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ABREVIATURAS
°: Grados alcoholicos o Guy-Lussac = %v/v de etanol
°Bx: Grados brix.

°C: Grados centigrados.

ACP: Analisis de componentes principales.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

CO_: Dioxido de carbono.

FA: Fermentacion alcohdlica.

g: gramos.

g/L: Gramos por litro.

h: Hora.

hL: hectolitros.

H,S: Sulfuro de hidrégeno o &cido sulfhidrico.
INV: Instituto Nacional de Vitivinicultura.
kb: Kilobase.

LSA: Levadura seca activa.

M: Marcador de peso molecular.

m: Metro.

mb: Megabases.

mg/L: Miligramos por litro.

min: minutos.

mL.: Mililitro.

mM: Milimolar.

NPA: Nitrogeno prontamente asimilable.



NS: No-Saccharomyces.

OeMv: Observatorio espafiol del mercado de vinos.
OIV: Organizacion Internacional de la vifia y el vino.
pb: Pares de base.

pH: Potencial hidrégeno.

ppm: partes por millon.

rpm: Revoluciones por minuto.

Sc: Saccharomyces cerevisiae.

SO,: Di6xido de azufre IV 6 Anhidrido sulfuroso.
spp.: Subespecie.

Ty: Retrotransposon.

v/v: Volumen sobre volumen.

WLN: Caldo Wallerstein Nutriente

YEPD: Yeast peptone dextrose (Extracto de levadura peptona dextrosa).
0: Delta.

uL: Microlitro.

MM: Micromolar
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RESUMEN

San Juan es la segunda provincia productora de vinos en Argentina, donde la
comercializacion y consumo demanda mas calidad vy tipicidad de los mismos. Una
alternativa para aumentar el potencial de los mostos y dar originalidad a los vinos es
tener levaduras nativas seleccionadas del vifiedo. Pozo de los Algarrobos es una region
vitivinicola reconocida, de caracteristicas particulares para el cultivo de la vid. Hoy estan
instaladas bodegas con tecnologias de Ultima generacion y con vifiedos propios;
apuntando a tener su propio pull microbiano para realzar las caracteristicas
excepcionales de la zona. El objetivo del presente trabajo fue seleccionar levaduras
nativas Saccharomyces cerevisiae de Pozo de los Algarrobos- Caucete - San Juan con
aptitudes para llevar a cabo la fermentacion de variedades blancas de interés
enoldgico. Las levaduras fueron aisladas de fermentaciones espontaneas de mostos de
uvas cosechadas aleatoriamente de los vifiedos de Vitis vinifera variedades Viognier y
Chardonnay. Se tomaron muestras al comienzo, mitad y final de la fermentacion
alcohdlica y se sembraron en placas de Petri con medio diferencial WLN. Las levaduras
seleccionadas fueron sometidas a las siguientes caracterizaciones: resistencia a etanol
(14% vlv), a las dosis de SO, agregadas al inicio del proceso (200ppm), capacidad de
comenzar a fermentar en mostos con altos niveles de azlcares (28°Brix), y baja
produccién de H,S. La identificacion molecular intraespecifica se realiz6 mediante la
metodologia de PCR interdelta con los cebadores 612 y & 21 mediante el protocolo de
Legras y Karst, con el fin de diferenciar polimorfismos y aleatoriedad en la distribucién
de las cepas seleccionadas. La identificacion molecular indicé que estuvieron presentes
13 cepas diferentes en las vinificaciones de Viognier y 12 cepas en Chardonnay. Para
el varietal Viognier quedo seleccionada la cepa V22 y para Chardonnay la cepa C14,
qguienes reunieron las mejores caracteristicas enoldgicas y tecnoldgicas y sus perfiles
genéticos no coincidieron con otros aislamientos ni con las cepas comerciales. Se llevo
a cabo micro vinificaciones y los vinos obtenidos fueron evaluados sensorialmente por

un panel de cata especializado.

Palabras claves: Levaduras, Saccharomyces cerevisiae, Viognier, Chardonnay, vino

blanco.
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INTRODUCCION

Historia de Vitivinicultura en la Argentina

La historia de la vitivinicultura argentina se remonta a la época de la colonizacién, ya
que el cultivo de la vid estaba estrechamente unido con las practicas agricolas del
colono espafiol. A mediados del siglo XVI, los conquistadores llevaron al Cuzco las
primeras plantas de vid, de la especie Vitis vinifera. Desde alli fue conducida a Chile en
1551 y luego introducida a la Argentina en el afio 1556 en la provincia de Santiago del
Estero (Pandolfi et al. 2004).

Desde esta provincia se propago el cultivo hacia el centro, oeste y noroeste del pais. No
existe datos exactos sobre la fecha de implantacion de los primeros vifiedos en
Mendoza y San Juan, aungue algunos historiadores opinan que se realizaron primero

en esta ultima provincia, entre los afios 1569 y 1589 (Pandolfi et al. 2004).

Favorecida por Optimas condiciones climaticas y de suelo, la vitivinicultura se fue
extendiendo, principalmente, en las provincias andinas donde se producian vinos en
volumen reducido. A partir de 1853 permitieron la transformacion en region vinicola.
Con la llegada en 1884 del ferrocarril que vinculaba Mendoza y San Juan con Buenos
Aires, las provincias cuyanas asumen el papel de proveedoras de productos
frutihorticolas y en especial de vino para abastecer el mercado nacional y muy
marginalmente al internacional a través del puerto de Buenos Aires (Pandolfi et al.
2004).

Se trata de una actividad econdmica distribuida en varias zonas argentinas, la cual se
extiende al pie de la Cordillera de los Andes a lo largo de 2.400 kilémetros, entre los 22°
y 42° de Latitud Sur, desde Salta hasta Rio Negro. Cuenta, por ello, con una gran
diversidad climatica y de suelos que convierten a cada region en un terrufio Unico.

A partir de la década del ‘90 se inicié un proceso de reconversion con la implantacion
de variedades de alta calidad enolégica, tales como Malbec, Bonarda, Cabernet
Sauvignon, Syrah, Merlot, Tempranillo, Chardonnay y Sauvignon Blanc, entre otras,
generando materia prima adecuada para la elaboracion de vinos de gran calidad. Ese

proceso de reconversion en vifiedos ha sido acompafiado por la incorporacién de
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tecnologia en las etapas de produccion, elaboracion y comercializacion, de la mano de
recurso humano calificado local (Coviar, 2018).

La superficie de vid implementada en la Republica Argentina alcanza las 215.169 ha
(I.N.V. 2019). Hay 18 provincias argentinas que registran superficie cultivada de vid. El
70,4% del total se encuentra en Mendoza, 21,1% en San Juan, 3,6% en La Rioja, 1,6%
en Salta, 1,3% en Catamarca, 0,8% Neuquén y 0,8% Rio Negro, siendo estas 7

provincias las que concentran el 99,5% de la superficie de vid del pais (Enolife, 2021).

Esta actividad manifiesta un acelerado y sostenido desarrollo, mejorando sus
estandares cualitativos tanto en el sector primario como en el industrial, dando lugar a
una actividad econémica crecientemente sustentable, respetuosa del medio ambiente y
de gran importancia social y econémica para todas las provincias productoras (Wines of
Argentina, 2019).

La region de Cuyo conformada por Mendoza, San Juan y La Rioja concentran el 95%
del total de la superficie plantada en el pais con 187.501 ha de vifiedo. Teniendo en
cuenta la trayectoria vitivinicola y el alto grado de desarrollo industrial, la region de
Cuyo es considerada la mas productiva de Sudamérica y una de las mas importante a

nivel mundial (Wines of Argentina, 2019).

Segun el I.N.V, la Republica Argentina logré su mayor valor en la historia para las
exportaciones de vinos fraccionados, en el 2021 (Tabla 1), con U$S 817 millones,
superando el record anterior logrado en el 2012 de U$S 786 millones. En un contexto
global de crecimiento y recuperacion del comercio del vino, segun el Observatorio
espafiol del Mercado de vinos (OeMv) que superara los niveles de pre pandemia,

Argentina no estuvo al margen y fue uno de los paises que mas crecio (I.N.V. 2022).



Tabla 1 Exportaciones argentinas de vinos en hL. Enero-Diciembre 2020-2021 por tipo (I.N.V 2022).

FRACCIONADO GRAMEL TOTAL VINDS ENE-DIC 21720
DETALLE Vaor. % Var. % Var. %
2020 2021 2020 2021 2020 2021
21420 21720 21/20
Sin mencian varietsl 285.035 202793 A7 | L0076 | 405910 -621 | 1.355.211| 698704 -48,4
Varietal 1700814 | LBGGE0T 87| 8GL1GY| Fh008 127 | 2562581 | 2.018.816 22
Espumoso 29894 413061 44,0 - - = 29.8584 A3.061 44,0
Citros Vinos® 193 00 2634 - - - 153 TO0 2634
TOTAL WINOS L016.935| r203.362 8.2 (1931343 | 1.157.919 -40.0 | 3.948.278 | 3.361.283 -149
Part.% sobre total anual 51 Bb 49 34
* fros winas induye Wno espeotisl punn qesifiods

Un gran afio para el comercio del vino a nivel mundial, donde Argentina ha conseguido
mejoras importantes en las exportaciones de vinos fraccionados, creciendo en volumen
y precio en una categoria que aporta valor agregado desde la produccion y la industria
(ILN.V. 2022).

Argentina fue uno de los cuatro paises que pudieron lograr crecimientos de volumen,
siendo el que mas crecid, seguido por Italia, Nueva Zelanda y Portugal. Esto le permitié
escalar varios puestos en el ranking mundial de paises exportadores de vinos,
proyectando pasar al 8° lugar en fraccionados y al 6° en vino a granel, segun los ultimos
datos publicados por el OeMv (1.N.V.2021).

Vitivinicultura en San Juan

San Juan es la segunda provincia en importancia en la produccion de vinos en
Argentina y comprende diversas regiones, Valles de Tulum, Ullum y Zonda; de
Pedernal; de Calingasta; de Iglesia; de Jachal y de Valle Fértil (Figura 1). La superficie
cultivada con uva para vinificar alcanza las 44.923 ha (21% del Pais), con un total de
4881 vifiedos. Es la provincia que tiene mayor diversificacion en cuanto a la aptitud de

sus variedades.
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Figura 1: Valles vitivinicolas de la provincia de San Juan www.winesofargentina.org.ar

En 2020, San Juan elabor6é 3.434.370 hl entre vino y mosto sulfitado. El 55% de lo
elaborado fue mosto y 45% vino, de este porcentaje de vino elaborado el 50.1% es de
vinos tinto y el 48% de vino blanco (Figura 2). La provincia de San Juan es la mayor
productora de uva en fresco y pasas del pais. El 28,8% de la superficie de vid de la
provincia esta plantada con variedades de uva con esta aptitud, siendo las que mas han
aumentado su superficie cultivada en los ultimos 10 afios en desmedro de las uvas
aptas para elaboracion que han disminuido hectareas (I.N.V. 2020).



SAN JUAN - Serie Elaboracion de Vinos por Color - En hectdlitros
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Figura 2 Serie de elaboracion de vinos por color en hL. (I.N.V. 2020)

Los datos reportados indican una disminucion de la superficie implantada con vid,
ademas se registrd una reduccion de la produccion de uva para vinificar y elaboracion

de vinos para consumo (I.N.V., 2020).

Panorama del consumo de vinos.

La caida en el consumo de vinos a nivel nacional se acentu6 a partir del afio 2016,
agravandose en el 2018 donde se tocO la menor cifra historica de 18.7 L per capita.
Durante el 2020 se acentué la tendencia en el consumo de vino con respecto a otras
bebidas, Sergio Villanueva, gerente del Fondo Vitivinicola: menciona que “en la etapa
de la pandemia el vino crecié mucho, la gente almorzaba y cenaba en sus casas y el
precio era razonable para el bolsillo, por debajo del aumento de costos”; Carlos
Fiochetta, gerente de la Coviar, “En el 2020 nadie esperaba ese aumento de consumo;
llegamos a 950 millones de litros, 60 millones mas que el afio previo y pudimos volver a
21 litros por personas”, los vinos tintos crecieron un 9% mas que el afio anterior, con
clara tendencia en el mix de consumo respecto del blanco: 78% tintos y 22% blancos
(I.N.V. 2020).
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En los ultimos afios, el sector vitivinicola ha experimentado modificaciones en los
procedimientos de elaboracion en los vinos blancos, debido a que cada vez es un
sector mas competitivo y debe satisfacer la creciente demanda. Es por ello, que se esta
empezando a introducir nuevos vinos blancos en el mercado, enfocados en su papel
como fuente de placer sensorial: mas complejos y atractivos desde el punto de vista
aromatico (Bercedo, 2020). El aroma es uno de los atributos méas importantes que
contribuye a la calidad final del vino, y es el resultado de infinitas variaciones en la
produccion, que va desde la seleccion de las uvas, a la utilizacién de diversas técnicas
para producir vinos con perfiles de sabor especificos (Bercedo, 2020). Una de estas
herramientas es la seleccion de microorganismos nativos para realizar la fermentacion

de mostos de uvas.

La uva

La uva, el fruto de la vid (Vitis vinifera), es la materia prima con que se elabora el vino a
través de la fermentacion alcohdlica, es una baya carnosa, agrupada en racimos. El
racimo estd compuesto por dos partes bien diferenciadas: el grano, representando el
95%, y el escobajo, que representa el 5% restante. Este Ultimo, constituye la estructura
del racimo y cumple funciones de soporte de los granos y de comunicacién de éstos

con el resto de la planta (Najul, 2015).

Desde el punto de vista botanico, la uva, es una baya carnosa y jugosa, constituida por
el epicarpio, llamado hollejo; el sarcocarpio (meso y endocarpio), llamado pulpa y las
semillas o pepitas (Figura 3). La proporcién de los componentes del grano varia
notablemente con la variedad, el grado de madurez, la produccién por planta y la
marcha climatica del afio (Oreglia, 1978).
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Figura 3 Corte esquemdtico de un grano de uva (Peynaud, 1999).

El hollejo encierra los demas componentes del grano conformando su limite externo.
Tanto los pigmentos antocianicos como las flavonas, estan localizados en el hollejo, de
ahi que, con las uvas tintas, se pueden elaborar vinos blancos, a condicién de separar
el mosto de las partes sélidas inmediatamente después de la molienda o de obtenerlo
por prensado de la uva entera. El hollejo también posee sustancias tanicas en sus
células que se encuentran en vacuolas en forma granular (Najul, 2015). La pulpa, por
Su parte, tiene cantidades minimas de sustancias tanicas, por eso, los vinos elaborados
sin las partes solidas del grano (vinificacion en blanco) tienen menos contenidos de
tanino. Otras sustancias de gran interés enologico son los precursores aromaticos, que
estan localizados en las células de las capas mas internas del hollejo o en las mas
externas de la pulpa. El hollejo esta cubierto exteriormente por una capa de
consistencia cerosa, llamada pruina, que lo protege contra la incidencia de los agentes
atmosféricos (Vila, 2010).

