3 78| 5211 101 525,4 124 530,2 147 507.b 170
502,4 10{ 507,5 33[ 512,1 56 516,4 79[ 5212 102 525,5 125 530,3 148 507.c 171]
502,5 11| 507,6 34| 5122 57| 516,5 80| 521,3 103 526,1 126 530,4 149 507.d 172]
502,6 12| 5081 35 5123 58| 5171 81| 5214 104] 526,2 127 530,5 150
503 13| 508,22 36| 5124 59[ 5172 82| 5215 105 526,3 128 501.a 151
504,1 14| 5083 37| 5125 60| 5173 83| 5221 106 526,4 129 501.b 152
504,2 15[ 508,4 38[ 5131 61| 5174 84 522,2 107 526,5 130 501.c 153
504,3 16/ 508,5 39[ 5132 62| 5175 85 522,3 108 527,1 131 501.d 154
504,4] 17| 509,1 40| 5133 63| 518,1 86| 5224 109 527,2 132 501.e 155
504,5 18| 509,2 41 513,44 64| 518,2 87| 5225 110 527,3 133 502.a 156
505,1 19| 509,3 42| 513,55 65| 518,3 88| 523,1 111 527,4 134 502.b 157
505,2 20| 509,4 43| 514,1 66] 518,44 89| 523,22 112 527,5 135 502.c 158
505,3 21| 509,5 44| 514,2 67| 518,55 90| 523,3 113 528,1 136 502.d 159
505,4] 22| 510,1 45| 514,3 68| 519,1 91| 5234 114 528,2 137 502.e 160
505,5 23| 5102 46] 514,4 69] 519,2 92| 5235 115 528,3 138 503.a 161
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En la tabla 6 se indica el nimero de levadura por departamento que fue seleccionada por
el sorteo para conformar la muestra y la codificacion asignada a cada una de ellas para facilitar

la identificacion de las mismas durante la investigacion.

Tabla 6: Codificacion asignada a las levaduras seleccionadas para la muestra por departamento

LUJAN TUPUNGATO MAIPU JUNIN
Cadigo Cadigo Cadigo Cadigo
FCA N° Asignado FCA N° Asignado FCA N° Asignado FCA N° Asignado
32 1 19 3 211.1 8 523.4 24
17 2 9.1 4 212.4 9 524.5 25
9.2 5 213.1 10 525.4 26
16.1 6 216.2 11 526.5 27
6.2 7 217.3 12 510.1 28
218.5 13 529.5 29
230.3 14 512.4 30
205.3 15 518.4 31
214.3 16 522.4 32
220.1 17 514.3 33
222.1 18 522.5 34
224.4 19 523.5 35
225.2 20 524.4 36
232.4 21 527.3 37
232.3 22 529.4 38
305.1 23 529.3 39
527.4 40

111.2. Preparacion de la coleccion de trabajo
I11.2.1. Activacion

Las levaduras provenientes del cepario se encontraban bajo condiciones de

mantenimiento a -18°C en tubos eppendorf con glicerol al 20%.

Para la activacion de cada cepa se tomd una alicuota del tubo de mantenimiento y se
sembrd en tubos con 2 mL de medio liquido YEPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%,
glucosa 2%). Se incubd en estufa durante 24 hs. a 28+2°C. Se determind el crecimiento positivo
de las levaduras cuando se observé turbidez y formacién de espuma, caracteristicas propias de

la actividad de las levaduras que indican la fase de crecimiento exponencial.
111.2.2. Purificacién, armado de la coleccion y mantenimiento

Para confirmar la pureza de la cepa luego de la activacion, se realizé una observacion
microscépica en fresco bajo un objetivo de 40x entre porta y cubreobjetos. Se estri6 el material
en agar YEPD (agar 1,4%) se incubd durante 48 hs a 28+2°C. Se confirmé la pureza de los
cultivos microscopicamente verificando la homogeneidad de los microorganismos, Yy

macroscopicamente observando que todas las colonias resultaran iguales.
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Una vez confirmada la pureza, se procedid a colocar la cepa en tubos con agar levadura
glucosado (agar 1,4%, glucosa 2%, extracto de levadura 0,5%) inclinado y por duplicado; una
serie conformé la coleccidn de trabajo que fue utilizada para tomar el material celular necesario
para realizar la activacion de cada ensayo y la serie duplicada se conservé como coleccién stock

0 de mantenimiento.
111.3. Metodologia de ensayo

Para realizar los ensayos que definen los criterios de seleccion de las levaduras se utilizo
un cultivo en fase de crecimiento exponencial. Se tom6 material celular del pico de flauta y se
activo en tubos de hemdlisis con caldo YEPD incubados en estufa durante 24 hs a 28+2°C; el
cultivo se utilizé dentro de las 24 de haber sido activado y de esta forma se asegur6 que las

levaduras utilizadas se encontraban en dicha fase.

Se activaron las levaduras por triplicado, los ensayos fueron también realizados por

triplicado respondiendo al siguiente esquema:

1

Pico de flauta Lev. 1 Activacion por Ensayo por triplicado
triplicado Lev. 1.1,1.2, 1.3

v

v

v

En la figura 4 se observa el ensayo de tolerancia al etanol, en el ejemplo, al 10%, v/v,

realizada para las 40 cepas de la muestra por triplicado.

Figura 4: Tolerancia al etanol al 10% v/v
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111.3.1 Caracterizacion de las levaduras
111.3.1.a. Caracteristicas de diferenciacién

- Caracteristicas macroscopicas: Las levaduras fueron estriadas en Placas de Petri con
agar YEPD, e incubadas durante 48 hs en estufa a 28+2°C. Se evalué la homogeneidad y

pureza de las colonias crecidas.

