-

DENOMINACION DE ORIGEN

SELECCION DE CEPAS PATAGONICAS
DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE CON
MARCADO CARACTER FRUCTOFILICO

El jugo de uva contiene entre un 15% y un 25% de glu-
cosa (G) y fructosa en una relacion cercana al 0,95.
Debido a la preferencia fermentativa de S. cerevisiae por
la glucosa sobre la fructosa (glucofilia), durante las eta-
pas inicial y tumultuosa de la fermentacion alcohdlica
(FA) esta relacion cae rapidamente hasta valores cerca-
nos a 0,25, transformandose la fructosa en el azlcar
mayoritario de los mostos en fermentacién. Como con-
secuencia, las levaduras deben utilizar este azlicar no
preferido durante las etapas finales del proceso, bajo
condiciones estresantes (carencia de fuentes de nitroge-
no y altas concentraciones de etanol) que comprometen
su supervivencia y aumentan el riesgo de retraso o dete-
nimiento de la FA'y la produccion de vinos defectuosos,
afectando negativamente la rentabilidad del proceso. Con
el objetivo de identificar levaduras capaces de consumir
fructosa en forma concomitante o preferencial respecto
de la glucosa, se caracterizd el consumo de azlcares de
ocho cepas de Saccharomyces cerevisiae indigenas de la
Patagonia. Los ensayos se realizaron a escala de labora-
torio en caldos YNB (Yeast Nitrogen Base, con aminodci-
dos y sulfato de amonio 0,67%) suplementados con 20%
(p/v) de fructosa, glucosa o 10% p/v de glucosa 'y 10%
p/v de fructosa, y en mostos naturales Pinot noir.
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Ensayos similares realizados con una cepa comercial
(BG1118) utilizada ampliamente en bodegas de la region
y de la cual existe abundante bibliografia, se tomaron
como controles. La evolucion de las fermentaciones se
siguio por diferencia de pesada de los sistemas y por
cuantificacion de los contenidos residuales de glucosa y
fructosa utilizando un método enzimatico. Los parame-
tros cinéticos: concentracion minima de glucosa o fruc-
tosa alcanzada (D), concentracion de azdcares iniciales
(S0) y tasa o velocidad de cambio (k) se modelaron en
cada tratamiento mediante ajuste de la concentracion de
glucosa y fructosa en funcion del tiempo por la ecuacion
de Taoukis (1997), utilizando modelos mixtos no lineales.
Igualmente, los parametros de crecimiento: tasa de cre-
cimiento especifica (p), duracion de la fase lag (l) y CO2
maximo producido (A) se calcularon mediante ajuste de
la produccion de GOz en funcion del tiempo por la ecua-
cion reparametrizada de Gompertz.

Los parametros D, SOy k arrojados por el mode-
lo mostraron una velocidad de consumo superior de la
cepa NNM16 para ambos azticares respecto de las otras
cepas y del control en caldos YNB, aunque no se eviden-
ciaron diferencias significativas en los mostos. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos a partir del
otro ajuste y caldos con fructosa, evidenciando una signi-
ficativa capacidad de la cepa NNM16 para consumir fruc-
tosa cuando la misma es el dnico azucar presente, situa-
cion similar a la que acontece hacia el final del secado del
mosto y que resulta problematica en la vinificacion.




Palabras claves: vino, Saccharomyces, fermentacion
alcoholica

INTRODUCCION

La vinificacion, transformacion del mosto de uva en
vino, es un complejo proceso que involucra diferentes
grupos microbianos de los cuales el de las levaduras,
responsables de conducir la fermentacion alcohdlica
(FA), es el mas importante (Fleet 2007). En las vinifica-
ciones espontaneas, levaduras indigenas pertenecien-
tes a los géneros Kloeckera, Hanseniaspora, Candida y
Pichia, entre otros, crecen en estadios tempranos de la
fermentacion alcohdlica pero son rdpidamente reem-
plazadas por la especie Saccharomyces cerevisiae, la
levadura vinica por excelencia, quien completa el proce-
so. Durante la fermentacion alcoholica, estas levaduras
convierten los azlcares de la uva, glucosa y fructosa,
mayoritariamente en etanol y CO2. Las uvas contienen
de 160 a 300 g/L de aztcares, constituidos principal-
mente por las hexosas glucosa y fructosa, las que se
encuentran en concentraciones equimolares.