La pulpa representa del 83 al 92% del peso del grano y es la parte principal, ya que sus
células contienen en sus vacuolas practicamente la totalidad del mosto. La composicion
quimica de la pulpa es casi igual a la del mosto, siendo los componentes de mayor

interés los azucares y los acidos (Oreglia, 1978).
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El mosto

El liquido turbio y mas o menos viscoso, obtenido por el molido o el prensado de la uva
se llama mosto, y constituye la materia prima del vino. Su composicion es
extremadamente compleja. La densidad del mosto es siempre superior a 1, y esti
sujeta a las sustancias disueltas o dispersas en él. Su valor nutritivo depende
principalmente de la concentracion de azucar (Oreglia, 1978). El pH de los mostos y
vinos se encuentra entre 2,8 y 3,8 de acuerdo a la bibliografia, pero en la zona
estudiada es poco usual encontrar mostos o vinos de pH 2,8, excepto en uvas verdes.
Si bien los valores mas frecuentes son de alrededor de 3,4-3,6, es frecuente encontrar
mostos con pH 4,0 o superior (Najul, 2015).

Componentes del mosto

- Agua: es el constituyente mas importante del mosto de 65 al 90%. Las
sustancias contenidas en el mosto sin clarificar estan en suspension (sustancias
inertes, microorganismos, fracciones de tejidos), en dispersién coloidal
(proteinas, polifenoles, pectinas y enzimas) y solucion verdadera (metales,
electrolitos, acidos orgénicos e inorganicos, sales y azucares).

- Azlcares: estan compuestos por glucosa y fructosa (Figura 4), y provienen del
metabolismo primario de la planta y se encuentran en concentraciones entre 170
a 220 g/L. El contenido de estos compuestos en uvas y mostos dependen de
factores climéaticos y agronémicos que afectan la madurez de los frutos. La
fotosintesis es el proceso por el cual se sintetiza la sacarosa, que luego es
hidrolizada por accién enziméticas en glucosa y fructosa para ser transportadas

desde las hojas hasta el racimo en el momento del envero (Bucolo, 2020).
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Figura 4 Estructura quimica de los principales azucares del mosto (Biotech, 2017).

Acidos orgénicos: la acidez del mosto constituye un dato enologico tan
importante como la cantidad de azucares, esta puede variar segun el estado de
madurez de 3 a 10 g/L, expresado en acido sulftrico. La acidez de la uva madura
se debe en primer lugar a la presencia de tres acidos: tartarico, malico y citrico.
La proporcion de los otros acidos que pueden estar presentes es relativamente
baja, pero aquellos son numerosos: acido ascorbico, fumarico, galacturénico,
piravico, glicérico, glicélico, glucurénico, oxalico, entre otros (Ribereau-Gayon et
al. 1989).

Materias minerales: las materias minerales de las diferentes partes del racimo y
de la pulpa son las mismas que las de otros 6rganos vegetales. El potasio es el
elemento principal, representa en 6xidos el 50% de las materias minerales de las
cenizas. Luego el calcio, siempre mas abundante que el magnesio. El &cido
fosforico es el anion més importante (Ribereau-Gayon et al. 1989).

Sustancias nitrogenadas: el nitrdgeno de la pulpa representa la cuarta o quinta
parte del nitrégeno total del grano. El contenido de compuestos nitrogenados en
uvas y sus mostos dependen del grado de madurez, de las condiciones del
suelo, climéticas, fertilizacion del suelo, la sanidad de las plantas, entre otros.
Las materias nitrogenadas se encuentran en el mosto en forma amoniacal y en
forma organica, constituida por aminoacidos, polipéptidos, proteinas,
manoproteinas, vitaminas, donde los aminoacidos y el ion amonio conforman el
nitrdgeno prontamente asimilable por las levaduras (Bucolo, 2020). Los

compuestos nitrogenados son muy importantes para obtener una poblacién
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saludable de levaduras y asi lograr una fermentacion vigorosa y completa. Se
necesitan alrededor de 120 a 140 mg/L de N facilmente asimilable para poder

completar una fermentacion alcohdlica (Najul, 2015).

Produccién de vino

Se considerard vinos a los productos obtenidos por la fermentacién alcohdlica total o
parcial de los azucares naturales de la uva fresca o del mosto virgen, de uvas
provenientes de la especie Vitis vinifera L. (Resolucion N° C.71 Instituto de
Vitivinicultura INV 24/01/1992), elaborado en la zona de produccion de la uva (Ley
Nacional N°14878, articulo N°17 (a) afio 1959). A través de la fermentacion alcohodlica
las levaduras convierten los azlucares naturales de la uva en etanol, CO, y otros
productos (Najul, 2015).

Proceso de vinificaciéon en blanco

Entendemos por vinificacion en blanco la fermentacién del mosto de uvas blancas o

tintas en ausencia de los hollejos y semillas.

La vinificacién es el conjunto de operaciones llevadas a cabo para transformar en vino
los mostos de uvas blancas, tintas o rosadas. Las etapas de la vinificacion varian segun
el tipo de vino, los principales procesos involucrados en la elaboracion de vinos blancos

son (Figura 5):

- Cosecha: En todo el hemisferio sur la vendimia o cosecha de la uva para vinificar
se realiza desde mediados de enero hasta finales de abril dependiendo de la
variedad y de la region de procedencia de la uva. La vendimia debe contener
uvas maduras y sanas excluyendo hojas y sarmientos. Puede ser manual o
mecanica (Achigar, 2017).

- Despalillado: Los granos de uva se separan del escobajo (parte verde del
racimo). Esta operacion se realiza mediante aparatos mecanicos

(despalilladoras) que tienen un cilindro perforado en el cual gira un eje con
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paletas que extrae los escobajos por el extremo, el jugo, la pulpa y los hollejos
pasan a través de las perforaciones (Achigar, 2017).

Estrujado: Los granos pasan por rodillos acanalados donde se rompe el hollejo
de la uva permitiendo la liberacion de la pulpa y el jugo. El estrujado debe ser
leve para evitar que se rompan las semillas ya que esta ruptura otorga un sabor
muy astringente que puede afectar la calidad del vino (Achigar, 2017).
Maceracion: consiste en dejar reposar el mosto junto con los hollejos durante un
tiempo determinado. De esta manera el mosto adquiere caracteristicas de los
hollejos. En la elaboracion de vinos blancos, este proceso suele ser inexistente,
0 durar tan solo unas horas (12 a 16 h) y se produce a baja temperatura
controlada, para evitar el inicio del proceso de fermentacion. En caso de la
maceracion en blanco, luego de transcurrido el tiempo se debe escurrir el mosto
separandolo de las partes sdlidas de la uva (prensado) (Achigar, 2017).
Encubado: es la conduccion del mosto escurrido por medio de bombas a las
piletas o vasijas de vinificacion. Las vasijas pueden ser de distintos materiales:
madera, hormigon o acero inoxidable; estas ultimas son las mas utilizadas en la
actualidad, destacando su buena hermeticidad, su facil mantenimiento y un buen
intercambio térmico (Achigar, 2017).

Fermentacion: Es la etapa mas importante de la vinificacion. El objetivo principal
es la transformacion total de los azUcares en alcohol. Es consecuencia de la
actividad de las levaduras que pueden ser comerciales o nativas. La temperatura
de fermentacién para vinos blancos varia en un rango de 15°C a 20°C. El
proceso se completa cuando la cantidad de azucares reductores es inferior a los
dos gramos por litro (Achigar, 2017).

Descube: Es el vaciamiento de la vasija de fermentacion, separando el vino
nuevo de las borras de fermentacion que precipitan en el fondo.

Crianza: el proceso llamado crianza, consiste en estacionar los vinos en barricas
de madera (generalmente roble francés o americano), lo cual permitira que el
vino se enriquezca en aromas, sabores y estructura. La crianza en barricas,

ademas, favorece la estabilizacion del color (Achigar, 2017).
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- Estabilizacion, filtrado y embotellado: el vino se somete a bajas temperaturas
para disminuir la concentracion de bitartratos potasicos y con la incorporacion de
clarificantes de naturaleza coloidal se arrastra hacia el fondo de la vasija aquellos
elementos en suspension no deseados en el vino. La filtracion es la retencion de
las particulas que contiene el vino estabilizado mediante su paso por un filtro.
Esta operacion es complementaria a la clarificacion y/o estabilizacion. El Paso

siguiente es el embotellado (Achigar, 2017).

* COSECHA

* DESPALILLADO— Raspon

* ESTRUJADO

» MACERACION «— 15¢C durante 12h.

¢ ESCURRIDO — orujos

* ENCUBADO «—

* FERMENTACION «— Levaduras

* CRIANZA — Durante dos meses.

r

* ESTABILIZACION <=— Frio

* FILTRADO

* EMBOTELLADO

fEC€CCCECCCECECEL

Figura 5 Proceso de elaboracion de vinos blancos.

Fermentacion alcohdlica
El nombre de fermentacion se dio en principio a los fenbmenos de descomposiciéon de

la materia organica con rapido y tumultuoso desprendimiento de gas, y la raiz del
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nombre procedia del verbo hebraico fervere, que significa hervir (Suarez Lepe et al.
2021).

El descubrimiento de las levaduras nos transporta a 1680. Leeuwenhoek, observo y
describié glébulos en la cerveza; en 1789 Lavoisier, contribuyd a comprender las
reacciones quimicas durante la produccion de alcohol a partir de la cafia de azucar.
Pero no seria hasta 1857 que Louis Pasteur explicaria el proceso de fermentacion,
donde los agentes responsables eran las levaduras y describié el papel clave de estos

microorganismos como responsables de la fermentacién alcohdlica (Solari et al., 2018).

Las fermentaciones de alimentos se remontan al menos a 4000 afios a C. En el siglo
XVI, el comienzo de la industrializacion se marco6 con las intervenciones tecnolégicas en
la produccién de alimentos y bebidas. Sin embargo, fue en los dos ultimos siglos
cuando se produjeron cambios significativos en el sistema alimentario mundial.
Antiguamente, la fermentacion de los alimentos estaba destinada a la conservacion y
mejora del sabor; hoy en dia, en la fermentacion de alimentos y bebidas se utilizan
diversas tecnologias y operaciones con el objetivo de convertir materias primas
bastante perecederas e indigeribles en alimentos y bebidas agradable, con valor
afadido y alta estabilidad. La garantia de la calidad y seguridad del producto final es el

principal objetivo de las tecnologias aplicadas (Vilela, 2019).

La O.LV. define al vino como “el alimento natural obtenido exclusivamente por
fermentacién alcohdlica, total o parcial, de uva fresca, estrujada o no, de mosto de uva”,
numerosos estudios cientificos establecen los beneficios del consumo moderado de
vino, incluyendo la reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares, cancer o la
mejora de la funcién cognitiva (Pargas-Dans et al., 2020). Los principales beneficios del
vino se asocian a sus componentes polifenolicos, que evitan el envejecimiento
prematuro de las células (Zulay, 2021). Los beneficios para la salud humana que se
asocian segun el tipo de vino, el tinto destaca notablemente por sus potenciales

beneficios para el sistema cardiovascular (Miralles, 2018).

En la elaboracién de los vinos, una etapa fundamental es la fermentacién alcohdlica

(FA) la cual es una conversion bioquimica que permite degradar los azlcares naturales
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del mosto de uva en etanol y dioxido de carbono. La conversion se representa mediante

la siguiente estequiometria:
Glucosa (C¢H1206)+2ADP+2Pi = 2 Etanol (C,HgO)+ 2 CO, + 2ATP +2H,0

A pesar de parecer, a nivel estequimétrico, una transformacion simple, la secuencia de
transformaciones para degradar la glucosa hasta dos moléculas de alcohol y dos

moléculas de diéxido de carbono es un proceso muy complejo (Vazquez et al., 2007).

Tanto la fermentacién como la respiracion comparten la misma via metabdlica comun:
la glucdlisis, también denominada via de Embden - Meyerhof. La glucosa presente en el
mosto ingresa al citoplasma celular por diferencia osmotica, a través de los
transportadores de membrana. Luego, dentro del citoplasma comienza la glucolisis
(Figura 6). La degradacion de los azUcares por las levaduras mediante via glicolitica
comprende un conjunto de reacciones enzimaticas que permiten transformar la glucosa

en &cido piravico (Mestre, 2017).

H 0 Glucolisis
\/
C
\
h= C‘ ~ HO 0
HO-C-H
|
H- c‘ ~OH c‘ -0
H —C-OH C‘H
| 3
CH,OH Acido pirdvico
o 2 ) 2 (TSI -
e Fermentacion 20
H=C-OH alcohdlica H 0
( \/
CH, 3 C
\
Etanol CH,
Acetaldehido

Figura 6 Esquema simplificado de la conversion de azucares en alcohol (biologia.edu.ar).
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Posteriormente, dependiendo de la presencia o ausencia de oxigeno en el medio, el
acido piravico es el punto de partida para llevar a cabo la fermentacién alcohdlica

(ausencia de Oxigeno) o la respiracion (presencia de oxigeno).

La FA en condiciones enoldgicas se efectia de manera muy especifica: anaerobiosis,
pH bajo, alta concentracion de azlcar inicial, y agentes fermentativos como las

levaduras para obtener concentraciones de alcohol al finalizar el proceso.

Durante este proceso intervienen diferentes géneros de levaduras, aportando distintas
caracteristicas sensoriales al vino. El género Saccharomyces destaca por su mayor
eficiencia en la conversion de azUcares y su tolerancia a concentraciones elevadas de
etanol y SO,, y es el género fermentativo por excelencia (Miranda-Castilleja et al.,
2015).

La FA puede ocurrir de tres formas (Fleet, 2003):

1) Espontanea, desde la microbiota presente de manera natural en el epicardio de
la uva o en equipos y superficies de la bodega; ésta realza la tipicidad del vino
debido a las caracteristicas Unicas aportadas por los microorganismos nativos.

2) Adicionando levadura seca activa (LSA), lo cual brinda un proceso reproducible y
controlable, pero le resta tipicidad al producto.

3) Inoculacién con levaduras nativas seleccionadas, las cuales permitiran procesos
controlables y reproducibles, sin que los vinos pierdan el caracter Gnico y tipico

que los microorganismos nativos proporcionan.

Durante la fermentacion espontanea de los mostos se produce una sustitucion
secuencial de distintas especies de levaduras (Figura 7). Inicialmente, cuando el grado
alcoholico es bajo, predominan las levaduras apiculadas, producen bajo contenido de
etanol, también pueden producir importantes concentraciones de acidos y otros
compuestos volatiles. Predominan los géneros Hanseniaspora/Kloeckera, Candida,
Rhodotorula, Kluyveromyces y Pichia. Estas levaduras aseguran el inicio de la
fermentacion, aunque son muy sensibles al anhidrido sulfuroso (antiséptico utilizado en
enologia, unico autorizado por el 1.N.V.), ademas pueden tener poca tolerancia al
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etanol, de manera que su participacion es reducida cuando las vendimias han sido muy
sulfitadas (Belda et al., 2014). Son las levaduras no-Saccharomyces (NS), vocablo
utilizado en el mundo de la enologia para referirse a muchas especies diferentes de
levaduras (Checa, 2020).