- Caracteristicas microscopicas: Para cada levadura en estudio se realizd el montaje
negativo con nigrosina, se observd morfologia y pureza del cultivo al microscopio éptico con

objetivo de inmersién (100x) utilizando aceite de cedro.

- Crecimiento sobre lisina: Una alicuota de 5 ul de levaduras activas se sembr6 en 3
placas con tres medios diferentes: 1- Medio con lisina como fuente de nitrégeno (glucosa 2%,
fosfato diacido de potasio 0,1%, sulfato de magnesio hepta hidratado 0,05%, agar 2%, lisina
0,056%); 2- Medio con extracto de levadura como fuente de nitrégeno (glucosa 2%, fosfato
didcido de potasio 0,1%, sulfato de magnesio hepta hidratado 0,05%, agar 2%, extracto de
levadura 0,056%) y 3- Medio reemplazando la lisina por amonio. Se incubaron a durante 48 hs
28+2°C.

Las levaduras Saccharomyces spp no son capaces de utilizar la lisina como fuente de
nitrégeno; para la diferenciacién de género se aplicaron los siguientes criterios: levaduras
Saccharomyces demuestran un crecimiento positivo en el medio nimero 2, con extracto de
levadura como fuente de nitrégeno y negativo en los medios 1 y 3; mientras que las levaduras
no-Saccharomyces presentan crecimiento positivo en el medio namero 1 y 3 y negativo en el

medio nUmero 2.

Esporulacion: Se sembraron las levaduras activas en picos de flauta con agar acetato
(bactotriptosa 0,25%; glucosa 0,062%; cloruro de sodio 0,062%; acetato de sodio 3 H,O 0,5%;
agar 2,0%; pH dptimo 6-7) este medio es especifico para inducir la esporulacion de levaduras
debido a que presenta una fuente de carbono dificil de fermentar: los tubos fueron incubados en
estufa a 28+£2°C. El tiempo requerido para la esporulacién varia con las especies, y aln con las
cepas de cada levadura. Por esta razon, las levaduras sembradas en el medio de esporulacién
deben estudiarse a intervalos frecuentes y regulares. Las esporas, una vez formadas, pueden
germinar muy bien en ese mismo medio, por eso se realizaron observaciones periddicas del
material entre portaobjetos y cubreobjetos en microscopio optico. La esporulacion es un método
para diferenciar las especies de levaduras debido a que cada una de ellas presenta formas

caracteristicas.
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111.3.1.b. Caracteristicas tecnolégicas

Tolerancia al etanol: Por cada cepa en estudio se sembrd una alicuota de suspension de
levaduras activas en una series de tres tubos con diferentes concentraciones de mosto
alcoholizado (10 — 12 — 15 % v/v). Luego se sellaron con tapon de VAS-PAR (vaselina —
parafina 50%) y se incubaron en estufa a 28+2°C durante 7 dias. El desplazamiento del tapén
indica que la levadura ferment6 y produjo CO, resistiendo la concentracion de etanol del medio.

Si no hay movimiento, significa que el aislado no resistio la concentracion propuesta.

Poder de fermentacion: El poder fermentativo de las levaduras fue determinado
mediante microvinificaciones realizadas para la cinética de fermentacion. El poder fermentativo
fue calculado gravimétricamente (Abad Arranz, 2006; Kurtzman y col., 1998) evaluando la
pérdida de peso por liberacion de CO, entre el inicio y el final de la fermentacion de 30 mL de

mosto:
PF (% v/v Etanol) = [ P final (g) — P inicial (g) ]* 1,5

Cinética de fermentacion: Se sembraron 2x10° células/mL, realizando el recuento en
camara de Neubauer (Figura 5), en erlenmeyers con que contenian 30 mL de mosto estéril,
tapados con tapdn de goma provistos con tubo de vidrio con algodén (Figura 6) para facilitar el
desprendimiento de CO,, fueron incubados durante 12 dias en estufa a 28+2°C. La pérdida de

peso fue registrada diariamente para graficar las curvas de fermentacion.

Figura. 5: camara de Neubauer Figura 6: Erlenmeyer con tapén de

goma

En la Figura 7 se muestran modelos de las diferentes cinéticas fermentativas que pueden

presentar las levaduras durante el proceso de fermentacion.
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Pérdida de peso (g)

Tiempo (dias)

Figura 7. Diferentes cinéticas fermentativas. a) Correcta, b) Rapida, c) Con problemas de finalizacion, d)
Con problemas de arranque (Abad Arranz, 2006).

Resistencia al anhidrido sulfuroso: Se sembraron 50 ul de suspensiéon de levaduras
activas en tubos estériles con 3 mL de mosto estéril en tres series para cada concentracion del

antiséptico
1- 50 ppm de anhidrido sulfuroso
2- 100 ppm de anhidrido sulfuroso
3- 200 ppm de anhidrido sulfuroso

Los tubos fueron sellados con tapén de VAS-PAR para poner en evidencia el
crecimiento de las levaduras e incubados en estufa a 28+2°C durante 24-48 hs. Las cepas
resistentes a la concentracion de anhidrido sulfuroso en estudio logran desplazar el mencionado
tapén.

Formacidn de espuma: Una alicuota de la suspensién de levaduras activas se inocul6 en
tubos de ensayo (16 mm x 160 mm) con 10 mL de mosto estéril y se incubé en estufa a 28+2°C.
Se midié la altura de la espuma producida durante 10 dias. Para la clasificacién se tuvo en

cuenta la altura maxima formada.