S. cerevisiae es una levadura glucofilica, con
preferencia por la glucosa sobre la fructosa. Durante la
fermentacion, la glucosa se consume mas rapido que la
fructosa y por lo tanto esta dltima se convierte en el
principal azucar presente en las etapas finales del pro-
ceso. Las levaduras deben utilizar este azlcar no prefe-
rido luego de periodos de hambreado, bajos niveles de
nitrégeno y en presencia de altas concentraciones de
etanol. El estrés asociado a estos eventos puede produ-
cir fermentaciones lentas, por ello la habilidad de las
levaduras de consumir la fructosa, una propiedad cepa-
dependiente, se convierte en un criterio muy importante
para seleccion en levaduras destinadas a enologia con
el objetivo de mantener altas tasas fermentativas hasta
el final del desarrollo productivo y lograr un adecuado
secado del mosto (Guillaume y col., 2007; Tronchoni y
col., 2009; Suarez Lepe y Morata 2012).
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La region del Comahue, geograficamente ubi-
cada en la Patagonia Norte, es una de las regiones viti-
vinicolas mas australes del mundo (37°5’ y 40°5 de
latitud Sur). Con caracteristicas agro-ecoléogicas parti-
culares y muy ventajosas para el desarrollo de una viti-
vinicultura de calidad (Llorente y Casazza, 2005), en la
Gltima década la region ha experimentado un importan-
te crecimiento en la industria vitivinicola, en particular
en zonas virgenes de la estepa patagdnica de la
Provincia del Neuquén. El 80% de la produccion de esta
area esta destinada a la elaboracion de vinos jovenes y
secos de las variedades tintas Malbec, Cabernet
Sauvignon, Merlot y Pinot Noir.

Estudios microbioldgicos realizados reciente-
mente han revelado caracteristicas particulares y dife-
renciales en la composicion de la biota de levaduras,
tanto sacaromicética como no sacaromicética, asociada
a los procesos de vinificacion de esta drea (Caballero y
col., 2008). En este contexto, el objetivo de este trabajo
es evaluar a escala de laboratorio el comportamiento
frente al consumo de azdcares de ocho cepas de
Saccharomyces cerevisiae aisladas de una bodega de
esta area, poniendo el foco en el consumo de fructosa
en particular. Estas cepas indigenas serian de potencial
aplicacion en el desarrollo de cultivos iniciadores loca-
les, una tendencia en expansion en el mundo vitivinicola
actual con el fin de diferenciar la calidad del vino y pro-
teger, a través de certificaciones de calidad (identifica-
ciones de origen), la produccion regional (Reglam. CE
N° 843/2007).
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se utilizaron ocho cepas de S. cerevisiae aisladas de
vinificaciones en tinto Merlot y Malbec realizadas en la
bodega Del Afelo (provincia de Neuquén, Patagonia
Argentina) y discriminadas como cepas indigenas de la
region por los perfiles de restriccion de sus ADN mito-
condriales (mtDNA RFLP) obtenidos con la endonucle-
asa Hinf | (Caballero y col. 2008). Adicionalmente, la
levadura comercial S. cerevisiae EC1118 (Laffort) se
utilizé como control en todos los ensayos.