La presion selectiva a lo largo del proceso fermentativo (disminucion gradual de los
nutrientes y oxigeno, como asi también, el aumento de la concentracion de alcohol en
el medio) determina la sucesion de las poblaciones microbianas en el vino. Se favorece
el dominio de aquellas especies que presentan el metabolismo fermentativo mas
eficiente, principalmente S. cerevisiae, junto con una mayor resistencia al grado
alcoholico. Por ello, esta especie suele ser la que lleva a cabo la mayor parte del

proceso fermentativo (Pretorius, 2000).

9
_
0

Zygosaccharomyces Saccharomyces spp.

Metschnikowia 'orulaspora S. cerevisiae
Kloeckera Pichia Saccharomyces spp.
Hanseniospora Saccharomyces spp.
Candida

Figura 7 Sucesion de especies durante el proceso de vinificacion conforme aumenta el grado alcohdlico en el vino (Belda et al.
2014).

En un proceso de vinificacion la contribucion de una levadura a las caracteristicas
organolépticas finales del vino puede deberse a diferentes aspectos: liberacion de
etanol y otros solventes al medio que favorecen la extraccion de los componentes
aromaticos contenidos en la uva, la produccion de una gran variedad de metabolitos

aromaticos (alcoholes, ésteres, aldehidos, compuestos volatiles sulfurados, etc.) y la
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liberacién de enzimas capaces de transformar compuestos arométicamente neutros de

la uva (los denominados precursores) en compuestos aromaticos (Belda et al., 2014).

La seleccion de cepas de levadura procedentes de vifiedos de la zona permite
mantener las cualidades de las fermentaciones espontaneas, con la seguridad y
reproducibilidad que requieren las fermentaciones industriales. Una seleccion de
levaduras nativa adecuada no solo garantizara un proceso de fermentacion exitoso, si
no que contribuira a la produccion de vinos con caracteristicas sensoriales marcadas y
diferenciadas propias de cada region vitivinicola (Belda et al., 2014). Durante todo el
proceso de vinificacion, las levaduras estan presentes y se van desarrollando,
aportando caracteristicas propias de cada una y marcando la diferencia que permite

apreciar que un vino es diferente de otro.

Levaduras

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723) fue la primera persona que observo y describio
las levaduras al tomar muestras de cerveza, que examind a través de su primitivo
microscopio de lente simple. Aunque, fue més tarde, cuando Louis Pasteur (1822-1895)
habiendo realizado estudios detallados sobre la fermentacion en vinos y cerveza,
concluyé que las levaduras eran las responsables de convertir el aztcar en etanol y
diéxido de carbono, cuando eran obligados a vivir en condiciones anaerobias (Ferrer
Piquer, 2018).

Los hongos constituyen un gran grupo de organismos, diversos y muy extendidos, que
incluyen a los mohos, las setas y las levaduras. La mayoria de los hongos son
microscopicos y terrestres, que habitan en suelos, o en materia vegetal muerta y
cumplen una importante funcién en la mineralizacion del carbono organico. Los hongos
se reproducen de modo asexual por alguna de estas tres maneras distintas: mediante el
crecimiento y extensiéon de las hifas filamentosas; mediante la produccién de esporas
asexuales o por simple divisién celular como en las levaduras con yemas. La mayoria
de los hongos también forman esporas sexuales como parte de un elaborado ciclo vital
(Madigan et al., 2015).
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Taxonomicamente pertenecen al Dominio Eukaryota, forman parte del reino Fungi y se
dividen en los Phylum Ascomycota, Basidiomycota, Zygomicota y Chytridiomycota.
(Kurtzman et al., 2011), el grupo de interés Ascomycota es un grupo grande y variado
de hongos, que van desde especies unicelulares como las levaduras Saccharomyces
(Figura 8) hasta especies de crecimientos filamentosos como el Aspergillus (Madigan et
al., 2015). Generalmente las levaduras, ya sean ascomicetos o basidiomicetos, se
caracterizan por su crecimiento asexual que se produce predominantemente por
gemacion o fision, y que no forman sus estados sexuales dentro o sobre un cuerpo
fructifero. Los estudios taxondmicos describen hasta 149 géneros de levaduras y mas
de 1500 especies, de las cuales 40 han sido aisladas en el mosto y durante su

fermentacién (Escribano Viana, 2021).

Las levaduras que se encuentran en el ambiente enoldgico pueden dividirse en dos
grandes grupos: los pertenecientes al género Saccharomyces, representadas
principalmente por S. cerevisiae y las levaduras denominadas no-Saccharomyces,

caracterizadas por su limitado poder fermentativo (Escribano Viana, 2021).

Figura 8 Levaduras vista bajo microscopio electrénico de barrido. www.vinetur.com

Las levaduras no-Saccharomyces que estan presentes en el mosto y durante la FA
pueden clasificarse en tres grandes grupos: grupo uno, levaduras aerobias como Pichia
spp., Debaryomyces spp., Rhodotorula spp., Candida spp.; grupo dos: las levaduras
apiculadas con baja actividad fermentativa como Hanseniaspora especies uvarum y

guilliermondii u occidentalis y el grupo tres incluye las levaduras con metabolismo
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fermentativo como Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia

pulcherrima y Zygosaccharomyces bailli (Escribano Viana, 2021). ElI conocimiento de

las levaduras responsables de la fermentacién y su cinética de crecimiento es esencial

para comprender el impacto de éstas en la calidad del vino (Sanchez, 2021).

El crecimiento de las levaduras durante la FA (Figura 9) esta definido por diferentes

fases de desarrollo: latencia, aceleracion, crecimiento exponencial, ralentizacion del

crecimiento, estacionaria y declive (Escribano Viana, 2021).

Fase de latencia: periodo de aclimatacion de las levaduras al nuevo ambiente,
durante el cual el numero de microorganismos no sufre modificacion (Suarez
Lepe et al. 2021).

Fase de aceleracion: las levaduras comienzan a multiplicarse (Escribano Viana,
2021). En esta fase se va acortando el tiempo de generacion, que es el tiempo
que una célula tarda en dividirse. Cuando ese tiempo llega a ser el minimo es el
momento en el que entra en la siguiente fase (Suarez Lepe et al., 2021).

Fase de crecimiento exponencial: el niumero de divisiones celulares crece
durante unas horas con progresion geométrica. La longitud de esta fase varia
dependiendo de las especies de microorganismos y con las condiciones
ambientales (nutritivas y fisico-quimicas) (Suarez Lepe et al., 2021).

Fase de ralentizacion del crecimiento: corresponde con la Ultima parte de la fase
anterior en la que, debido a los factores limitantes del medio, las levaduras dejan
de crecer (Escribano Viana, 2021) y el tiempo de generacibn comienza a
alargarse (Suarez Lepe et al., 2021).

Fase estacionaria: en esta fase se establece un cierto equilibrio entre division y
muerte celular, de forma que el nimero de levaduras vivas en esa poblacion
permanecen constante. Se empieza a poner de manifiesto un conjunto de
situaciones desfavorables (agotamientos de nutrientes, aparicion de productos
perjudiciales para el crecimiento, originados por su propio metabolismo,
modificaciones del pH, potencial redox, etc. (Suarez Lepe et al., 2021).

Fase de declive: la poblacibn de las levaduras disminuye rapidamente,

produciéndose una importante reduccion de la poblacion de células vivas. las
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células mueren y por autolisis comienzan a secretar al medio las sustancias que
contienen (Escribano Viana, 2021).
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Figura 9 Fases de desarrollo de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica (Escribano Viana, 2021).

Habitualmente se relaciona la palabra levadura directamente con el proceso de
fermentacidén, mas concretamente con el del pan, la cerveza y el vino. Por lo que es
comun el considerar a las levaduras como hongos fermentativos. De hecho, muchas
veces se ha tratado a las levaduras como sinbnimo de Saccharomyces. Sin embargo,
como ya se ha mencionado, no todas las levaduras tienen capacidad de fermentar
(Kurtzman et al., 2011).

Poseen un metabolismo aerdbico como anaerdbico, utilizan el metabolismo aerdbico
(respiracion) para producir gran cantidad de biomasa y una vez que las concentraciones
de oxigeno disminuyen, realizan un proceso anaerébico (fermentacion), donde todos los
cambios organolépticos que sufre el mosto hasta convertirse en vino suceden durante
esta etapa, fruto en gran medida de los metabolitos que surgen del crecimiento

microbiano durante la fermentacion (Gutiérrez Fernandez de Pierola, 2018).

Saccharomyces cerevisiae: es una especie de levadura que presenta células de
forma elipsoidal, su reproduccion vegetativa se realiza por brotacion o gemacion

multilateral y su fase vegetativa es predominantemente diploide. Una fase vegetativa

25



haploide puede generarse Unicamente en las cepas heterotalicas, después de la
meiosis y la germinacion de ascosporas (Pretorius, 2000). El genoma de una cepa tipo
de S. cerevisiae de laboratorio ha sido completamente secuenciado, presentando
aproximadamente 6000 genes que codifican para proteinas. Este genoma es
relativamente pequefo y rico en guanina y citosina con pocos elementos repetitivos y
pocos intrones, lo que lo hace mucho mas compacto comparado con el de otras células
eucariotas (Pretorius, 2000). Las cepas haploides contienen aproximadamente 12-13
mb de acido desoxirribonucleico (ADN) nuclear distribuido en 16 cromosomas lineales
cuyos tamafios varian entre 250 y 2000 kb. La mayor parte de las cepas de S.
cerevisiae usadas en laboratorio son haploides o diploides, sin embargo, las cepas
industriales de esta especie suelen ser diploides o poliploides. La poliploidia confiere
ventajas para adaptarse a condiciones ambientales variables mediante el incremento

del nUmero de genes importantes para la fermentacion (Massera, 2010).
Seleccion de levaduras nativas con propiedades enoldgicas

Desde sus origenes, el vino se ha elaborado a través de la microbiota natural presente
en la superficie de la uva y asociada a las superficies de las instalaciones de la bodega.
Hasta finales del siglo XIX en las bodegas se prescindia del uso de cultivos puros de

levadura como indculos en las fermentaciones (Achigar, 2017).

El botanico y endlogo Miller-Thurgau (1850-1927) fue quien, en 1890, introdujo el
método de inocular el mosto con levaduras iniciadoras (Achigar, 2017) y a mediados de
la década de 1960, aparecieron en el mercado las primeras Levaduras Secas Activas
(LSA) como in6culos para la elaboracion de vino. Con una inoculacion adecuada de la
LSA y adicion de SO, al jugo de uva, los endlogos lograban establecer el control
microbiolégico del proceso lo que no era posible en fermentaciones espontaneas. Los
vinos obtenidos bajo esta modalidad de trabajo poseen reproducibilidad y calidad
homogénea a lo largo de las diferentes vendimias. Sin embargo, algunos productores
siguen apostando a la fermentacion espontanea bajo el concepto de aumentar la

complejidad en el vino (Mestre, 2017).
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El predominio de las especies de S. cerevisiae y su especial relevancia en el éxito del
proceso de vinificacion ha provocado que la tecnologia de los cultivos iniciadores se
desarrollara, en inicio, exclusivamente en torno a estas especies. A la hora de innovar
en cuanto a nuevas cepas iniciadoras de fermentacion existen dos posibilidades: la
seleccion de nuevas cepas de acuerdo a ciertos criterios definidos y la mejora genética
de las ya existentes. La seleccion de nuevas cepas implica la basqueda de levaduras
directamente en las uvas y vifiedos, asi como en las fermentaciones espontaneas.
Légicamente, posterior al aislamiento, es necesario un proceso de caracterizacion

enoldgica que asegure un buen comportamiento de cara a su uso (Belda et al., 2014).
Criterios tecnologicos de seleccion de levaduras nativas

Existen diversos programas de seleccion de levaduras, donde los principales criterios
de seleccion especialmente para S. cerevisiae se pueden asociar en caracteres

deseables y caracteres indeseables (Tabla 1).

Tabla 1 Caracteristicas tradicionalmente empleadas en los programas de seleccion para levaduras vinicas (Mestre, 2019).

CARACTERES DESEABLES CARACTERES INDESEABLES

Elevada tolerancia y produccién de | Produccién de SO2.
etanol.

Total degradacion de azucares | Produccién de HzS.
fermentables.

Resistencia al SO2. Produccion de etil fenoles.

Capacidad de fermentar a bajas
temperaturas.

Produccion de enzimas hidroliticas de
interés enoldgico.

FenotipoKiller.

Poder de floculacion.

27



Durante el proceso de seleccion deben considerarse las necesidades particulares de la
regioén y, una vez evaluadas las bondades tecnoldgicas generales, considerar criterios
particulares como la adaptacion a bajas temperaturas y produccion de aromas, mostos
con concentraciones altas de azUcares o requerimientos bajos de nitrégeno asimilable
(Miranda-Castilleja et al., 2015).

El nitrogeno es un macronutriente esencial para el crecimiento y metabolismo de las
levaduras. Su disponibilidad en el jugo de uvas es fundamental para la creacion de los
componentes estructurales necesarios para las multiples generaciones de levaduras.
Las concentraciones insuficientes de NPA en los mostos se asocian con
fermentaciones lentas o detenidas, mayor duracion y bajas velocidades de fermentacion
y desarrollo de aromas desagradables. Altos niveles de NPA estan asociados con una
menor duracién de la fermentacién alcohdlica. Se necesita una concentracion minima
de 130 — 140 mg/L de NPA para poder completar una fermentacion alcohdlica (Paladino
et al, 2004). Factor importante para seleccionar levaduras es aquellas que requieran de

una dosis menor para satisfacer sus necesidades primarias para su reproduccion.

Para realizar un buen aislamiento de microorganismos de las bayas y mostos de uvas,
hay que tener en cuenta que 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 (Bernardi, 2013).

El nimero de levaduras encontradas en las bayas depende del estado sanitario de los
racimos, de las condiciones climaticas del cultivo y del vifiedo, y de los tratamientos
fitosanitarios aplicados al mismo, resultando en el orden de 10° a 10° células por grano
de uva (Bernardi, 2013).
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Medios de cultivos y formas de conservacién de las levaduras

El medio de crecimiento tradicional de extracto de levadura-peptona-dextrosa (YEPD)
con agar, a veces abreviado como YPD, es el mas comunmente utilizado para el
aislamiento de levadura de uvas, mostos o vinos. Sin embargo, este método es mas
general que especifico, por lo que se pueden cultivar todo tipo de levaduras en él. De
modo que se puede utilizar para el recuento total de levaduras. También es muy util
realizar una prueba de cribado preliminar y, a continuacion, proceder con la seleccion e

identificacion de la especie de levadura (Loira et al., 2019).

Otros medios de uso frecuente en enologia para el recuento total de levaduras son el
WLN (un medio de crecimiento de levadura diferencial), que permite la identificacion de
levaduras enoldgicas en funcion del color y la morfologia de sus colonias. Actualmente,
las técnicas de aislamiento disponibles permiten detectar, diferenciar entre levaduras e
incluso, en algunos casos, cuantificar las levaduras no Saccharomyces (Loira et al.,
2019).