Las levaduras fueron clasificadas segun Nikolaou (2004) y Regoddn (1997) en tres
categorias basadas en la altura maxima alcanzada por la espuma: FO (menor a 2 milimetros), F1

(entre 2 y 4 milimetros) y F2 (mayor de 4 milimetros).

Formacion de sustancias adherentes: Las levaduras activas fueron sembradas en tubos
con 2 mL de mosto estéril, se incubaron durante 48-72 hs. en estufa a 28+2°C, transcurrido ese

lapso se observo la formacion de pelicula o anillo (Rainieri, 2000).
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Formacion de sedimento: Se realizd junto con el ensayo anterior, utilizando el mismo

material, observando a las 72 horas la formacion de sedimento.

Factor Killer: Para determinar si las cepas en estudio presentaban actividad killer se
utilizé el método descrito por Suérez Lepe (1997).

El método consistio en sembrar cada levadura en fase de crecimiento exponencial en
sendas Placas de Petri conteniendo un césped de cepas killer y sensibles. Se incubd a 23°
durante 72 horas y se observo el crecimiento de los microorganismos interpretando los
resultados de la siguiente manera:

e Cepas matadoras: Crecen en las dos placas y forman halo de inhibicion en el césped de
la placa sensible
e Cepas neutras: Crecen sobre los dos céspedes de cepas control, matadoras y sensibles

e Cepas sensibles: Solo crecen sobre el césped sensible y mueren sobre el césped matador

Fermentacion de azlcares: glucosa y fructosa: Para esta determinacion se utilizaron
erlenmeyers provistos de tap6n de goma con tubo de desprendimiento de vidrio, adicionados
con 30 mL de caldo glucosa con extracto de levadura (extracto de levadura 0,5%, glucosa 10%).
Por cada cepa en estudio se sembraron 2x10° células/mL, el recuento celular previo a la siembra
se realiz6 en cadmara de Neubauer. Los erlenmeyers se incubaron durante 12 dias en estufa a
28+2°C. La pérdida de peso fue registrada diariamente para valorar los gramos de CO,

liberados.

El mismo procedimiento se realiz6 para determinar la fermentacion de la fructosa,

utilizando caldo fructosa con extracto de levadura (extracto de levadura 0,5%, fructosa 10%)
IV.3.1.c. Caracteristicas cualitativas

Actividad B-glucosidasa: En Placas de Petri con medio especifico para evidenciar la
actividad B-glucosidasa (Extracto de levadura 1%; peptona 2%; glucosa 2%; citrato de Hierro
Amonio 0,02%; esculina 0,5%; agar 2%) se sembraron ocho cepas de levaduras a razén de una
gota de 5 ul de cada una. Las placas se incubaron durante 24 hs. a 28+2°C (Hernandez y col.,
2003).

La actividad B-glucosidasa se evidencia por la formacion de un halo negro alrededor de
la colonia que se forma por reaccion entre la esculina hidrolizada que se transforma en

esculetina por la actividad enzimatica de la B-glucosidasa y la sal férrica soluble.

Formacion de acido a partir de glucosa: Se sembraron 5 pl de suspension de levaduras
activas en Placas de Petri con agar levadura glucosado adicionado con creta (extracto de
levadura 0,5%, glucosa 2%, carbonato de calcio 1%, agar 2,5%). Las cajas fueron incubadas en
estufa a 28+2°C durante 48 hs.

Seleccidn de levaduras vinicas provenientes de la provincia de Mendoza



Materiales y Métodos 32

La produccion de acido a partir de la glucosa se evidencia por la formacién de un halo
transparente alrededor de la colonia debido a la disolucion del carbonato de calcio por la

produccion de &cido, la cual se cuantificé de la siguiente manera:

. ++++ halo de disolucion mayor a 3mm / alta formacion de &cido
. +++ halo de disolucion entre 2-3mm / baja formacion de acido
. ++ halo de disolucion entre 1-2mm / leve formacion de acido
o +/- halo de disolucion menor a 1mm / trazas de &cido

Produccion de &cido sulfhidrico: el cultivo en fase exponencial fue estriado sobre agar
Biggy (Nikolaou y col., 2004) un medio de cultivo comercial preparado bajo las condiciones de
fabricante (Oxoid) que pone de manifiesto la produccion de acido sulfhidrico. EI medio de
cultivo tiene sulfito de bismuto, siendo el sulfito el principal precursor de la produccion

excesiva de H,S.

Las colonias se desarrollan de color chocolate al beige, de intensidad proporcional a la
produccion del sulfuro. El fabricante indica que la intensidad de coloracion en este medio es una
indicacion de la maxima actividad de la enzima sulfito reductasa de una cepa dada determinada
genéticamente. Debe tenerse en cuenta que otros parametros de fermentacion especialmente el
contenido de nitrogeno y azufre del mosto, influyen en la produccién de H,S (Jiranek y col.,

1995). A continuacién se observa la intensidad de cloracion observada y los resultados

asociados.
. ++++ chocolate / alta formacion de H,S
o +++ beige-marron / media formacion de H,S
o ++ beige / baja formacion de H,S
. +/- beige claro / trazas de H,S

Cada una de las placas se sembr6 con cuatro levaduras activas diferentes y se incub6
28+2°C a durante 24 hs.