Microfermentaciones

Las cepas de levaduras, cultivadas en caldo GPY (2%
p/v glucosa, 0,5% p/v peptona, 0,5% p/v extracto de
levadura, pH=7,0) durante 48 hs a 28°C, se inocularon indi-
vidualmente en frascos color caramelo conteniendo: 1) 60
mL de caldo YNB (Yeast Nitrogen Base, con aminodci-
dos y sulfato de amonio, marca Difco; 0,67% p/v
pH=5,4) suplementado con 20% (p/v) de glucosa (n=3)
0 20% (p/v) de fructosa (n=3); 2) 10 mL (n=4) 0 60 mL
(n=3) de caldo YNB adicionado con una mezcla de
ambos azlcares, cada uno al 10% (p/v); 3) mostos
Pinot Noir de la region del Comahue, vendimia
2012/2013. Todas las microfermentaciones se realiza-
ron por 21 dias a 28°C y las densidades celulares inicia-
les estuvieron en el orden de 105 ufc/mL. Las cinéticas
de los procesos fermentativos se siguieron por pérdida
de peso del sistema (produccion de CO2) y por la evo-
lucién diaria del contenido de aztcares reductores (glu-
cosa y fructosa) determinado enzimaticamente utilizan-
do el kit “D-Fructose and D-Glucose” de Megazyme
International Ireland Ltd. (K-FRUGL 02/11).

Tratamiento estadistico y modelado

El tratamiento estadistico y modelado de los datos fue
trabajado considerando Modelos Mixtos No Lineales.
Los ajustes se realizaron a partir de la Maxima
Verosimilitud de los datos con el paquete nlme del pro-
grama estadistico R (R Core Team 2014).

Pérdida de peso: los datos de pérdida de peso
relativos a la produccion de CO2 durante la fermentacion
fueron modelados segun la ecuacion de Gompertz
Reparametrizada segin Salvadd y col. 2011(1)

“Pérdida de Peso” = (1)

A X (e_\-p(—exp((miﬂ) «(1-x)+ 1)))



TABLA 1 - Parametros obtenidos por el modelado de las curvas de pérdida de peso acumulado durante las
microfermentaciones de caldos GPY azucarados conducidas por las cepas indigenas de S. cerevisiae y la

comercial BC1118 (control).

Cepa A m /
Medio GPY GLUCOSA 20%
NNM10 130,589 + 25,705° 7,089 + 1,129° 0,329 + 0,563
NIF8 233,378 + 25,8485" 9,785 + 1,087* 0,367 + 0,446"
NNF8 135,326 +28,842 6,600 + 1,238° 0,471 + 0,664
NNM16 136,820 + 25,467 8,514 + 1,150™ 0,348 + 0,506
NIF5 134,848 + 28 452 7,867 + 1,274 0,211 +0,618"
NNF7 212,585 +28,692% 10,407 + 1,238° 0,250 + 0,499
NNF9 144,933 + 28 436% 8,609 + 1,272 0,300 + 0,576
NNF13 118,745 + 28,350¢ 9,893 +1,419" 0,380 + 0,569
BC1118 174,474 +18,074" 8,733 +0,779™ 0,055 + 0,340
Medio GPY FRUCTOSA 20%
NNM10 156,549 + 27,947 8,101 + 1,813° 0,226 +0,510°
NIF8 99,033 +£27,791% 7,376 + 1,849 0,294 + 0,576
NNF8 147,114 + 31,280® 7,664 +2,034 0,371 + 0,608"
NNM16 139,636 + 27,801*" 9,731 + 1,844" -0,854 +0,500"
NIF5 60,203 +31,012° 6,185 +2,153" 0,167 +0,802%®
NNF7 152,803 + 31,164° 8,818 +2,042° 0,085 + 0,568
NNF9 142,220 + 31,093 9.411 +2,067 0,132 +0,568®
NNF13 106,049 + 31,034 9,007 +£2,115 0,226 + 0609™
BCI1118 130,955 + 19,697 7,299 + 1,284 0,428 +0,381™
Medio GPY GLUCOSA 10% - FRUCTOSA 10%
NNM10 179,512 + 18,718" 8,342 + 1,477™ -0,061 + 0,593™
NIF8 127,483 + 18,061° 7,367 £1,515% -0,569 =+ 0,700°
NNF8 97,131 + 20,218 8,097 + 1,874 1,176 +0,801°
NNMI6 137,383 + 18,063 8,795 +1,531% 0,118 £0,612"
NIF5 82.338 + 20,1984 5,668 = 1,726° -0,589 +0,944°
NNF7 88,338 + 19,770° 6,613 + 1,767 0,084 + 0,901
NNF9 171,468 + 20,733% 9,109 + 1,678" 0,252 +0,660™
NNF13 76,179 + 19,861¢ 7,971 £2,051% 0,798 + 0,945®
BC1118 165,058 + 12,860% 9,249 + 1,062° 0,186 +0.410®