Los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas de
levaduras en los laboratorios de microbiologia son: que el cultivo a conservar sea puro,
evitando que se produzcan contaminaciones durante el proceso de conservacion; que
durante el tiempo de conservacion sobrevivan al menos 70-80% de las células y, por
altimo, que estas células permanezcan genéticamente estables (Garcia Lopez, M. et al.,
2000).

En la mayoria de los casos conviene utilizar células maduras del inicio de la fase
estacionaria de la curva de crecimiento (Garcia Lopez, M. et al., 2000). La temperatura
de conservacion debe ser lo mas baja posible, se aconseja a -70°C o0 mas. La guarda
de las cepas de levadura debe ser en tubos cerrados herméticamente o sellados; con
un crioprotector no ionico, como por ejemplo el glicerol al 30%, que protege del dafio

gue se pueda producir en las células microbianas en el momento de la congelacion.
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Métodos de identificaciéon molecular de levaduras seleccionadas

Los métodos clasicos de identificacion de levaduras basados en criterios fisiolégicos,
morfologicos y bioquimicos no permiten diferenciar adecuadamente entre cepas de una
misma especie y pueden arrojar resultados ambiguos debido a que, en muchos casos,
las propiedades fisiolégicas de los microorganismos son afectadas por las condiciones
de cultivo. No obstante, los espectaculares avances en el campo de la Biologia
Molecular ocurridos afios atras, han permitido el desarrollo de nuevas y mas poderosas
herramientas para la diferenciacion entre especies, asi como entre cepas de una misma

especie, de levaduras vinicas muy relacionadas entre si (Chimeno, 2015).

La OIV (Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino), recomienda adoptar
herramientas de biologia molecular para identificar tanto las levaduras de vinificacién
(S. cerevisiae) como otras especies de levaduras relacionadas con la vinificacion. En
meétodos dependientes de cultivos para la identificacion de levaduras de vinificacion a
nivel cepas recomienda: Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
del ADN mitocondrial (ADNmit); Amplificacién de secuencias Delta (8) y Genotipado por
microsatélites (Resolucion OIV-OENO 408-2011).

Desde su descubrimiento por Kary Mullis en el 1983 la PCR ha conocido numerosas
aplicaciones para la identificacion de diferentes especies de plantas y bacterias; es una
técnica para sintesis in vitro de secuencias especificas de ADN. Es una forma simple y
muy rapida de amplificar uno o varios fragmentos de genes (Figura 10). La reaccién
estd basada en la hibridacién de dos oligonucleétidos que encuadran una region central
sobre una doble cadena de ADN o matriz. Estos oligonucleétidos tienen secuencias
diferentes y son complementarios de las secuencias que se encuadran en el fragmento

a amplificar. (Chimeno, 2015).
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Figura 10 Representacion grdfica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (www.genome.gov/es/genetics).

Para el presente trabajo se decidié utilizar la técnica de Amplificacion de secuencia
Delta (8), que permiten obtener marcadores ampliamente polimérficos para S.
cerevisiae, ademas de ser una metodologia sencilla y robusta. Por otro lado, cabe
mencionar que es una herramienta ampliamente utilizada en la caracterizacién de

cepas de origen vinico (Chimeno, 2015).

Las secuencias 6 son elementos de 0,3 kb que flanquean los retrotransposones Ty1.
Cerca de 100 copias de & estan presentes en el genoma de levadura como parte de
retrotransposones Ty1 o como elementos aislados. Sin embargo, estas secuencias &
estan concentradas en regiones genémicas contiguas a los genes ARNt. La estabilidad
de los elementos d& permitié el desarrollo de los cebadores especificos (61 y 62) y su
uso para la identificacibn de cepas de S. cerevisiae a nivel industrial mediante la

amplificacion de las secuencias Interdelta (Ness et al., 1993) (Figura 11).
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Figura 11 Amplificacion de las secuencias interdelta del genoma de S. cerevisiae empleando los primers delta 1y delta 2.

La estabilidad de los elementos & indican que esta técnica es altamente confiable para
la identificacion de cepas S. cerevisiae a nivel industrial (Vazquez et al., 2016), Legras y
Karst (2003), con el disefio de nuevos cebadores (812 y 621) mejoraron la técnica, ya
que estos cebadores revelaban mayores polimorfismos, que se reflejaban con la
aparicion de un mayor numero de bandas, como consecuencia, se conseguia
diferenciar un mayor nimero de cepas. Ademas, se estandarizé las concentraciones de

ADN para prevenir la influencia de las concentraciones en el perfil de bandas obtenidos.

Ciani et al. (2004), obtuvo perfiles de amplificacion con menos bandas muchos mas
estables empleando temperaturas de hibridacion de 55°C para la caracterizacion de

cepas de S. cerevisiae (Massera, 2010).
Levaduras nativas seleccionadas para uso enoldgico.

El uso de cepas de levaduras nativas que posean caracteristicas enoldgicas adecuadas
y también estrechamente relacionado con el territorio del vifiedo, es deseable por su
mejor adaptacibn a las condiciones medioambientales y puede contribuir al
mantenimiento de las propiedades sensoriales "tipicas" de los vinos de cada regién
especifica (Belda et al., 2014; Achigar, 2017).
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En la industria vitivinicola uno de los avances tecnol6gicos mas importante es el control
microbiologico del proceso fermentativo por inoculacion masiva del mosto de uva con
cultivos seleccionados de cepas de S. cerevisiae. El desarrollo de la fermentacion se
considera practicamente realizado por el in6culo seleccionado, obteniéndose vinos con
caracteristicas estandarizadas y predecibles, garantizando un comienzo y final de
fermentacién controlada (Castrillo Cachon, 2018). Hay que tener en cuenta las posibles
interacciones entre el cultivo iniciador con la microbiota autdctona del mosto, aunque se
trate de una cepa comercial de S. cerevisiae inoculada como LSA, no esta

absolutamente garantizada su implantacion.

La microflora autéctona estd compuesta por varios géneros y especies de levaduras
gue dependen de varios factores como la variedad de la uva, el estado y sanidad de la
uva en el momento de la vendimia, las condiciones ambientales como la temperatura,

lluvia y suelo, y los tratamientos fitosanitarios.

Ante la falta de trabajos realizados sobre aislamientos de levaduras nativas S.
cerevisiae de uvas blancas, y en especial de variedades Viognier y Chardonnay, se
propuso como una opcion favorable la seleccién y caracterizacion de las mismas,
apuntado a mejorar y realzar las bondades del vino varietal blanco y promover el

consumo de un vino con caracteristicas Unicas.

La zona de estudio esta inserta en una ldentificacion Geogréafica, donde se busca poner
en valor el origen y la identidad de los productos regionales, la seleccion de levaduras
autoctonas configura una innovacion tecnolégica con potencial para ampliar la calidad y
caracteristicas y fortalecer la tipicidad de los vinos. El estudio ecoldgico es importante
para descubrir y explotar el potencial enolégico oculto en la biodiversidad de levaduras

en las regiones vitivinicolas.

Sobre esta base y mediante el establecimiento de un programa de seleccion detallada,
se podra cumplir con los objetivos propuestos en este trabajo, de aislamiento y
caracterizacion de cepas de levaduras nativas de S. cerevisiae de uvas de variedades

Chardonnay y Viognier de vifiedos de Pozos de los Algarrobo — Caucete.
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HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las levaduras nativas seleccionadas para vinificacion de varietales blancos logran
implantarse con éxito en el proceso fermentativo y producen vinos con un perfil
organoléptico determinado otorgando caracteristicas genuinas que distinguen los vinos

de la region.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Seleccionar levaduras nativas Saccharomyces cerevisiae de Pozo de los Algarrobos-
San Juan con aptitudes para llevar a cabo la fermentacion de variedades blancas de

interés enoldgico.

Objetivos especificos

- Aislar levaduras nativas Saccharomyces cerevisiae de varietales blancos distintivos de

la regidn: Viognier y Chardonnay.

- Seleccionar levaduras nativas S. cerevisiae de acuerdo a caracteres fisioldgicos y

aptitudes enoldgicas para vinificar mostos de uva de la region.

- Comparar molecularmente los aislamientos nativos de levadura S. cerevisiae y la cepa

comercial que comunmente emplean los vitivinicultores de la zona.

- Conducir fermentaciones con las levaduras starter seleccionadas y evaluar el aporte

organoléptico al producto final.
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METODOLOGIA

Actividades y metodologia

1. Sitio de estudio

En el presente estudio se utilizaron frutos de vid (Vitis vinifera L.) de los cultivares
Viognier y Chardonnay cosechados en madurez tecnolégica durante febrero de 2020,
pertenecientes a las fincas de “Casa Montes Bodega y Vifiedos S.A.” (Figura 12) que se
encuentra ubicada en la localidad de Pozos de Algarrobos — Caucete — San Juan,
31°40'33.54"S, 68°14'59.74"0 a 700 m.s.n.m., con una temperatura media anual de
17°C, precipitaciones anuales por debajo de los 200 milimetros y suelos aluvionales. La
finca de la firma posee riego por goteo, la conduccion es en espaldero bajo con plantas
injertadas sobre pie americano (Vivero Rauscedo — Italia) y la distancia entre hileras es

de 2,50 my entre plantas 2,0 m.

Republica Argentina

Bodega y Vifiedos Casa Montes

S.A.
Depto. Caucete - Prov. de San Juan

g
Pozo de los Algarrobos
Vall‘dm

Sistema de Referencia: WGS 84 (EPSG: 4326)
uente: Instituto Geografico Nacional (www.ign.gob.ar)
Afio de elaboracion: 2022

bord: Prof. Enzo Petrignani

Figura 12 Area de estudio
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Es importante destacar que el sitio de estudio es reconocido desde el 2015 por el I.N.V.
(Instituto Nacional de Vitivinicultura) como una “Indicacién Geografica (1.G.)” de la
Argentina por sus caracteristicas particulares de microclima y suelo (terrufio de origen o
terroir) (Resol. C 30/2015).

2. Muestreo

Con el objetivo de obtener levaduras autéctonas de la especie S. cerevisiae, se
procedio a la toma de muestras en los vifiedos pertenecientes a las fincas de la firma
“Casa Montes Bodega y Vifiedos S.A.” ubicados en la localidad de Pozos de los

Algarrobos — Caucete.

Se tomaron muestras de los frutos de vid (Vitis vinifera L.) de las variedades Viognier y
Chardonnay (Figura 13). Dichas muestras fueron cosechadas de hileras y plantas al
azar de cada variedad de uva y colocadas en bolsas plasticas estériles con cierre
hermético y se conservaron en frio (4°C). La cantidad de uva que se cosechd de cada
varietal fue aproximadamente 30 kg. El procesamiento se llevé a cabo en el laboratorio
del Instituto de Biotecnologia — IBT (U.N.S.J.).

La toma de muestra se realiz6 cuando las uvas alcanzaron su madurez tecnoldgica, el
Viognier con 22,2°Bx y Chardonnay con 22,8°Bx; la misma se llevo a cabo el dia 3 de
febrero de 2020 en horas de la mafiana y de forma manual. El estado sanitario visual de

las uvas no revelaban sintomas de enfermedades o ataque de insectos.

i

L e,

Figura 13 Imdgenes tomadas de las variedades Viognier y Chardonnay y toma de muestras de los vifiedos de la firma.
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3. Aislamiento de levaduras nativas Saccharomyces cerevisiae.
3.1. Aislamiento
Para el aislamiento de las levaduras nativas de las bayas de uvas de las dos

variedades (Viognier y Chardonnay) se procedi6 de la siguiente manera:

Parte 1: Se eligieron al azar granos de uva de cada varietal y se colocaron 3 y 5 granos
de uva en 2 Erlenmeyer con 50 mL de solucion fisiolégica previamente esterilizado
(NaCl 0.85%), por duplicado y se taparon con tapones de algodén y se agitaron durante
15 min a 125 rpm en agitador orbital SI — 600. Se procedio de la misma manera en los
dos varietales rotulando los Erlenmeyers debidamente. (Figura 14).

Figura 14 Aislamientos de levaduras en solucion fisiolégica

Parte 2: Las muestras dentro de las bolsas recolectoras estériles se estrujaron
manualmente para obtener mosto de cada varietal, y los mismos fueron empleados
para conducir fermentaciones espontaneas. Se llenaron 3 erlenmeyers de 1000 mL con
800 mL de mosto de cada varietal (3 réplicas) y se los tapd con valvula de Muller con
H2S04 al 50% que actia como trampa de humedad y permite que el CO2 producido
durante la fermentacion pase a través del acido concentrado, de esta manera solo se
libera CO2 producido de acuerdo con la estequiometria de la fermentacion (Mestre,
2019). Los erlenmeyers se colocaron en incubadora a 20+1°C para que fermenten a
temperatura constante. El seguimiento de la fermentacion se realiz6 diariamente
pesando los erlenmeyers hasta peso constante. La pérdida del 5% del peso inicial
indica la mitad del proceso fermentativo y la pérdida del 10% del peso inicial indica la
finalizacion de la fermentacion.
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Al mosto obtenido por el prensado de las uvas se le realizaron las siguientes
determinaciones (ANEXO |[): azUcares totales (g/L), acidez total (g/L), Nitrdgeno
prontamente asimilable (mg/L) y pH (Tabla 2). Antes de la fermentacién espontanea al
mosto se le incorporé SO, como antiséptico para evitar el desarrollo de bacterias en una
dosis de 100 mg/L de SO, Total.

Tabla 2 Datos analiticos de los mostos de Viognier y Chardonnay.

Variedad | AzUcares T | Ac.Total NPA pH SO, Total
(°Bx) (9/L) (mg/L) (mg/L)
Viognier 22,2 4,05 182 3,52 100
Chardonnay 22,8 4,08 170 3,51 100

Tanto de las suspensiones en solucion fisiologica como de las fermentaciones, se

tomaron alicuotas para realizar diluciones y luego se sembraron en medios nutritivos.

- Suspensiones de solucion fisiologica: se sembraron muestras sin dilucién y con
dilucion 1/10. (Parte 1).

- Fermentaciones espontaneas: En placas de Petri, se sembraron alicuotas sin
dilucién y con diluciones seriadas sucesivas y se contabilizd6 aquellas que
presentaron entre 30 y 300 colonias, en tres momentos de la fermentacion, al

inicio, a la mitad de la fermentacién y al final. (Parte 2).

La siembra se realiz6 mediante extension en superficie sobre placas de Petri con medio
de cultivo diferencial WLN (ANEXO 1l). Se incubaron a 28+1°C durante 120 h en
incubadora, este medio permite diferenciar morfolégicamente ciertas especies y

géneros que ya fueron previamente reportados.