Con los resultados obtenidos, de las caracteristicas descriptivas, tecnoldgicas y
cualitativas, se procedid a agrupar las cepas por su semejanza a fin de facilitar su posterior

analisis, utilizando el programa NTSyS 2.0 mediante el coeficiente UPGMA.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de los ensayos tecnolégicos y
cualitativos realizados a las cuarenta cepas vinicas (tabla 6 Cap. IV — Materiales y Métodos),
que fueron seleccionadas a partir de una coleccion de 414 individuos que pertenecen a las
catedras de Enologia y Microbiologia de la F.C.A., los mismos provienen de cuatro
departamentos viticolas de la Provincia de Mendoza: Lujan de Cuyo, Maipu, Tupungato y

Junin.

Para comenzar con la caracterizacion de género de los individuos se realizaron
determinaciones para clasificar a las cepas; se tuvieron en cuenta sus caracteristicas

macroscopicas y microscopicas.

Las observacion de los individuos que se muestra en las Tablas 7 y 8, indicé que todos
corresponden al género Saccharomyces spp, debido a que coinciden con la descripcion de las
caracteristicas macroscépicas y microscépicas descriptas por Kurtzman (1998) y Barnett (1990).
El género también se confirmé en medio selectivo con L-lisina como Unica fuente de nitrogeno
en el cual no es capaz de crecer y/o desarrollarse (Santamaria, 2007; Valero, 2004; Ribéreau-
Gayon, 2003; Mas, 2002; Kurtzman, 1998; Kenneth, 1997; Barnett, 1990).

Tabla 7: Caracteristicas macroscépicas de las cepas en estudio

ASPECTO | COLOR | FORMA | TAMANO | CONSISTENCIA | ELEVACION | BORDES N° DE CEPA
Lisa Blanca | Circular | 3-4mm Cremosa Redonda Lisos | L23:4-5-6-17-18-20-
24-25-29-30-31-34-32

Lisa Blanca | Circular | 2-3mm Cremosa Pico Lisos 7-8-10-11-12-21-23-28
Lisa Blanca | Circular 1 mm Cremosa Pico Lisos 9-16-27-33-39-40
Lisa Blanca | Circular | 3-4 mm Cremosa Chata Lisos 37-38

Rugosa Blanca | Circular 3-4 mm Cremosa Pico, elevada Lisos 13-19-26

Rugosa Blanca | Circular | 2-3mm Cremosa Chata Lisos 14-15-35

Rugosa Blanca | Circular | 1-2 mm Cremosa Redonda Lisos 36

Rugosa Blanca | Ovoide 5 mm Cremosa Pico, aplastada |  Lisos 22

En la Tabla 8 que se muestra a continuacion, se observan las

morfoldgicas de las células de cada una de los aislados.

caracteristicas
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Tabla 8: Morfologia en montaje negativo de los aislados estudiados

Levl | Lev2 | Lev3

Lev 1l

Lev4 | Levb

9
.

Lev3l| Lev32 Lev34 | Lev35] Lev36| Lev37| Lev38| Lev39| Lev40

Por medio de la siembra en medios estresantes para la esporulacion, se logré inducir
este proceso en cada uno de los individuos. Se observaron esporas globosas o elipsoidales, con
una pared lisa, conteniendo entre 1 a 4 esporas por asco, que concuerdan con las descriptas para

Saccharomyces cereviciae por Suarez Lepe (2004) Kurtzman (1998) y Barnett (1990).

Diversos autores (Esteve - Zarzoso y col., 2000; Martin and Vaughan, 1990; Fleet y
col., 1988) demostraron en sus investigaciones que los principales agentes de la fermentacion
alcohdlica son cepas de la especie S. cereviciae, ellas estan adaptadas a las caracteristicas del
mosto y pueden crecer bajo esas condiciones, transformandose en la especie dominante y
completando la fermentacion alcoholica (Barrajon Simancas, 2007; Esteve-Zarzoso, 2000),
corroborando esta informacién con nuestros resultados podemos decir que las cepas que hemos

estudiado pertenecen al género citado anteriormente.
Caracteristicas tecnoldgicas

Tolerancia al etanol: EI 80% de los aislados tolerd las mayores concentraciones de
etanol evaluadas (15% v/v), el 20% restante logré crecer sélo con 12% de alcohol. En la Figura
8 se muestra el ensayo de tolerancia al etanol a las tres concentraciones establecidas, para una
repeticion de cada cepa de la muestra. Se observa el desprendimiento del tapon de vas-par,
debido a la presion de CO, generado durante la fermentacion alcohdlica, lo que indica que la

cepa fue capaz de crecer en el medio alcoholizado.
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10% 12% 15%

Figura 8: Desprendimiento del tapon de vaspar, como consecuencia de poder crecer en mosto con
concentraciones crecientes de etanol (% v/v)

El 100% de los individuos provenientes del departamento de Lujan de Cuyo y
Tupungato mostraron tolerancia a la maxima concentracién de etanol propuesta, los aislados de
los departamentos de Junin y Maipu presentaron diferencias, el 17% de las cepas del primero no
logro crecer a la mas elevada concentracion de alcohol, mientras que para el segundo el

porcentaje fue del 37%.

Esta determinacion es importante debido a que el etanol es un compuesto téxico para
los microorganismos, el incremento de su concentracién a medida que transcurre el proceso de
fermentacion podria ser una causa de su detencion debido a la incapacidad de la cepa de
tolerarlo (Abad Arranz, 2006).

Poder de fermentacion: Expresa la capacidad que tienen las levaduras para producir
vinos de elevado grado alcohdlico, por tanto, corresponde al maximo porcentaje de etanol que
una levadura es capaz de producir (Abad Arranz, 2006); es decir, indica la graduacidn

alcoholica que se obtendra en el vino obtenido.