En cada medio, letras superindices iguales dentro de las columnas indican ausencia de

diferencias significativas para un a = 0,05.

siendo el parametro “A” la altura de la asintota maxima
de la curva modelada, “m” el indicador de la tasa de
cambio durante la fase exponencial y “I” el determinan-
te de la fase de latencia (fase lag).

Consumo de azicares: estos datos fueron modelados
estadisticamente segln la ecuacion desarrollada por
(Taoukis, Labuza y Saguy 1997), modificada por
(Arroyo-Lopez y col, 2008), cuyo modelo presenta la
siguiente forma:

St=So - e-ke't 4 D (2)
donde D es la asintota inferior (pardmetro a t-->o0), So

es el valor especifico inicial para cada ajuste, y Kc es la
tasa o velocidad de cambio, en dias-1. Utilizando esta

ecuacion para el modelado de hexosas remanentes en
caldo y mosto, estos parametros toman un significado
semejante, donde D describe nuevamente la asintota
inferior del modelo, en gramos litro-*, So es la concen-
tracion inicial modelada para cada azlcar, también en
gramos litro-1 y Kc la tasa de disminucion, en dias-1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de fermentacion de las ocho cepas indigenas
de S. cerevisiae y de la cepa comercial BC1118 fueron
inicialmente caracterizadas en medio sintético (caldo
GPY) adicionado con glucosa, con fructosa o con una
mezcla de ambos azlcares. Los valores de los parame-
tros obtenidos por el modelado de las curvas de pérdida
de peso de estos sistemas utilizando la ecuacion de
Gompertz reparametrizada se muestran en la Tabla 1.
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FIGURA 1 - Cinéticas fermentativas obtenidas por el modelado de microfer-
mentaciones de mostos Pinot noir conducidas por cepas de S. cerevisae indi-
genas y por la comercial BC1118 utilizando la ecuacion de Gompertz repara-

16

de latencia pueden relacionarse
con una mejor capacidad de estas
cepas para adaptarse a las condi-
ciones del medio e iniciar rapida-
mente el proceso fermentativo, un
criterio de importancia tecnoldgica
en la seleccion de levaduras para
uso enologico, facilitando Ila
implantacion del cultivo iniciador y
— o | SU cCapacidad para conducir el pro-
fiFs ceso (Rainieri y Pretorius 2000).
——fiNm16 Por otro lado, la Figura 2
""" 818 1 muestra la evolucion temporal de
las concentraciones de az(cares en
microfermentaciones de medios
sintético (A) y mostos naturales
= (B) conducidas por las cepas de S.
cerevisiae indigenas y el cultivo ini-

En las tablas anteriores, los valores resaltados con
negritas representan las combinaciones que presenta-
ron mejores parametros cinéticos, tanto en la capacidad
asintotica final de consumo (A) como en lo referente a
la tasa de consumo (m), referenciando la aptitud de la
cepa en presentar una mayor velocidad de fermenta-
cion. Sobre la base de estos resultados se selecciona-
ron las levaduras indigenas que presentaron los mejo-
res perfiles de utilizacion de glucosa, cepa NIF8, de
fructosa, cepa NNM16, y de ambos aziicares en forma
simultanea, cepa NNM10.