3.2.Purificacion y conservacion:

Una proporcion de aquellas UFC que presentaron la morfologia asociada a S.
cerevisiae se repicaron en medio WLN para verificar su pureza y luego, se sembraron
en medio YEPD- agar (ANEXO Il), mediante estriado con el fin de aumentar biomasa de

los aislamientos y se incubaron a 28+1°C por 48-72h. Cuando se desarrollaron las
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levaduras se conservaron en una solucién con glicerol al 30% a -80+1°C para su

empleo posterior.

4. Identificacion molecular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae nativas
seleccionadas.
4.1.Extraccion de ADN total

Para la extraccion de ADN se utilizé la técnica de Hoffman y Winston, (1987) modificada

gue se describe a continuacion:

En tubos Falcén de 15 mL de capacidad que contenian 5 mL de medio de cultivo YEPD
liquido estéril (ANEXO II), se inocularon células de levaduras S. cerevisiae (200 yL de
células conservadas en glicerol) e incubaron para desarrollo de biomasa a 28+1°C

durante 24 h y a 120 rpm en agitador orbital.

Los tubos Falcon se sometieron a centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min. Se retir0 el
sobrenadante. Luego se re suspendieron los pellets de levaduras mediante agregado
de 1 mL de agua pura estéril y se homogeneiz6. A continuacion, se trasfirieron a
microtubos de 1.5 mL (Eppendorf) estériles y se centrifugaron durante 5 min a 13000

rpm.

Las células recolectadas por centrifugacion (retirar el sobrenadante), se sometieron a
lisis celular mediante el agregado de 200 uL de solucién 1F (ANEXO lll) y 0,3 g de
perlas de vidrio (diametro 0,45 — 0,52 mm) para la ruptura mecanica de las células. A
continuacion, se adicionaron 200 uL de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) para
precipitar proteinas e impurezas celulares y se agitaron en vortex durante 3-4 min a
3000 rpm.

En el paso siguiente se agregd 200 pL de solucién TE (ANEXO IIl), para mantener en
solucion los &cidos nucleicos. A continuacion, se centrifugo durante 5 min a 13000 rpm,
se recupero la fase acuosa con una pipeta y se recibié en microtubos limpios y estériles,
y se agregd 1 mL de etanol 100% (-20+1°C) para precipitar los acidos nucleicos. Luego

se mezcldé por inversion y centrifugd (13000 rpm durante 2 min.) eliminando el
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sobrenadante. En el siguiente paso se re-suspendieron los acidos nucleicos en 100 pL
TE, se agrego 2 yLRNAsa y se incubo a 37+1°C de 1 - 4 h con el fin de digerir el ARN.
Posteriormente se agregd 4 yL NH4CH3COO y 1 mL etanol 100% (-20+1°C) se mezclo
por inversion, para precipitar el ADN; nuevamente se centrifugé a 13000 rpm durante 2
min. Se elimind el sobrenadante y se lavo con 200 uL de etanol al 70% (-20£1°C). Por
altimo, se centrifug6 (13000 rpm durante 2 min.), se eliminé el sobrenadante y se dejo
secar a temperatura ambiente. Los acidos nucleicos fueron resuspendidos en 50 pL de

TE y conservados a -20+1°C (Figura 15).

Figura 15 ADN de levaduras aisladas.

La integridad del ADN obtenido se analizé mediante electroforesis en geles de agarosa
0,7% en buffer TBE 0.5 X (ANEXO IIl) con Bromuro de etidio (Concentracién) sometidos
durante 60 min a 90 V. Como patron de peso molecular se utiliz6 el marcador |
EcoRI/Hind 1l (Fermentas Inc., Hanover, USA). Las imagenes fueron captadas al

exponer los geles en un transiluminador de UV (Chimeno, 2015).

4.2.Diferenciacion molecular intraespecifica mediante metodologia de PCR
Interdelta.

Se utilizé para la diferenciaciéon intraespecifica de las cepas previamente identificadas
como Saccharomycesspp la metodologia PCR Interdelta (Legras y Karst, 2003). Cada
reaccion de amplificacion PCR se llevé a cabo en un volumen final de 30 uL con los

siguientes componentes: 11.4 uL de agua miliQ para completar el volumen final, 3 pL
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de buffer 10x con MgCI2, 6 pLANTP ‘s 2 mM, 2uL del primer 812 (5'-
TCAACAATGGAATCCCAAC-3") 15 MM, 2uL del primer 021
(5"CATCTTAACACCGTATATGA-3") 15 uM, 0.6uLTaq Polimerasa 5U/uLy 5uL de ADN
(250 ng). Para esto se utilizé el termocicladorEppendorf AG 22331, cuyos pasos

programados de PCR (Interdelta) Incluyen:

1) Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 4 minutos;
2) Desnaturalizacién: 95°C durante 0,3 minutos;

3) Hibridacion: 46°C durante 0,3 minutos;

4) Extension: 72°C durante 1,3 minutos;

5) Repeticion de los pasos 2, 3y 4: 35 ciclos;

6) Extension final: 72°C durante 10 minutos.

Los productos de la reaccion fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa 1.2% en TBE 0.5 X (ANEXO lll) con Bromuro de etidio sometidos durante 60
min. a 90 V. Las imagenes fueron captadas al exponer los geles a transiluminador de
UV en fotodocumentador con camara CCD acoplada y analizadas con el software Gel
Doc XR (Bio Rad Laboratorios Limited, Hemel Hempstead, UK) (Chimeno, 2015).

5. Caracterizacion fisiolégica de interés enolégico de levaduras nativas
Saccharomyces cerevisiae.
5.1.Produccion de H,S.

El potencial genético de las cepas nativas para producir H,S se estableci6 siguiendo la
metodologia propuesta por Jiranek et al. (1995). A partir de un cultivo puro de cada
cepa, se realizé el aislamiento de las mismas en el medio comercial BigGy agar (Difco).
Las placas fueron incubadas 48-72 h a 28%1°C y posteriormente se analizd la
coloracion alcanzada por las colonias de cada cepa. Este medio de cultivo posee
Citrato amonico de Bismuto, el cual en presencia de H,S va oscureciendo las colonias.

Esto permiti6 estimar el potencial de cada cepa para producir H,S (Figura 16) por
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accion de la enzima sulfito reductasa en un medio con deficiencias de nitr6geno
(Massera, 2010). La clasificacion de cada cepa, en funciéon de la coloracién de sus
colonias aisladas, se llevo a cabo teniendo en cuenta la escala propuesta por Mendes-
Ferreira et al. (2002):

- Blanco: cepa no productora de H,S (-)

- Marron claro: Produccién escasa de H,S (+/-)

- Marron: Produccion baja de H,S (+)

- Marrén oscuro: Produccion media de H,S (++)

- Negro: Cepa muy productora de H,S (+++)

Figura 16 Produccidn de H,S por parte de las levaduras de S. cerevisiae en funcion de la coloracion de sus colonias en medio
BigGy agar (Difco). Las levaduras no productoras son blancas (-), las escasamente productoras son marrén claro (+/-), las que
tienen baja produccién son marrones (+), las de produccion media son marrén oscuro (++) y las muy productoras son negras
(+++) (Massera, 2010).

5.2.Capacidad de crecimiento celular a baja temperatura y altas

concentraciones de azUcar inicial, etanol y dioxido de azufre (SO5,).

La capacidad de las levaduras para crecer y fermentar bajo condiciones estresantes
tales como: baja temperatura (15+1°C), elevada concentracion de etanol (14% v/v),
elevada concentracion de azlcar inicial (28°Brix) y SO, (200 ppm libre), fue evaluada de

acuerdo a la metodologia propuesta por Vazquez et al., 2001.

Todas las levaduras aisladas de Viognier y Chardonnay conservadas en glicerol al 30%,
fueron activadas en tubos Falcon con medio YEPD liquido, durante 48 h a 27+1°C y a

100 rpm (Figura 17 a 'y b). A continuacion, se realiz6 el lavado con agua destilada estéril
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de las levaduras y, posteriormente, el hambreado resuspendiendo el pellet de levaduras
lavadas en una solucién de agua peptonada al 0,1% durante 48 h.

259 2w "0
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Figura 17 a) Activacion de levaduras en agitador orbital. b) Biomasa de levaduras activas.

Para comprobar la resistencia de las levaduras a diferentes parametros de fermentacion
se realizo el conteo directo en Camara de Neubauer de las células de levaduras
activadas para inocular una concentraciéon de 1x10°cél/mL en tubos que contenian

sustratos con diferentes composiciones (ANEXO V).

Los tubos inoculados fueron incubados en condiciones estéticas a 15+1°C (a) y 27+1°C
(b, c y d). Cada tubo contenia en su interior una campana Durham invertida llena con el
mosto (ANEXO 1V), para evidenciar la acumulacion de gases (CO,) producido durante
el proceso fermentativo de las levaduras. Durante los primeros tres dias los tubos
fueron monitoreados cada 24 h para detectar el entrampamiento de gas en las

campanas (Figura 18 a y b).

Las levaduras que presentaron el llenado completo de la campana de Dirham con CO,
durante los primeros tres dias, fueron seleccionadas como tolerantes a los factores
analizados. Las levaduras que no produjeron gas suficiente como para llenar la

campana, se considerd que tenian actividad negativa (Mestre, 2019).
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Figura 18 a) Campanas de Diirham sin acumulacion de CO,. b) Campanas Diirham llenas de CO,.

6. Evaluacién del comportamiento de las levaduras Saccharomyces cerevisiae
seleccionadas y cepa comercial en condiciones enoldgicas usando cultivos

puros.

La levadura comercial Anchor Vin 13 — Anchor Oenology utilizada por la bodega para la
fermentacién de mostos blancos, fue empleada como levadura control.

Se procedio a realizar fermentaciones con mosto fresco de cada varietal (Viognier y
Chardonnay) conservado en frio, el protocolo a seguir se describe a continuacion:

e Se sembraron en medio WLN las cepas de levaduras V22, C14 y la comercial
Vinl3, y se incubaron durante 48 h a 25+1° C.

e A continuacién, se inocul6 el desarrollo levuriano de las placas en los frascos
Erlenmeyers de 250 mL con 100 mL de YEPD y se incubaron con agitacién a
25+1°C y 120 rpm en agitador orbital, durante 48 h.

e Posteriormente se prepararon los pre-indculos mediante la inoculacion de cada
levadura activada en YEPD en mosto a 16°Bx estéril.

e Los mostos obtenidos al momento de la cosecha se utilizaron para el aislamiento
de levaduras y luego se conservaron en Freezer. Para realizar las
fermentaciones a nivel laboratorio se analizaron previamente (Anexo I) y se les
realizaron las correcciones necesarias para una correcta fermentacién. Los datos
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del mosto Viognier fueron pH 3,9; NPA 180 mg/L; azucar 21,2°Bx y acidez total
4,65 g/L. El mosto Chardonnay tenia de pH 3,8; NPA 185 mg/L; AzUcar 22,4°Bx y
acidez total 4,68 g/L.

Las vinificaciones fueron llevadas a cabo en frascos Erlenmeyers de 2000 mL de
capacidad con 1700 mL de mosto fresco Viognier y Chardonnay. El in6culo inicial
de todas las fermentaciones fue de 2 x 10°cél/mL. Luego de la inoculacién los
Erlenmeyers fueron tapados con valvulas de Miiller con una solucién de H,SO, al
50%, esta valvula permite que el CO, producido durante la fermentacion pase a
través del &cido concentrado y se retenga humedad, de esta manera solo se
elimina CO,, producido de acuerdo con la estequiometria de la fermentacion.
Todos los sistemas fermentantes se incubaron a 17 £ 1°C en condiciones
estaticas.

Se tomo el peso inicial de cada Erlenmeyer y el seguimiento de la fermentacién
se realiz6 controlando el peso hasta alcanzar peso constante. Ademas, se llevo a
cabo recuento de la poblacién de levadura en camara de Neubauer y de UFC en
medio WLN por extension realizando previamente las diluciones
correspondientes. La disminucién de peso se debe a la pérdida de CO..
Finalizadas las fermentaciones se transvasaron los vinos a botellas rotuladas

convenientemente para su posterior degustacién con un panel entrenado.

6.1.Parametros elegidos para evaluar el comportamiento de las cepas.

El poder fermentativo de las vinificaciones fue calculado gravimétricamente
evaluando la pérdida de peso acumulado (por liberacién de CO; entre el inicio y

el final de fermentacién) sobre el volumen total de mosto:

PF (% v/v) =100 x 1.3 x (pérdida de peso acumulada (g CO,)/vol del mosto)

Donde 1.3 es la constante estequiométrica de la fermentacion alcohdlica.

Consumo de azucar:

CA (g/L) = azucar inicial (g/L) — azacar final (g/L)
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- Rendimiento fermentativo:

RF = (azlcar inicial total g/L — azucar final total g/L) / etanol %v/v.
- Pureza fermentativa:

PF = etanol %v/v / acidez volatil (acido acético).

El cociente obtenido es un valor entre 0 y 1. Mientras mas cercano a cero (0) indica que
las cepa metaboliza los azucares prevaleciendo la produccién de etanol respecto a la

produccion de metabolitos secundarios.
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7. Andlisis sensorial de los vinos obtenidos en micro vinificaciones.

Una vez estabilizados los vinos con frio, fueron sometidos a un analisis descriptivo
sensorial. El analisis sensorial (Cata) se llevo a cabo en la sala de degustacion
perteneciente al Consejo Profesional de Endlogos de San Juan. El panel estuvo
conformado por 8 jurados calificados entre ellos el presidente y vicepresidente del
Consejo Profesional de Endlogos y el presidente y vicepresidente del Centro de

Endlogos de San Juan, (todos hombres de entre 40 a 65 afios de edad).

Las caracteristicas evaluadas se clasificaron en tres grupos en referencia al color,
aroma y gusto (cromatico, aromatico y gustativo). Respecto al color se evalué: tonalidad
roja, tonalidad marron. Nota mineral, frutilla, ciruela, cereza, mora, violeta, vainilla,
pimenton, chocolate fueron los descriptores atribuidos al aroma. El gusto se evalué
mediante los descriptores de acidez, amargo, astringencia, dulzor, estructura,

untuosidad vy tipicidad varietal.

Para el analisis, se emple6 un volumen de 30 mL de vino a temperatura de servicio por
cada panelista. Los atributos a valorar fueron previamente descritos y se les pidio a los
catadores que los clasificaran en una escala estructurada de 0 a 5en una planilla
entregada para tal fin (ANEXO V).
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8. ANALISIS DE LOS DATOS.

Cada ensayo se realiz6 independientemente por duplicado y los resultados representan
la media de dos determinaciones con sus respectivas desviaciones estandar. Para el
andlisis sensorial se llevdo a cabo un analisis de componentes principales con las
variables de la planilla de degustacion (ANEXO V) .Para las medidas resumen de
estadistica descriptiva y el analisis de componentes principales se utilizé el software

Infostat version profesional 2018.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El interés principal del presente estudio fue seleccionar levaduras nativas de la especie
Saccharomyces cerevisiae, para la elaboracién de vinos blancos con caracteristicas

anicas del lugar de implantacion del vifiedo.