El 60% de las levaduras presentaron un poder alcoholigeno entre 12-14,99% vl/v,
mientras que el 40% restante fue mayor o igual a 15%. La importancia de esté analisis radica en
gue en un vino con mayor graduacién alcohdlica tendria un extracto mas elevado a la vez se

obtendrian vinos secos o con concentraciones de azucares residuales minimas (Arranz, 2006)

El Gréfico 1 representa el alcohol potencial de los aislados de las cepas de levaduras de
los departamentos muestreados. Se observd que el 75% de los aislados del departamento de
Maipu presentaron bajo poder de fermentacion, mientras que con respecto a las cepas de Junin

y Tupungato los resultados fueron del 70 y 40% respectivamente.

En cuanto a las cepas de la muestra que presentaron poder de fermentacion superior a
15% se encuentran las del departamento de Lujan de Cuyo, el 60% de Tupungato, el 25% de

Maipu y el 30% de Junin.
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Gréafico 1: Poder de fermentacion de los aislados

Cinética de fermentacién: Durante los 12 dias de fermentacion el 60% de los individuos
desprendieron entre 8 y 9,99 g de CO,, el resto desprendié de 10 a 15,5 g de CO,. Se dispuso
como valor de referencia un desprendimiento de CO, mayor o igual a 10 g, ya que ese resultado

asegura un valor de alcohol potencial de 15% viv.

Al comparar las curvas de fermentacion obtenidas (Anexo 1) con los modelos de las
diferentes cinéticas fermentativas que pueden presentar las levaduras durante el proceso de
fermentacion (Fig. 8, Cap. IV - Materiales y Métodos), se observé que el 67,5% de las cepas
presentaron una correcta cinética de fermentacion, un 15% presentd problemas de arranque,
pero luego fermentaron normalmente, igual porcentaje mostré problemas durante la
fermentacion y de finalizacion y por Gltimo un 2,5% mostrd un arranque excesivamente rapido

de la fermentacion, alcanzando en tiempo breve la fase de crecimiento exponencial.

El comportamiento de las cepas segin la cinética de fermentacion (por departamento)
puede visualizarse en el Grafico 2, en él se destaca que el 100% de las que pertenecen a
Tupungato, el 69% de Maipu, el 64% de Junin y el 60% de Lujan de Cuyo presentan correcta

cinética de fermentacion.
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Gréafico 2: Cinética de fermentacion

Una correcta cinética de fermentacion garantiza la ausencia de desprendimientos
caléricos bruscos, en consecuencia evitara elevaciones excesivas de temperatura que puedan
provocar pérdidas aromaticas y disminucién en la calidad del vino e incluso paradas
fermentativas por muerte térmica de las levaduras. Ademas, permite reducir gastos innecesarios
de energia en funcidn de la refrigeracién y garantizar que la cepa pueda finalizar correctamente

la fermentacion sin que en el vino permanezcan azlcares residuales.

Resistencia al anhidrido sulfuroso: En el presente trabajo se evalué la resistencia de las
levaduras a tres concentraciones de SO, aplicadas a mosto estéril (50-100-200 ppm). En los
resultados se observd que s6lo el 10% de las cepas no lograron crecer en presencia de SO,
mientras que el 12,5% tolerd la presencia de 50 ppm, el 77,5% restante pudo desarrollar con 100
ppm, pero ningdn aislado sobrevivid en concentraciones de 200 ppm de anhidrido sulfuroso. El
sulfitado produce una esterilizacién parcial del mosto, permitiendo el control de
microorganismos indeseables favoreciendo el desarrollo de cepas de Sacchromyces cerevisiae
gue son resistentes, por ello resulta importante conocer la tolerancia a la accion de este
compuesto, no para su adicion en forma indiscriminada sino para hacerlo de la manera
adecuada, ya que un exceso en la dosis produce alteraciones organolépticas y genera problemas
legales ya que su contenido en mostos y vinos se encuentra legislado por el I.N.V. (vino tinto
seco 130 mg/l, para blanco y rosado seco y tinto abocado y dulce 180 mg/l en vino, vinos
blanco y rosado abocado y dulce 210 mg/l , Resolucién 1.N.V, N° C-143/94).

Para cada una de las concentraciones propuestas, cepas provenientes de diferentes
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departamentos mostraron los comportamientos que se detallan en el Gréafico 3. Los
departamentos de Lujan de Cuyo y Tupungato presentaron uniformidad en los resultados ya que
el 100% de las unidades muestreadas para cada uno de ellos resistié a 100 ppm, seguidos por el
88% de Maipu y el 59% de Junin.
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Grafico 3: Resistencia al anhidrido sulfuroso en diferentes concentraciones

Formacion de espuma: La elevada formacién de espuma durante el proceso de
fermentacion puede provocar el desborde de las piletas, en consecuencia su minima produccion
facilita las posteriores tareas de higiene. El valor ideal para la seleccién de una levadura es que
presente una altura menor a 2 mm (F0), pero en caso de que la cepa demuestre otras cualidades
se podria tolerar un aumento de este valor hasta 4 mm (F1). En este trabajo, el 22,5% de las
cepas presentaron altura de espuma FO (menor a 2 mm); el resto de los aislados midieron F1

(entre 2-4 mm), ninguna levadura presentd longitud F2 (superior a 4 mm).

El 80% de los individuos pertenecientes al departamento de Tupungato arrojaron alturas
entre 2-4 mmy el 20% menor a 2mm. Para el resto de los departamentos el resultado de altura

de espuma entre 2-4 mm fue superior al 94% vy el porcentaje restante fue menor a 2 mm.