El comportamiento fermentativo de estas
cepas nativas seleccionadas fue entonces evaluado en
fermentaciones también realizadas a escala de laborato-
rio pero utilizando como sustrato mostos de uva de la
variedad Pinot Noir. Los resultados del modelado de los
datos obtenidos a partir de la produccion de CO2 (Figura
1y Tabla 2) evidencian un comportamiento similar para
las cuatro cepas, no obstante el determinante de la fase
de latencia (1) de la cepa indigena NNM16 resulté simi-
lar al de la cepa comercial y significativamente menor
que el de la cepa indigena NNM10. Estas menores fases

ciador comercial (BC1118). Como

se desprende de la citada figura, en ambos tipos de fer-
mentaciones la disminucion en la concentracion de glu-
cosa precedio a la de fructosa, resultando los remanen-
tes de fructosa superiores a los de glucosa para el
mismo dia de muestreo. Este comportamiento, similar
para las tres cepas nativas y la cepa control, evidencia
el caracter glucofilico de la especie S. cerevisiae exten-
samente descrito en literatura y que también queda
reflejado en los valores del parametro Kc (Tablas 3y 4).
En particular, el modelado del consumo de
fructosa en el caldo Glucosa 10%-Fructosa 10% mostro
los menores valores del parametro Kc, parametro aso-
ciado a la velocidad de utilizacion o tasa de cambio en
la concentracion de fructosa remanente. Cambios tan
pequefios en la velocidad de consumo llevaron a la
obtencion de valores negativos para el parametro D, la
asintota de la curva a t-->c0, en las cuatro cepas estu-
diadas (Tabla 3), alcanzando una estabilidad tedrica a
valores de concentracion inferiores a 0 (cero), sin sen-
tido fisico. Estos datos indicarian que en estas condicio-
nes, cuando en el medio hay simultineamente concen-

TABLA 2 - Parametros obtenidos por el modelado de las curvas de pérdida de peso acumulado durante
microfermentaciones de mostos Pinot noir conducidas por las cepas de S. cerevisiae indigenas y control
(BG1118) utilizando la ecuacion de Gompertz reparametrizada

VINO (PINOT NOIR)
cepa A m 1
NNM10 116,474 + 28,824 11,079 £ 5,100* 0,9720 + 0,398*
NIF8 122,880 + 28,890 9.849 + 5,096 0,738 + 0,425
NNMI6 118,323 +28 8147 11,768 + 5,106 0,107 + 0,404
BC1118 115,762 +20,374" 10,992 + 3.606" -0.027 £ 0.290°

Dentro de cada parametro letras iguales indican ausencia de diferencias significativas con un o = 0,05.

F La Alimentacion Latinoamericana N° 326



L, . —
FIGURA 2 - Evolucion de los remanentes de glucosa y fructosa en fermentaciones de A: caldo YNB 10% p/v m
Glucosa- 10% p/v Fructosa y B: mosto Pinot Noir, conducidas por las cepas de levaduras indigenas y la cepa con- g
trol (BC1118) y modeladas utilizando la ecuacion desarrollada por Taoukis y col. 1997 modificada por Arroyo- =
L6pez y col. 2008 =
>
120 + 120 (]
Glucosa Fructosa A =
_ 100 —
I =)
@ 80 % m
3 x o
E 60 - I':iNMlO E
g - = NIFg o
g 40 + fNM16 =
2 s -===BC1118
0 - ] .
0 5 10 15 20 25 25
Dias de Fermentacién Dias de Fermentacion
e Glucosa Fructosa B
120
=2
= 100 |
U
£ _
E 80 — — NNMIC
E 60 - furg
& NNM1€
E VTS s BC111E
20
0 - .
10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Dias de Fermentacién Dias de Fermentacion

TABLA 3 - Parametros obtenidos por el modelado de los remanentes de glucosa y fructosa en las micro-
fermentaciones de caldos YNB glucosa-fructosa conducidas por las cepas indigenas y la comercial
BC1118 (control) utilizando la ecuacion desarrollada por Taoukis y col. 1997 modificada por Arroyo-
Lopez y col. 2008