Para la caracterizacibn macroscopica del género de las levaduras aisladas se tuvo en
cuenta la descripcion realizada por Kurtzman (1998) y Bernardi (2013). Las
observaciones de las colonias de levaduras aisladas, sugieren que corresponden al
género Saccharomyces spp. debido a que coinciden con las siguientes caracteristicas,
colonias lisas, de color blanca, de forma circular, consistencia cremosa, con elevacion

redonda y con pico y bordes lisos.

Tras la cosecha y procesamientos de las muestras de uvas de Vitis vinifera L. var.
Viognier y Chardonnay se aislaron del total de UFC una proporcion de la misma
morfologia (20%) representada por 37 levaduras de la variedad Viognier y 23 levaduras
de la variedad Chardonnay, con colonias con el aspecto tipico de S. cerevisiae, es
decir, colonia crema, mantecosa, lisa, circular y muy prominente y que termina en
punta, generalmente mas coloreada, desarrolladas en medio de cultivo diferencial WLN
(Figura 19).

Figura 19 Colonias de levaduras S. cerevisiae en medio de cultivo WLN.
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Las levaduras restantes presentaron morfologias correspondientes a los géneros del
grupo de levaduras no-Saccharomyces. Las colonias con aspecto de Saccharomyces
cerevisiae fueron nombradas con un prefijo y un nimero V: Viognier y C: Chardonnay.
Las mismas fueron: V3-V10, V13-V18, V21-V30, V33-V45 y C12, C14, C15, C18, C29,
C31, C35, C40-C5h5.

Realizar fermentaciones con levaduras autéctonas, adaptadas a su medio ambiente y a
las caracteristicas de los mostos locales, permite unir conceptos de fermentacion
natural y control de proceso, aumentando la posibilidad de obtener un producto
netamente personalizado (Vazquez et al., 2004), donde las levaduras nativas pueden
modificar elementos relevantes en el perfil gustativo y de la sensacion en boca, asi
como el color y la astringencia del vino (Almeida da Silva et al., 2016). Por otro lado,
permite destacar caracteristicas tipicas de las zonas vitivinicolas (Chimeno, 2015).
Bernardi (2013) establece que varios autores demostraron en sus investigaciones, que
los principales agentes de la fermentacion alcohodlica son cepas de especies S.
cerevisiae, ellas estan adaptadas a las caracteristicas del mosto y pueden crecer bajo
esas condiciones, transformandose en la especie dominante y completando la
fermentacién alcohdlica, corroborando esta informacién con los resultados obtenidos en
la etapa de caracterizacion tecnoldgica, nuestros aislamientos pertenecen a ese género

y especie.

Todos los aislamientos S. cerevisiae y la levadura control fueron sometidos a los
ensayos de caracterizacion fisioldégica de interés enoldgico, obteniendo los siguientes

resultados (Tabla 3):

Tolerancia al etanol: El etanol es el producto principalmente deseado de la
fermentacién, pero a su vez es un compuesto téxico, por tal motivo, se buscan
levaduras nativas que resistan concentraciones elevadas de etanol en el medio y sean
capaces de mantenerse metabdlicamente activas. Segun Pretorius (2000) las levaduras
indigenas pueden aclimatarse a diferentes estreses desarrollando factores de
supervivencia (acidos grasos de cadena larga o esteroles), al estar sometidas a la
intemperie, con condiciones climaticas adversas y baja cantidad de nutrientes. En

nuestro ensayo el 54% de las levaduras aisladas de variedad Viognier y el 61% de
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Chardonnay toleraron la concentracién de etanol evaluada (14% v/v) y comenzaron a
fermentar después de 48h; y el 100% de las levaduras aisladas fermentaron a las 72 h
(Tabla 3). Esta resistencia a altos contenidos de etanol producido en la fermentacion,
asegura tener vinos finales con azlcares residuales muy bajos y lograr una estabilidad

del producto a través del tiempo.

Resistencia al SO,: Durante el proceso de vinificacién, se adiciona SO, que posee la
caracteristica de antioxidante, antiséptico, selector de la flora, antienzimatico, defecante
y solubilizante en una operacion llamada sulfitado, por lo cual las levaduras
seleccionadas para realizar la FA deben tolerar una concentracion de SO, libre de 50
mg/L usada con frecuencia en vinificaciones de mostos blancos (Miranda-Callejas et al.
2015). La dosis de SO2 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 blancos y rosados abocado y dulce 210 mg/l, Resolucion I.N.V, N° C-143/94). En
este caso se prob6 una concentracion mayor, 200 mg/L de SO, Libre, hay que destacar
que la sensibilidad de las levaduras esta directamente relacionado con el SO,
molecular, que se encuentra en funcién al pH del mosto/vino, por lo cual el desarrollo en
este medio las hace aptas para ser seleccionadas. Se obtuvieron los resultados
siguientes: 9 aislamientos de Viognier (23.70%) iniciaron la fermentacion a las 24 h de
comenzado el ensayo, a las 48h iniciaron la fermentacibn 10 aislamientos mas
(26.30%) y a las 72 h los 18 aislamientos restantes (50.00%). De los aislamientos de
Chardonnay a las 48 h fermentaron 10 levaduras (41.70%) y los 14 aislamientos
restantes (58.30%) fermentaron a las 72 h. El sulfitado produce una esterilizacion
parcial del mosto, permitiendo el control de microorganismos indeseables favoreciendo
el desarrollo de cepas de S. cerevisiae que son resistentes(Suarez Lepe, et al., 2021),
por ello resulta importante conocer la tolerancia a la accion de este compuesto, no para
su adicién en forma indiscriminada sino para hacerlo de la manera adecuada, ya que un
exceso en la dosis produce alteraciones organolépticas y genera problemas que se

vinculan con la salud (Castrillon Cachon, 2018).

Elevada concentracion de azlcar inicial: la capacidad de las levaduras de crecer en

altas concentraciones de azucares presentes en los mostos, es una caracteristica de

56



gran interés en las zonas de climas calidos-desérticos, como la zona de estudio, donde
los mostos pueden llegar a contener cantidades de azucares superiores a los 24°Bx.
(Jordao et al., 2015). El grupo de trabajo de Regodon en 1997 evaluaron levaduras
nativas S. cerevisiae de la region de Extremadura (Espafia) y reportaron que todas las
levaduras ensayadas crecieron sin dificultad en mostos con 24°Bx, con concentraciones
mayores presentaron escasos crecimientos a los 5 dias y que fue aumentando con el
paso del tiempo. En el ensayo realizado con mosto estéril con 28°Bx, se obtuvieron los
siguientes resultados, el 31.58% de los aislamientos del mosto de variedad Viognier
iniciaron la fermentacion a las 24h, luego a las 48h el 63.53% y a las 72h el 100%; en
cuanto a levaduras seleccionadas del mosto Chardonnay comenzaron la fermentacion a
las 48h el 79.17%, el porcentaje representa a 19 aislamientos de levaduras y a las 72 h
el 100% de los aislamientos. Durante el crecimiento en la fermentacion alcohdlica en el
mosto para producir bebidas alcohdlicas, las células se ven afectadas al comienza del
proceso por un estrés osmotico debido a las altas concentraciones de azucar, los
mostos suelen contener 200-250 g/L de una mezcla de glucosa y fructosa (Jiménez-
Marti et al.,, 2010). Cuando el estrés es producido por elevadas concentraciones de
glucosa, las levaduras necesitan contrarrestar el estrés osmoético, activando las vias
glicolitica y de las pentosas fosfato y los implicados la formacién de acido acético a
partir del acetaldehido (Jiménez-Marti et al., 2010).

Podemos destacar que varios aislamientos del mosto Viognier resistieron la alta
concentracion del ensayo y comenzaron a fermentar a las 24 h, mientras el ensayo

control fermentd a las 48 h de comenzado el ensayo.

Capacidad de crecimiento celular a bajas temperaturas (15°C): La temperatura de
fermentacién es una de las caracteristicas diferenciadoras entre la vinificacion en
blanco y en tinto. En las vinificaciones en blanco, la temperatura de fermentacion
idonea es una temperatura entre 15 a 20+1°C ya que asi se favorece una mayor
produccion y retencion de aromas, alcoholes superiores, acidos grasos de cadena corta
y ésteres (Torija Martinez, 2002).Las fermentaciones a bajas temperaturas ponen en
marcha una serie de rutas bioquimicas en la que participan un conjunto de proteinas de

las levaduras relacionadas con aromas primarios de flores y frutas, se trata de una
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sucesion de reacciones bioquimicas en la que estan implicados alcoholes superiores
que producen compuestos aromaticos clave como feniletanol y sus acetatos. Sin
embargo, esta ruta, no se expresa a temperaturas mas elevadas, por tanto, genera
diferencias significativas en los perfiles aromaticos de los vinos (Mufioz-Bernal et al.,
2015). Tal como se logra observar en la tabla 3, no se registraron comienzos de
fermentaciones cumplidas las 24 h para los aislamientos de levaduras nativas y la
levadura comercial, cuando se incuba a 15°C. A las 48h 18 aislamientos de Viognier
(47.37%) y 5 de Chardonnay (20.83%), y a las 72h el 100% de los aislamientos
comenzaron a fermentar. Es importante mencionar que la cepa comercial comenzo a
fermentar a las 72h, destacando la posibilidad de aclimatacion de las levaduras nativas

a las condiciones fermentativas.

Tabla 3 Resultados de las caracterizaciones de los aislamientos de levaduras y levadura control.

Tolerancia Tiempo Viognier | Chardonnay | Control
24 hs
Etanol (14%) 48 hs 54,00% 61,00%

72 hs 46,00% 39,00% | 100,00%
24 hs 23,70%
SO2 L (200 ppm) | 48 hs 26,30% 41,70% | 100,00%

72 hs 50,00% 58,30%
24 hs 31,58%
Azlcar (28° Bx) 48 hs 28,95% 79,17% 100,00%
72 hs 39,47% 20,83%
24 hs
Temperatura (15°C)| 48 hs 47,37% 20,83%
72 hs 52,63% 79,17% 100,00%

Las levaduras nativas aisladas demostraron en un alto porcentaje la capacidad de
fermentar mostos con altos contenidos de azucares, SO; libre, reactivar fermentaciones
con altos contenidos de alcohol e iniciar y completar fermentaciones a bajas
temperaturas. Desde el punto de vista enolégico, la importancia de las levaduras es
garantizar una fermentacioén segura y completa, ya que es el primer paso para poder
elabora vinos de calidad. Es importante que la levadura inoculada garantice un inicio de

fermentacion rapida para ganar el medio a otros microorganismos, ser resistente a
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elevado contenido de alcohol producido y tolerar bajas temperaturas de fermentacion

especialmente en mostos blancos.

Produccion de H,S: La capacidad de sintetizar este compuesto depende de la cepa
(Strauss et al., 2001; Comitini et al., 2011). Las levaduras sintetizan sus estructuras a
partir de amonio y/o amino&cidos, cuando la fuente de este nitrégeno asimilable es
minima, estos microorganismos comienzan a utilizar aminoacidos azufrados, liberando
el grupo tiol, probablemente el compuesto de azufre mas conocido en el vino es el tiol
volatil sulfuro de hidrogeno (H,S). El desarrollo de compuestos de azufre por levaduras
incluye la degradacién de aminoéacidos y plaguicidas que contienen azufre, asi como la
liberacion y/o metabolismo de los precursores que contienen azufre derivados de la uva
(Castrillo Cachoén, 2018). La presencia de moléculas con grupos sulfuro en el mosto —
vino son los causantes de los aromas a reducido. Ademas, presentan un umbral de
percepcion bajo, con olor a huevo podrido, cebolla podrida, plasticos, neuméticos: por
este motivo se espera que la produccion de acido sulfhidrico sea baja o minima
(Bernardi, 2013).

Son las levaduras, fundamentalmente S. cerevisiae, las principales responsables de la
aparicion del H,S en los vinos. Por ello, se hace necesaria la busqueda de cepas que

generen cantidades minimas o nulas de H,S durante la fermentacion.

De los resultados obtenidos, se puede observar que los aislamientos de levaduras
nativas presentaron un potencial bajo a medio de acuerdo a la escala propuesta por

Mendes-Ferreira et al. (2002). Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla 4:

Tabla 4 Resultados obtenidos de produccion de dcido sulfhidrico por las levaduras aisladas y levadura control. El nimero 1 indica
no productora de H,S y el nimero 5 muy productora de H,S. Solo el 8,33% de los aislamientos de Chardonnay no producen H,S, el
resto de los aislamientos de los dos varietales son productoras escasas y productoras bajas de H,S.

68,42% 31,58%
Chardonnay 8,33% 75,00% 16,67% - -
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En las levaduras aisladas de mosto de Viognier, se observa que 26 cepas (68.42%)
tienen potencial bajo de produccion de H,S y 12 cepas (31,58%) un potencial medio.
Las levaduras aisladas de mostos de Chardonnay, 2 cepas (8.33%) no son productoras
de H,S, 18 cepas (75.00%) tienen una produccion baja y 4 cepas (16.67%) una

producciéon media.
Seleccion de Saccharomyces cerevisiae.

Aislamiento y caracterizacion fisiolégica de levaduras nativas con aptitudes

enologicas.

Para seleccionar los aislamientos de levaduras se realiz6 una sumatoria de puntos de
acuerdo a la caracterizacion efectuada al comienzo de las fermentaciones (Tabla 5y 6).
La capacidad de las levaduras para crecer bajo condiciones extremas tales como: baja
temperatura (15°C), elevada concentracion de etanol (14% v/v), elevada concentracion
de azucar inicial (28°Brix) y SO, (200 ppm libre), se otorgaron puntos de acuerdo a los
inicios de fermentacion de los ensayos de caracterizacion, teniendo en cuenta que el

mAaximo puntaje se otorga a las levaduras que inician la fermentacién en menor tiempo.
- 24 h: 3 ptos.

- 48 h: 2 ptos.
- 72h: 1 pto.

La produccién de H,S es considerada un defecto, la puntuacién que se otorgé a las
levaduras, se realiz6 con una escala del 1 al 5, donde, 5 es no productora y 1
corresponde a una levadura muy productora de H,S de acuerdo con la escala de
Mendes-Ferreira et al. (2002):

- Blanco: cepa no productora de H,S: 5ptos.

- Marron claro: Produccion escasa de H,S: 4ptos.
- Marrén: Produccién baja de H,S: 3 ptos.

- Marron oscuro: Produccion media de H,S: 2ptos.

- Negro: Cepa muy productora de H,S: 1 pto.
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Tabla 5 Aislamientos de levaduras de Chardonnay ordenados de acuerdo a la puntuacion obtenida en la caracterizacion
enoldgica. Los mayores puntajes representan aislamientos de levaduras que inician la fermentacion dentro de la 24 h de puesto
el ensayo. En color gris son los aislamientos que se descartan.