Formacién de sustancias adherentes: La formacidn de estas sustancias en forma de
anillo o pelicula es una caracteristica no deseada debido a que pueden enturbiar o formar velos
en los vinos o adherirse a las paredes de los tanques o piletas. En los resultados se observa que
el 17,5 % del total de las cepas formaron anillo en las paredes del tubo durante la fermentacion,

mientras que el 82,5% restante no produjeron sustancias adherentes.
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En cuanto al andlisis por departamentos, Junin mostr6 que el 29% de las cepas formaron
anillo, mientras que en Maipu el 12%.

Formacién de sedimento: Una caracteristica importante de la seleccion de levaduras es
que luego de fermentar las células se depositen en el fondo del recipiente de manera de facilitar
las posteriores tareas de separacion. En este trabajo se observé que el 100 % de las levaduras en
estudio presentaron sedimento a partir de las 24 hs de activacion.

Factor Killer: EI 15 % de las cepas presentaron actividad Killer, el 5 % se mostraron
sensibles a la toxina y el 80 % restante se manifestaron neutras a la actividad téxica. Tal como
se describi6 el factor killer resulta una caracteristica importante al momento de seleccionar

cepas enoldgicas (Ribereau- Gayon 2003).

Segun la bibliografia, el caracter “matador” esta extensamente representado en la flora
nativa de levaduras encontradas en la elaboracion de vinos (Hidalgo 1994), pero cabe destacar
la diferencia encontrada por Cocolin y col. (2004) que en su investigacién reportaron un mayor
porcentaje de incidencia de levaduras killer encontradas en nichos especificos como bodegas
nuevas, ello resulta de una presion selectiva de la microflora residente, en nuestro estudio los

aislados provenian de la naturaleza, por lo que la mayoria se observé como neutra.

Dentro de las levaduras de la muestra se hallaron cepas con actividad killer distribuidas
dentro de los departamentos en estudio en diferentes porcentajes, tal como se observa en el
Grafico 4. Las cepas seleccionadas del departamento de Maipa fueron las Unicas que
presentaron individuos sensibles con el 12%. En cuanto al caracter killer Lujan de Cuyo fue el
que presentd mayor presencia de toxina con el 50 %, en cuanto a las neutras Tupungato, Maipu

y Junin presentaron % similares entre 80 y 82%.
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Grafico 4:Comportamiento killer de las cepas de la muestra
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Fermentacion de azlcares: glucosa y fructosa: Las levaduras Saccharomyces presentan
una mayor afinidad en el consumo de glucosa. Los resultados obtenidos mostraron que el 25%
de las cepas presentaron mayor afinidad en el consumo de fructosa, lo que se evidenci6 por un
mayor desprendimiento de CO, en el medio contiendo este azucar como Unica fuente de
carbono. Un 30% de las cepas no presentaron diferencias en el consumo entre uno y otro;
mientras que el 45% restante present6 afinidad por la glucosa.

Las levaduras que presentaron cinéticas de consumo de fructosa semejante al consumo
de glucosa, demostraron el caracter fructofilico y, por lo tanto, podrian comportarse mejor en
situaciones de estrés; por ejemplo, en fermentaciones detenidas con niveles elevados de fructosa
(Dumont, 2008). Debido a la importancia que radica esta determinacion, y en funcién de las
recomendaciones bibliograficas, se plantea la necesidad de evaluar el comportamiento de las
levaduras en un medio que contenga ambos azUcares en iguales concentraciones, y realizando la

determinacion de las concentraciones mediante el uso de kits enzimaticos.

La mayoria de las cepas testeadas utilizaron la glucosa mas rapidamente que la fructosa
lo que confirma el caracter glucofilico de las cepas Saccharomyces spp. El resultado obtenido
coincide con el de Berthels y col. (2004) quienes también demostraron que comenzado el
proceso de fermentacion con cantidades iguales de los dos azlcares observaron la preferencia
por la glucosa, en consecuencia las levaduras parecen ser glucofilicas y es la causa de los
elevados niveles de fructosa que quedan en los vinos con fermentaciones detenidas. Contar con
levaduras con preferencia en el consumo de fructosa evitaria fermentaciones lentas o detenidas.
El Grafico 5 demuestra el comportamiento de los aislados en cuanto al consumo de fructosa, en
él observamos que el 50% de las cepas muestreadas del departamento de Lujan de Cuyo

presentan afinidad por el consumo de fructosa.
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Grafico 5: Afinidad por consumo de fructosa
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Caracteristicas cualitativas

Actividad p-glucosidasa: La totalidad de las cepas en este estudio expresaron actividad
enzimatica en el medio especifico donde se produce la hidrélisis de precursores del aroma
durante la fermentacion. Si bien esta actividad es muy importante, cabe aclarar que los valores
de pH del mosto de uva y del vino oscilan entre 2,8 — 3,5; la actividad enziméatica disminuye
aproximadamente un 33% en el mencionado rango. En consecuencia, es de esperar que esta
actividad decaiga durante la vinificacién (Hernandez 2003). En la Figura 9 se observa el ensayo
realizado a diferentes levaduras de la muestra acompafadas de un control negativo (levadura

gue no presenta actividad p-glucosidasa).