GLUCOSA (CALDO GLUCOSA 10% - FRUCTOSA 10%)

D (gL S, K.
NNM10 0,045 £2,899° 100,626 + 3,087* 0,311 £0,149°
NIF8 -0,437 £3,081° 101,300 + 4,391° 0,258 +0,148"
NNM16 1,219 2,577 98,343 + 4,456 0,672 +0,172°
BC1118 0,716 £2,019° 99.590 + 4,235% 0,352 £0,107°

FRUCTOSA (CALDO GLUCOSA 10% - FRUCTOSA 10%)

D (gL S, (gL K, (dias™)
NNM10 -5,460 + 6,585" 105,918 + 7,693* 0,133 + 0,0689™
NIF8 -9.856 + 8,530° 108,391 £9.107* 0,092 + 0,{}68"
NNM16 -1,242 +5.350° 100,271 £ 6,944" 0,233 £0,072°
BC1118 -3,461 +3,982° 104,403 + 5,046" 0,190 + 0,050‘“’

En cada columna letras superindices iguales indican ausencia de diferencias significativas en el pardmetro para un o = 0,05
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TABLA 4 - Parametros obtenidos por el modelado de las curvas de glucosa y fructosa remanentes en las
microfermentaciones de mostos Pinot Noir conducidas por las cepas de S. cerevisiae indigenas y la
comercial BC1118 (control) utilizando la ecuacion desarrollada por Taoukis y col. 1997
GLUCOSA - VINO (PINOT NOIR)
D (gL S k
NNM10 1,215 +£5,774° 123,503 + 10,758* 0,989 +0,870587*
NIF§ 0,738 +£5,819" 123,979 + 10,780* 0,887 £0,615504"
NNM16 0,394 +5,850" 124,327 +£ 10,796* 0,827 +£0,515%
BC1118 0,897 £4,180" 123,818 + 7,656" 0,727 £ 0,287"
FRUCTOSA - VINO (PINOT NOIR)
D(gL™) S k
NNM10 4,346 £9.,863" 132,920 + 16,272% 0,376 £ 0,133
NIF8 -0,019+£9911°* 137,405 £ 16,291* 0,338 +£0,130°
NNM16 1,950 +£9,562° 135,108 £ 16,150* 0,427 £ 0,153
BC1118 0,385 £6,771° 136,702 + 11,423* 0,422 +0,106"
En cada columna letras superindices iguales indican ausencia de diferencias significativas en
parametro para un o = 0,05.

traciones equimolares de glucosa y fructosa, la utiliza-
cion de la primera es preferencial. Si bien las levaduras
pueden utilizar concomitantemente la fructosa, sus
bajas tasas de consumo evidenciadas a través de los
valores de Kc indican que éste no es el azlcar preferido.
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CONCLUSIONES

La cepa indigena de la Patagonia Argentina S. cerevisiae
NNM16 mostré una mayor preferencia relativa por la
fructosa tanto en medio sintético (Tabla 1) como en
mostos naturales (Figura 2 y Tabla 4) y una mayor capa-




cidad relativa para iniciar rapidamente el proceso fer-
mentativo (Figura 1 y Tabla 2) que las otras cepas,
incluida la comercial utilizada como control. Estas pro-
piedades, sumadas a otras relacionadas con su resis-
tencia a las condiciones de estrés impuestas por el
mosto y el vino evaluadas previamente (Caballero y
col., 2008), convierten a esta cepa en un potencial can-
didato para el desarrollo de cultivos iniciadores locales,
hoy inexistentes en el mercado, destinados a la elabo-
racion de vinos tintos jovenes y secos, como l0s que
mayoritariamente se elaboran en la region, de calidad
controlada y diferencial, respetando la tipicidad otorga-
da por el terrufio, facilitando el acceso a certificaciones
de calidad relacionadas con el origen y agregando valor
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