VARIEDAD: CHARDONNAY

Azucar Alcohol SO, Temperatura| Produccién Puntos
Aislamientos 282 Bx 14° 200 mg/I 152 C H,S Totales
14 2 2 2 2 4 12
15 3 2 2 1 4 12
52 2 1 2 1 5 11
31 2 2 2 1 4 11
41 2 2 1 2 4 11
46 2 2 2 2 3 11
50 2 2 1 1 5 11
49 2 2 1 1 4 10
43 2 2 1 1 4 10
53 2 2 1 1 4 10
44 1 2 2 1 4 10
35 2 1 2 1 4 10
45 1 2 2 1 4 10
12 2 2 1 2 3 10
48 2 1 1 1 4 9
54 1 2 1 1 4 9
42 2 1 1 1 4 9
40 2 1 1 1 4 9
18 2 1 1 1 4 9
29 1 1 2 2 3 9
55 1 2 1 1 3 8
51 2 1 1 1 3 8
47 1 1 1 1 4 8
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Tabla 6 Aislamientos de levaduras de Viognier ordenados de acuerdo a la puntuacion obtenida en la caracterizacion enoldgica.
Los mayores puntajes representan aislamientos de levaduras que inician la fermentacion dentro de la 24 h de puesto el ensayo.
En color gris son los aislamientos que se descartan.

VARIEDAD: VIOGNIER

Azucar Alcohol SO, Temperatura | Produccién Puntos
Aislamientos 282 Bx 14@ 200 mg/I 152 C H,S Totales

22 3 2 3 2 4 14
6 3 2 3 1 4 13
21 3 2 2 2 4 13
25 1 3 3 2 4 13
9 1 3 3 1 4 12
10 3 1 2 2 4 12
28 1 2 3 2 4 12
29 2 2 3 1 4 12
40 3 2 1 2 4 12
34 2 2 3 2 3 12
18 3 1 1 2 4 11
16 1 3 2 1 4 11
13 2 1 3 1 4 11
14 2 2 2 1 4 11
33 1 1 3 2 4 11
35 3 2 1 2 3 11
42 3 1 1 2 3 10
44 3 1 1 2 3 10
26 1 2 2 1 4 10
30 1 2 1 2 4 10
7 2 2 1 1 4 10
8 2 2 1 1 4 10
23 1 2 2 1 4 10
24 1 1 2 2 4 10
37 3 1 1 2 3 10
38 3 2 1 1 3 10

1 1 2 1 4 9
4 2 1 1 1 4 9

2 1 1 1 4 9
15 2 1 1 1 4 9
27 1 1 1 1 4 8
45 1 1 1 1 4 8
17 1 1 2 1 3 8
36 2 1 1 1 3 8
41 2 1 1 1 3 8
43 1 1 1 2 3 8
39 1 1 1 1 4 8
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Diferenciaciéon intraespecifica de Saccharomyces cerevisiae por PCR

Interdelta.

Contar con informacion sobre las levaduras nativas que conforman una coleccion de
microorganismos, es de suma importancia ya que éstas podrian seleccionarse como
iniciadoras de las fermentaciones vinicas para obtener un producto diferenciado.
Fermentar con levaduras autéctonas, adaptadas a su medio ambiente y a las
caracteristicas de los mostos locales, permite aunar los conceptos de fermentacion
natural y control de proceso, aumentando la posibilidad de obtener un producto
netamente personalizado. Por otro lado, es posible destacar caracteristicas tipicas de
una zona vitivinicola, y resaltar lo que en el mundo del vino se conoce con el término de
Terroir, que engloba dentro de otras cosas, la presencia de ecosistemas microbianos
especificos en los distintos vifiedos de las diferentes zonas viticolas del mundo
(Chimeno, 2015).

Una vez obtenido el material genético, es importante comprobar la integridad del ADN
por electroforesis. Si el ADN obtenido esta integro se debe observar bandas estrechas
cercanas a los pocillos donde se realiz6 la siembra de la mezcla de ADN. Si esta
fragmentado, se observara una banda mas ancha (1 cm) o un sendero muy luminoso

en el carril de la muestra (Alejos Velazquez et al. 2014).

En la figura 20 podemos observar la integridad del ADN de los aislamientos como

bandas estrechas cercanas a los pocillos de siembra.

TR Viognier
Viognier 778 91033 M sEam e cagozEog=99 90 33 Chardonnay

S

M 1 M 3135 40 41'42 43 44 45 46
- [ — S W e Y B e B

W e S B P e e

14 15 16 18 2122 24 25 26

34 35 40 42 44 45 48 49 50 52 53 54 55 V23

- L R S — y 2
DR B I NS— el s ey -

Figura20 Geles de agarosa expuestos a transiluminador revelando la integridad de ADN total de los aislamientos de levaduras de
los varietales Viognier y Chardonnay.
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Con el fin de complementar informacion acerca de las levaduras aisladas, se
caracterizaron molecularmente los aislamientos de S. cerevisiae previamente

analizados de acuerdo a aptitudes enologicas.

Este estudio a nivel molecular se basa en la comparacion visual del perfil de bandas
que presenta cada aislamiento de levadura analizada al que se denomina patrén
interdelta. Mientras mayor sea la coincidencia en cantidad de bandas y tamafio que

éstas presentan, mayor similitud habra entre individuos.

Perfiles iguales nos indicaria que estamos frente a una misma cepa. La cantidad de
bandas expresadas nos indica el polimorfismo en cada individuo analizado, mientras
mas polimorfico este se presente, mayores puntos de comparacién tendremos (Legras
et al., 2003).

Sobre la base de los resultados obtenidos en la caracterizacion enoldgica, de un total
de 37 aislamientos de levaduras del mosto de Viognier, se seleccionan 30 para la
caracterizacion molecular y de 23 aislamientos de mosto de Chardonnay, 20 levaduras.
La seleccion de aislamiento se realizdo eliminando las levaduras con la menor
puntuacion en la caracterizacion enoldgica. En las primeras amplificaciones de las
levaduras se obtuvieron los perfiles para agrupar de forma visual todas aquellas con
igual patron molecular (Figura 21 a 'y b).
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Figura 21 Perfiles genéticos de los aislamientos de levaduras de los varietales Viognier (a) y Chardonnay (b) realizados con la

técnica PCR Interdelta.

Los resultados obtenidos indican que se encontraron 13 patrones interdelta diferentes
para las levaduras aisladas de Viognier conformandose los siguientes grupos: | (V3,
V4, V5); Il (V6, V21, V24); Ill (V9, V10, V18); IV (V15, V16); V (V25, V26, V28, V29,
V30, V40, V42, V44, V45): VI (V7); VII (V8); VIII (V13); IX (V14, V23); X (V22); XI (V27);
Xl (V33, V35); Xl (V34). Con respecto a las levaduras aisladas de Chardonnay
resultaron 12 patrones diferentes y se agruparon de la siguiente manera: | (C31, C43,
C48, C49, C50, C52); Il (C45, C53, C54); Ill (C35); IV (C40); V (C42); VI (C18, C55); VII
(C29); VIII (C15); IX (C41); X (C46); XI (C44); Xl (C14).
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Se realiz6 una nueva corrida en gel de agarosa soélo con los grupos que contenian mas
de un aislamiento con morfologias similares, para compararlas y asegurar la igualdad
de los patrones genéticos de cada grupo (Figuras 22 y 23). De esta manera se puede
disminuir o eliminar cepas idénticas para lograr el objetivo de encontrar una cepa de
levadura nativa para cada cultivar, teniendo en cuenta la caracterizacion enologica

realizada anteriormente.

Vio V18 V25 V26 V28 0 V40 V42 V44 ()

V15 V16

Figura 23 Corrida en gel de agarosa de los perfiles genéticos iguales de los aislamientos de Viognier (IV, Il) y Chardonnay (I, I).

Una vez comparados los perfiles genéticos se seleccioné una levadura de cada grupo.
Con las cepas de levaduras nativas seleccionadas de cada varietal se realizaron dos
nuevas tablas (Tabla 7 y 8), con la caracterizacion enoldgica y con perfiles genéticos
anicos para cada varietal.
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Tabla 7 Cepas nativas aisladas y seleccionadas del varietal Viognier

VARIEDAD: VIOGNIER
Azicar Alcohol 50, Temperatura| Produccion Puntos GPI
CEPAS 282 Bx 142 200 mg/l 152C H,5 Totales

4 2 1 1 1 4 9 [

6 3 2 3 1 4 13 I

9 1 3 3 1 4 12 m

16 1 3 2 1 4 11 v

25 1 3 3 2 4 13 v

2 2 1 1 4 10 VI

2 2 1 1 4 10 VI
13 2 1 3 1 4 11 WLl

14 2 2 2 1 4 11 IX

22 3 2 3 2 4 14 X

27 1 1 2 1 4 9 Xl

35 3 2 1 2 3 11 Xl
34 2 2 3 2 3 12 X

GPI: Grupo Patron Interdelta.
Tabla 8 Cepas nativas aisladas y seleccionadas del varietal Chardonnay.
VARIEDAD: CHARDONNAY
Azucar Alcohol 50, Temperatura| Produccion Puntos GPI
CEPAS 282 Bx 142 200 mg/| 152 C H,S Totales

52 2 1 2 1 5 11 I

53 2 2 1 1 4 10 1

35 2 1 2 1 4 10 m

40 2 1 1 1 4 9 1%

42 2 1 1 1 4 9 v

18 2 1 1 1 4 9 VI

29 1 1 2 2 3 9 VI
15 3 2 2 1 4 12 il

41 2 2 1 2 4 11 IX

46 2 2 2 2 3 11 X

44 1 2 2 1 4 10 Xl

14 2 2 2 2 4 12 Xl

GPI: Grupo Patron Interdelta.

A continuacién, con la finalidad de seleccionar una levadura nativa (patrén molecular

anico) con aptitudes enoldgicas positivas para cada varietal, se realizaron diagramas de
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Venn (Figura 24 y 25). El primer filtro corresponde a capacidad para fermentar mostos
con 28°Bx (azucar), para el caso de Viognier se descartaron cuatro cepas y en
Chardonnay dos cepas. Luego se filtr6 de acuerdo con la capacidad para fermentar a
14° v/v, donde en Viognier se descartaron dos cepas y para el caso de Chardonnay,
cinco cepas. Se continud con iniciar fermentacién con 200 mg/L de SO, libre, en esta
instancia se descartaron tres cepas de Viognier y dos cepas de Chardonnay. Luego se
descartaron aquellas levaduras que comenzaron las fermentaciones a las 72 h en
condiciones de baja temperatura, en el caso de Viognier se descartaron dos cepas y de
Chardonnay una cepa; y, por ultimo, se eliminaron las cepas que producian H,S, en
ambos varietales se elimind una cepa. La cepa V22, fue seleccionada para el varietal

Viognier; mientras la cepa C14 para el varietal Chardonnay.

Azucar

1% FILTRO {9 CEPAS)
Alcohol

2 FILTRO {7 CEPAS)
SO:Libre

31 FILTRO (4 CEPAS)

/ Temperatura
47 FILTRO (2 CEPAS) / HzS
SEFLTRO 2
CEPA)

CEPA
V22

Figura 24 Seleccion de cepas de levaduras de Viognier por filtrado de caracteristicas enoldgicas.

68



Azlcar

Alcohol

SO, Libre

Temperatura

TRY

Figura 25 Seleccion de cepas de levaduras de Chardonnay por filtrado de caracteristicas enoldgicas.

Las levaduras V22 y C14 obtuvieron el mejor puntaje en la caracterizacion enolégica
como asi también sus perfiles genéticos no coincidian con otros aislamientos ni con la
levadura comercial (Figura 26). Ambas levaduras presentan aptitudes tecnoldgicas muy
buenas, capaces de fermentar altas concentraciones de azlcares iniciales (28°Bx),
mostos/vinos con altos niveles de alcohol (14° v/v), bajas temperaturas (15°C), elevada
resistencia a niveles altos de SO, L (200 mg/L) y que producen poco H,S. Los vinos
blancos son mas delicados, y las condiciones de elaboracion son diferentes a la de los
vinos tintos. Las condiciones de fermentacion alcohdlica siempre la temperatura es
<20°C, para favorecer la produccién aromética del varietal, siempre se le agrega dosis
elevadas de SO, para evitar las oxidacion, y los contenidos de azlUcar del mosto
siempre superar los 24°Bx, con un alcohol a producir elevado, excepto que la vendimia
sea para la elaboracion de vinos bases de espumosos, que se cosecha antes de la
madurez tecnoldgica para tener mas acidez y menos azlUcar para obtener baja

graduacion alcohdlica.
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Figura 26 Comparacion de los perfiles genéticos de las cepas nativas seleccionadas con la cepa comercial. M: marcador
molecular, Vin: cepa comercial (Vin13), 22: cepa aislada de Viognier (V22) y 14: cepa aislada de Chardonnay (C14).

Vinificaciones a escala de laboratorio

Una vez seleccionadas las dos levaduras nativas V22 y C14 se realizaron micro
vinificaciones con sus respectivos mostos (Viognier y Chardonnay). Se empled la

levadura comercial Vin 13 como control. Los resultados de la cinética de fermentacion
se muestran en la figura 27.
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Figura 27 Cinéticas fermentativas de las levaduras V22, C14 y Vin 13, realizadas en vinificaciones en laboratorio utilizando mosto
de Viognier y Chardonnay de donde se aislaron las levaduras.

Al comparar las cinéticas fermentativas que registraron las cepas V22, C14 y Vin13
durante el proceso de fermentacion se observd que la cepa V22 presentd una fase lag
mas corta, la cepa C14 presenta una fase lag mas larga, pero la fase final logra una
menor produccion de CO,, por lo tanto, una menor produccién de etanol y finalmente la
cepa Vinl3 presenta una fase lag mas larga que las otras dos cepas y su fase final

termina junto con la cepa V22.

En la tabla 9 se observan los datos analiticos de los vinos correspondientes a las micro
vinificaciones con las levaduras V22, C14 y Vinl3, todas llegaron a rastros de azucar es
decir a valores de azucar residual en los vinos. Este parametro nos indica que los vinos

son “secos" (sin azucares fermentables) y estables.
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Tabla 9 Datos analiticos de los vinos obtenidos en las micro vinificaciones. Alcohol producido por las 3 cepas, azucar residual de
las fermentaciones, la acidez voldtil (dcido acético) producida en las fermentaciones, anhidrido sulfuroso libre al terminar las
fermentaciones, la acidez total (expresada en dcido tartdrico) y el pH de los vinos terminados.

Alcohol Real Azlcar Acidez SO, Libre Acidez pH

g/L Volatil g/L mg/L Total g/L

V22 13,40+0,07 1,800 0,22+0,01 26,5+2,12 6,01+0,08 3,52+0,04

Cl4 12,4040 1,80+0 0,33+0,01 14,0#1,41 6,97+0,11 3,29+0,01

13,55¢0,07 1,80+0  0,28+0,01 20,5:0,71 7,13#0,11 3,48:0,04
Los datos representan la media de cada pardmetro #* la desviacion estdndar.