Figura 9: Actividad B-glucosidasa de las levaduras de la muestra

Formacién de acido a partir de glucosa: El 62% de las levaduras produjeron entre
escasa Yy leve concentracion de &cido, el 30% presentd baja formacion y el 8% restante alta
produccion. Las cepas Saccharomyces spp durante la fermentacion siempre producen cantidades
relativamente bajas de este acido (Figura 10); las mismas pueden variar segin la cepa, las
concentraciones de azucar en el mosto, la temperatura de fermentacion, por ello es importante la

eleccion de un individuo con baja producciéon de este compuesto, ya que lo contrario podria

afectar las caracteristicas sensoriales del vino. La produccion excesiva de este compuesto podria
traer consecuencias en la comercializacion ya que es un constituyente de la acidez volatil que

tiene limites legales de 0,8g/L expresados en acido acetico. (Resolucion INV, N° 633/81)

Figura 10: Visualizacion de halos transparentes debido a la disolucion del carbonato de calcio.
De los aislados que formaron cantidades elevadas (mas de 3 mm de halo de disolucién)
de acido a partir de glucosa el 20% pertenecen al departamento de Tupungato y a Junin un 12%.

El resto de los departamentos no presentaron cepas con esta caracteristica.

Produccion de acido sulfhidrico: La capacidad de sintetizar estos compuestos depende

de la cepa. Las levaduras sintetizan sus estructuras a partir de amonio y/o aminoacidos, cuando
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la fuente de este nitrogeno asimilable es minima, estos microorganismos comienzan a utilizar
aminoacidos azufrados, liberando el grupo tiol correspondiente. La presencia de moléculas con
grupos sulfuro en el mosto — vino son los causantes de los aromas a reducido. Ademas,
presentan un umbral de percepcién bajo, con olor a huevo podrido, cebolla podrida, plasticos,

neumaticos: por este motivo se espera que la produccion de acido sulfhidrico sea baja 0 minima.

De los resultados obtenidos, el 42,5% de los aislados produjeron este compuesto en
cantidades trazas o bajas, un 32,5% presentaron concentraciones medias, y el 25% restante
mostraron alta produccion del compuesto sulfurado. Estos resultados coinciden con los de
Caridi (1991) quien también encontré que la mayoria de sus cepas estudiadas producian
minimas concentraciones de estos compuestos sulfurados y tampoco encontraron cepas no
productoras. En la Figura 11 se observan las colonias coloreadas de acuerdo a la formacion del

compuesto.

Figura 11: Produccion de H,S

El 43% de las cepas que integran la muestra correspondiente a Maipu presentaron alta
formacién de compuestos sulfurados y el 17% de las cepas analizadas de Junin mostraron el
mismo comportamiento. En el resto de los departamentos no se hallaron levaduras que

demuestren excesiva formacién de acido sulfhidrico.

A continuacion se muestra la Tabla 9 que resume los resultados de las determinaciones

realizadas a cada uno de los aislados.
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Tabla resumen, resultados de las caracteristicas de las cepas de la muestra
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Con el fin de agrupar las cepas segln su semejanza y facilitar el analisis de los resultados,
se elabor6 una matriz de similitud, a partir de la cual se obtuvo el dendograma correspondiente
(Figura 12).
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Figura 12: Dendograma obtenido con el programa NTSyS 2.0
En el analisis y para un nivel de similitud del 90% fue posible concentrar las cepas en
ocho grupos con caracteristicas tecnolégicas y cualitativas similares. Posteriormente se realizé
un analisis de cada uno de los cluster para buscar aquellas cepas gque resulten adecuadas para

vinificar.

Con respecto al primero de los clusters, una de las caracteristicas mas importantes que
presentaron las cepas que lo conforman es que arrojaron valores de alcohol potencial superiores
a 15 %v/v. Ademas, estas levaduras resistieron las mas elevadas concentraciones de alcohol
probadas, por lo que podrian ser seleccionadas para vendimias con importantes concentraciones

de azUcar.

Asimismo, dentro de este grupo se presentan levaduras con retrasos al inicio de
fermentacion y otras que fueron sensibles a la toxina killer; las cepas 2, 4 y 6 fueron las que

respondieron mejor a las caracteristicas cualitativas para su posible seleccion.
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La cepa numero 2, pertenece al departamento de Lujan de Cuyo, y la 4 y 6 son del
departamento de Tupungato. Por sus caracteristicas resultarian aptas para fermentar mostos,
dado que presentan correcta cinética de fermentacion, baja produccién de espuma, sedimentan y
no forman peliculas adherentes. Ademas resisten elevadas concentraciones de etanol, poder de
fermentacion superior a 15%v/v, resisten 100 ppm de SO,, producen trazas de acidez volatil y
de compuestos sulfurados. La cepa 2 podria también utilizarse en blancos por demostrar
actividad glucosidasa para resaltar aromas y seria posible utilizarla en fermentaciones detenidas

por su afinidad para consumir fructosa.

En el cluster 2 la similitud radica en que los aislados no toleran concentraciones
superiores a 50 ppm de SO, antiséptico ampliamente usado en la industria vitivinicola, en
consecuencia, ninguno de estos aislamientos seria factible de ser seleccionado, aunque cabe
destacar que dentro de este grupo la cepa 39 presentd caracter killer y afinidad por el consumo

de fructosa.

Los integrantes del cluster 3 tienen en comun que pueden crecer a elevadas
concentraciones de etanol, e inclusive con 100 ppm de SO, ademas producen minimas
cantidades de compuestos sulfurados. Las cepas 5 y 30 formaron de media a elevada
concentracion de acido a partir de glucosa, este rasgo favorece el aumento en los valores de
acidez volatil de los vinos producidos. Si bien la cepa 5 presentd problemas en relacién al
inicio de la fermentacién logr6 finalizarla en forma adecuada y la 30 formd sustancias
adherentes a las paredes del recipiente, lo que impide su seleccién ya que dificulta las
operaciones de limpieza y desinfeccion. Dentro de este grupo encontramos la cepa 40 que reune
condiciones Optimas para reanudar fermentaciones lentas o detenidas debido a que presenta

afinidad para fermentar medios con contenidos de fructosa y para elaborar vinos tintos.