El etanol es el principal producto de la fermentacién alcohdlica y el compuesto
mayoritario en el vino después del agua. Claramente se observa que las levaduras V22
y Vinl13 mostraron una tendencia a generar mas alcohol que la levadura C14. Datos
corroborados con los resultados del poder fermentativo (Tabla 10). Es importante
destacar que en el rendimiento fermentativo de las cepas V22 y Vinl3 consumen
menos cantidad de azucar para producir 1° de etanol, la cepa C14 consume mas
cantidad para la produccion de 1° de etanol. El rendimiento promedio es de 16.83 g/L
(Ribereau-Gayon et al., 1989) (Tabla 10).

Con respecto a la acidez volatil, los valores encontrados son considerados bajos, es
decir, valores aceptables, considerando que es un parametro acumulativo durante la
vida del vino. La pureza fermentativa determinada en base a la concentracion de acido
acético y etanol arroj6 que la cepa V22 presentd menor produccion de acidez volatil
respecto a las otras dos cepas. La cepa comercial Vinl3 produjo menos acidez volatil

que la cepa C14 y mas que la cepa V22 (Tabla 10).

Dado que el mosto habia sido suplementado con SO, en una dosis de 50 mg/L, los
valores observados presentan una disminucién. Teniendo en cuenta los limites
méaximos dispuestos por el I.N.V. en Res. INV 135/18 para vinos blancos de 180 mg/L,
los valores obtenidos al final de las micro vinificaciones se encuentran dentro de los

limites legales.
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En cuanto a la acidez total los vinos presentan un leve aumento respecto a la acidez
inicial. La acidez de los mostos fue corregida a 6 g/L con acido tartarico. Es importante
que las levaduras nativas seleccionadas aumenten la acidez total pero no la acidez
volatil (las levaduras poseen una pureza fermentativa cercana a 0), es interesante en
zonas célidas donde la acidez de los mostos es baja debido al elevado grado de
maduracion con el que las uvas son cosechadas (Regodoén, 1997), y la evolucién del
acido tartarico durante la maduracion del grano de uva sufre fluctuaciones debido a los
factores climaticos, los veranos que se caracterizan por sequias y altas temperaturas el
acido tartarico disminuye por combustion (Ribereau-Gayon et al., 1989) situacion que se

da en las zonas vitivinicolas de San Juan.

Tabla 10 Pardmetros fermentativos elegidos para evaluar las especies de S. cerevisiae. Poder fermentativo (alcohol a producir),

Consumo de azucar (cantidad necesaria para producir el alcohol total), Rendimiento fermentativo (cantidad de aztcar

consumido para producir 12 % v/v de alcohol) y Pureza fermentativa (relacionada con la produccion de acidez voldtil).

CEPAS Poder Consumo de Rendimiento Pureza
Fermentativo AzUcar Fermentativo Fermentativa

13,82+0,20 218,70+0 16,32+0,04 0,02+5E-4
12,63+0,20 224,40+0 18,09+0,04 0,03+5E-4
13,86+0,28 224,40+0 16,62+0,06 0,02+7,1E-4

Los datos representan la media de cada pardmetro #* la desviacion estdndar.

Anaélisis sensorial

Con las valoraciones obtenidas en la cata de los vinos elaborados con las cepas de
levaduras nativas seleccionadas y la cepa comercial, se llevoé a cabo una reduccion de
datos mediante un analisis de componentes principales (ACP). (Figura 28) La CP1
explica el 63.4 % de la variabilidad de los datos a partir de esta componente se genera
la separacion de tratamientos de los vinos V22 con respecto de C14 y Vinl3. Muestra
los atributos relacionados a los vinos obtenidos (V22, C14 y Vinl13). La componente
principal 1 (CP1) describe el 63.4% de la variabilidad de los datos y la CP2 36.6 %.
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Ambas componentes explican el 100 % de varianza total de todas las variables

analizadas.
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Figura 28 Andlisis de Componentes principales (ACP) de los vinos elaborados en laboratorio con las cepas nativa y cepa

comercial.

Los atributos destacados que describen la CP1 fueron: intensidad global (0.32),
intensidad frutal (0.32), dulzor (0.32), tipicidad varietal (0.32), intensidad de color (0.30)
persistencia aromatica (0.29). Estos atributos permiten separar los tratamientos V22 del

tratamiento C14 y Vin13.

Sobre la base de la CP1, el vino C14 no se asocid a ningun atributo evaluado, mientras
gue el Vino Vinl3 queda descripto por amargor a nivel gustativo y limpidez a nivel

visual.

La CP2 se puede observar que, sobre la base de los descriptores astringencia (0.33),

calor (0.42) y amargo (0.37), acidez intensidad floral (-0.32) y vainilla (-0.35), se separan
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el tratamiento Vino Vinl3 respecto del vino C14. Sobre la base de la CP2, el tratamiento
Vino Vinl3 queda asociado a los descriptores amargo y calor, mientras que el vino C14

gueda descripto por la intensidad floral y vainilla.

El mundo sensorial del vino resulta subjetivo, por tal motivo, se recurrié a un panel de
cata entrenado y se generaron diferentes descripciones de los vinos. El vino Viognier
obtenido de la fermentacion con la cepa V22 resulté con mejores caracteristicas que los
otros dos vinos en, intensidad de color, frutal, dulzor, tipicidad varietal, intensidad

global, persistencia aromatica y en menor medida intensidad floral y vainilla.

La cepa comercial fue descripta con los pardmetros de limpidez y amargo y en menor
medida calor. Lo que indica que en el ensayo de laboratorio tuvo mejor desempefio la

levadura aislada del Viognier comparada con la cepa comercial.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES
El trabajo desarrollado durante esta tesis logré un estudio detallado en cuanto a las

caracteristicas tecnolégicas y moleculares de los aislamientos de levaduras de mostos
de Viognier y Chardonnay de los vifiedos de Bodegas y Vifiedos Casa Montes.

La técnica de amplificacion mediante PCR del dominio §12 y 621 permiti6 identificar de

manera confiable las levaduras S. cerevisiae de otras levaduras no-Saccharomyces.

Se encontr6 una amplia diversidad a nivel de cepa de la especie Saccharomyces
cerevisiae, con 13 patrones diferentes para el varietal Viognier y 12 para Chardonnay, a

Su vez esos patrones no eran iguales entre varietales.

Las cepas de levaduras nativas V22 y C1l4 se seleccionaron por sus aptitudes

fermentativas para conducir fermentaciones.

De acuerdo a los patrones genéticos de cada cepa seleccionada, mostraron ser

diferentes entre si y diferentes de la cepa comercial.

Las levaduras nativas seleccionadas alcanzaron performances fermentativas éptimas

logrando una rapida adaptacion en el mosto en las fermentaciones de laboratorio.
Las fermentaciones conducidas por C14 lograron valores mas reducidos en etanol.

Las levaduras seleccionadas para conformar los indculos presentaron caracteristicas
deseables sobre la base de produccion de etanol, consumo total de los azucares
(rastros) otorgando mayor estabilidad biolégica y baja produccion de acidez volatil

(acido acético) parametro asociado a la vida futura del vino.

El analisis sensorial de los vinos mostré que las vinificaciones con V22 lograron mayor
intensidad de color, frutal, dulzor, tipicidad varietal, intensidad global, persistencia

aromatica y en menor medida intensidad floral y vainilla.
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HIPOTESIS: Las levaduras nativas seleccionadas para vinificacion de varietales
blancos logran implantarse con éxito en el proceso fermentativo y producen vinos con

un perfil organoléptico determinado.

Se acepta la hipétesis, ya que las levaduras caracterizadas y seleccionadas tuvieron un
rapido crecimiento en los mostos inoculados y performances fermentativas esperadas.
Los vinos resultantes obtuvieron caracteristicas organolépticas aceptables vy

sensorialmente con atributos notables.
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PROYECCION:

Realizar fermentaciones en Bodegas y Vifiedos Casa Montes S.A. para comparar el
comportamiento y los vinos obtenidos de las fermentaciones con la cepa V22 para
elaborar vino Viognier, C14 para elaborar vino Chardonnay y la cepa comercial Vin13

(utilizada por la bodega Casa Montes S.A.).

“En la industria vitivinicola argentina se desconoce lo que es el vino. Aclaramos que
éste conocimiento no se refiere a los conceptos de la definicion técnica del producto ni
al que se puede tener respecto de los procesos de su obtencién. Nos referimos
especificamente al conocimiento intrinseco de ese producto noble, mezcla de ciencia y
arte, engendrado por la feliz combinacion de suelos, clima y cepaje y que da luz merced
a la labor casi artistica del técnico endlogo, que, interpretando fielmente su origen, lo
cria y lo conserva, haciendo uso de los elementos que la ciencia le brinda, hasta
alcanzar su plenitud”

Lic. Ernesto Diaz Araujo.
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ANEXO |

Técnicas analiticas empleadas en los ensayos.

Determinaciones fisico-quimicas en mostos y vinos.

ALCOHOL

ACIDEZ TOTAL

ACIDEZ VOLATIL

AZUCARES REDUCTORES

ANH. SULFUROSO LIBRE

ANH. SULFUROSO TOTAL

PH

AZUCARES TOTALES °Bx

NITROGENO (NPA)

Medir 200mL de vino en matraz aforado. Verter el contenido en
bal6én. Destilar hasta recibir las %, partes, enrasar con agua. Medir
en probeta con alcohémetro a 20°C.

Medir 10 mL de vino en Erlenmeyer de 250 mL, afiadir 5 gotas de
Azul de bromotimol 0,4%. Titular con Hidréxido de Sodio N/20.

Medir 10 mL de vino, en borboteador, destilar y recibir 100 mL en
una probeta. Titular con NaOH N/20 en presencia de Fenolftaleina
al 1%. Agregar Almidén acidulado, titular con lodo N/50.

Medir 90 mL de vino en una probeta, agregar 10 mL de acetato de
Plomo al 25% y carbén. Filtrar. Titular en Erlenmeyer con 15 mL de
licor de Fehling y 50 mL de agua. Calentar a ebullicion, gotear
desde una bureta el filtrado y agregar unas gotas de Azul de
metileno hasta coloracién amarilla.

En un Erlenmeyer de 250 mL agregar 50 mL de vino, 5 mL de Ac.
Sulfarico 1:3 y 3 mL de Almidon. Titular con lodo N/50 hasta
coloracion azul.

En un Erlenmeyer de 250 mL agregar 25 mL de KOH N y 50 mL de
vino. Dejar 15 minutos y afadir 10 mL de Ac. Sulfarico 1:3 y 3 mL
de Almiddn. Titular con lodo N/50.

Se coloca muestra de vino en vaso de precipitados o Becker, se
lleva al equipo agitador y se introduce el electrodo de del pH-
achimetro y sonda de temperatura. Lectura directa.

Calibrar el refractometro con agua destilada, luego agregar unas
gotas de mosto y realizar la lectura.

Colocar 50 mL de vino en una probeta, agregar 50 mL de agua.
Neutralizar con NaOH N. llevar a pH 8,3 con NaOH N/20 medidos
en pH-achimetro y con agitacion. Agregar 30 mL de metanal y
titular con NaOH N/20 hasta pH 8,3.
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ANEXO Il

Medios de cultivos empleados en los ensayos.

MEDIO DE CULTIVO

WL

YEPD LIQUIDO

YEPD SOLIDO

PREPARACION

50 g/ L de glucosa, 5 g / L de triptona, 4 g / L de extracto de
levadura, 0,55 g / L de dihidrogenofosfato de potasio, 0,425 g/
L de cloruro de potasio, 0.125 g / L de cloruro de calcio, 0.125
g / L de sulfato de magnesio, 0.0025 g / L de cloruro férrico,
0.0025 g/ L de sulfato de manganeso, 0.022 g / L de verde de
bromocresol y 20 g / L de agar

Extracto de levadura 10g/L; Peptona 20 g/L; Glucosa 20 g/L

disolver todo en agua destilada.

Extracto de levadura 10 g/L; Peptona 20 g/L; Glucosa 20 g/L y

Agar 20 g/L disolver todo en agua destilada.

82



ANEXO 1l

Soluciones para extracciéon de ADN total de levaduras.

SOLUCIONES

Solucién 1F

Acetato de amonio 10 M

Solucion TE

Buffer TBE 0,5X

PREPARACION

Triton X-100, 2%; SDS, 1%; NaCl, 100 mM; Tris HCI pH 8, 10mM;
EDTA Na pH 8, 1mM. Colocar los volimenes indicados en
recipiente limpio y estéril, llevar a 100 mL con agua pura y estéril.

No se autoclava.

Se pesan 38,5 g de NH,CH3;COO para preparar 50mL de solucién.

Disolver y llevar a volumen final con agua pura estéril. Autoclavar.

Tris HClI pH 8, 10 mM; EDTA Na pH 8, 1mM.Colocar los
volimenes indicados en recipiente limpio y estéril. Llevar a 100 mL

con agua pura estéril. Autoclavar.

Ac. Bérico 0.9 Mm, Tris HCI 0.9 mM, EDTA Na pH 8 2 mM.
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ANEXO IV
Preparacion de los diferentes sustratos para la resistencia a medios estresantes.

a) 4 mL de mosto de 24°Bx estéril y pH 3,6.

b) 4 mL de mosto a 28°Bx estéril y el pH corregido a 3,6.

c) 4 mL de una solucion estéril conformada por 2% de fructosa, 1% de glucosa,
0,1% de extracto de levadura y 0,6 mL de alcohol de 96° para obtener una
solucion con 14%v/v y pH 3,6.

d) 4 mL de mosto de 24°Bx estéril y pH 3,6. Se prepar6é una solucion madre de
Metabisulfito de Potasio concentrada (16 g/L) para agregar a cada tubo y

obtener una concentracion de 200 ppm libre.

El mosto para los ensayos de fermentacion a baja temperatura, alta concentracion de
azucares y niveles altos de SO, libre se obtuvo por dilucibn de mosto concentrado

virgen de 68°Bx y las diluciones fueron esterilizadas a 110+1°C durante 10 minutos.

Preparacion de material de vidrio y mostos para fermentaciones en laboratorio.

e Para el pre-indculo se prepardé mosto concentrado virgen a 16°Bx, se colocaron
300 mL en erlenmeyers (3) de 500 mL c/u y se esterilizaron a 110+1°C durante
15 min.

e Los mostos se les corrigid la acidez total con acido tartarico para aumentar la
acidez a 6,00 g/L, se agregd metabisulfito de potasio para corregir el anhidrido
sulfuroso libre en una dosis 50 mg/L.

e Se esterilizé el material para realizar las micro vinificaciones: erlenmeyers de
2000 mL (6), valvulas de Miller (6).
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ANEXO V
Planilla de cata.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN JUAN FACULTAD DE INGENIERIA

CATA A CIEGAS
VINOS FEREMETNADOS A ESCALA LABORATORIO
ESCALA ESTRUCTURADA DEL 1ALS

VINO 2A

VINO1A (Herdaon

Panelista N*: (viognier)

VINO 3A
(chardonnay)

Limpidez

fase visual Intensidad de color

Nota mineral

intensidad floral

intensidad frutal

fase aromatica
Vainilla

Intensidad global

Acidez

Dulzor

Astringencia

Calor

fase gustativa Amargor

Persistencia Aromatica

Tipicidad Varietal
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