Las cepas pertenecientes al cuarto cluster, no formaron pelicula o anillo, ademas
produjeron trazas o leve formacién de acido a partir de glucosa, como caracteristica negativa
presentaron espuma F1 y media a elevada producciéon de H,S. Se observaron cinco de ellas
poseen elevada resistencia al etanol, una que present6 caracter Killer y otra elevado poder de
fermentacion, pero todas las cepas del cluster presentaron la caracteristica negativa de formar de
media a elevada concentracion de compuestos sulfurados, ademas tres de ellas, 22, 23 y 25,
presentaron problemas en el arranque de la fermentacién y durante la misma. Por estas razones,

tampoco son seleccionables para ser utilizadas como iniciadoras.

En el cluster cinco se concentran levaduras cuyas caracteristicas positivas son que
lograron resistir elevadas concentraciones de etanol y 100 ppm de SO,, formaron trazas de
compuestos sulfurados y baja formacion de &cido a partir de glucosa, ademas son neutras a la
toxina killer. Pero la cepa 19 presenté bajo poder de fermentacion y la 24 formé anillo y

pelicula adherente, ambas caracteristicas negativas para la seleccion.
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Los individuos del cluster 6 demostraron elevada resistencia al estrés fermentativo,
formaron anillo y pelicula adherente y presentaron media formacion de compuestos sulfurados,
favoreciendo la presencia de defectos en el vino por aromas a reducido. Asimismo, cabe rescatar
las cepas 16 y 36 que presentaron afinidad por el consumo de fructosa y la 16 demostro,

ademas, elevado poder de fermentacion.

Los aislados del cluster 7 formaron espuma FO, leve produccion de acido, baja
produccién de compuestos sulfurados. La cepa 29 no toler6 concentraciones superiores a 50
ppm de SO, ademas presentd problemas de arranque de fermentacién y la 31 formé
anillo/pelicula. Dentro de este grupo se destacan los individuos 31 y 38 por presentar elevado

poder de fermentacion.

La cepa 18, unica integrante del cluster 8, presenté un desprendimiento de CO, menor a
9,99 gramos, ademas produjo anillo/pelicula. Con respecto a la actividad killer es sensible y se

observo una elevada formacién de compuestos sulfurados.

En el presente trabajo se confirmaron los aislamientos como Saccharomyces spp, debido
a su incapacidad para crecer en medios con lisina como Unica fuente de nitrégeno. En cuanto a
las caracteristicas tecnoldgicas fue posible encontrar individuos con adecuado poder de
fermentacion, produccidon de minimas cantidades de espuma, con presencia de factor killer y

con elevadas resistencias al etanol y dioxido de azufre.

Si bien no fue posible encontrar una cepa que responda a todas las caracteristicas
adecuadas, existen levaduras dentro de la coleccidon con ciertas particularidades para ser
seleccionadas con el fin de poder utilizarla como cultivos iniciadores. Se hallé una cepa que
cumple con los requerimientos enoldgicos propuestos para elaborar vinos blancos y puede ser
usada también para fermentaciones lentas o detenidas, otra cepa dptima para vinificaciones
tintas y al igual que el aislado anterior puede intervenir cuando es necesario reanudar
fermentaciones o aumentar le velocidad de las mismas, se hallaron ademas dos levaduras aptas
para vinificaciones tintas, estos resultados invitan a profundizar los estudios en ensayos con

mayores volimenes de mosto.
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V. CONCLUSION
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V. CONCLUSION

El trabajo desarrollado durante esta tesis permitié lograr un estudio acabado en cuanto a
las caracteristicas tecnologicas y cualitativas de una muestra representativa de levaduras que
conforman la coleccidn de cepas de la Facultad de Ciencias Agrarias y que se comparte entre las
Cétedras de Microbiologia y Enologia.

Los individuos aislados se lograron identificar, al menos a nivel de género. Las cepas
estudiadas presentaron en su mayoria adecuadas caracteristicas tecnolégicas como la capacidad
de sedimentar luego de fermentar, minima produccion de espuma y neutralidad de la toxina
killer. Con respecto a las cualitativas, se observé una mayor diversidad en las respuestas,
corroborando que este tipo de determinaciones son cepa — dependiente. La mayoria de las cepas
fueron glucofilicas, mostraron actividad  — glucosidasa y diversidad en la formacion de &cido a
partir de la glucosa. Se corroboré la biodiversidad dada la variacion en la respuesta de cada

cepa.

De la muestra de cepas utilizadas en este trabajo, pocas fueron las que presentaron todas

las caracteristicas enoldgicas deseadas para llevar a cabo una fermentacion vinica.

Cabe destacar que las cepas seleccionadas deberian ser sometidas a pruebas moleculares
para confirmar los ensayos de identificacion. También seria adecuado conocer su
comportamiento en fermentaciones a mayor escala y evaluar las caracteristicas tecnolégicas y
cualitativas durante este proceso y una vez finalizado el mismo. Para fines comerciales, ademas
de lo citado anteriormente, es importante que se estudiaran en procesos de multiplicacion

masiva y desecacidn, ya que este proceso es un punto critico para la seleccion de levaduras.

Finalmente, las levaduras seleccionadas a partir de una determinada zona de
produccion, podrian ser una buena solucién para mantener las caracteristicas propias de los
vinos de una region vitivinicola, minimizando la pérdida de tipicidad de los vinos inoculados,
aportando una caracteristica econdémicamente competitiva y ayudando también en la

conservacion de la biodiversidad.
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ANEXO

I. Cinéticas fermentativas
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