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RESUMEN

Las fermentaciones alcohdlicas enlentecidas suponen complicaciones que afectan a la
industria vitivinicola mundial. Las causas responsables de fermentaciones probleméaticas son
diversas, siendo consecuencia de una combinacion de factores que impactan en el
metabolismo o viabilidad de las levaduras, llevando a que la fermentacion se enlentezca o se
detenga. Dentro de los factores posibles, en esta tesina se propuso estudiar el efecto
producido por el incremento de temperatura (shock térmico) durante el comienzo de la
fermentacion alcohdlica (FA), para evaluar la implicancia del tratamiento térmico en la cinética
de fermentacién y en la actividad metabdlica y estado fisiolégico de diferentes cepas
comerciales de Saccharomyces cerevisiae. En estudios previos del grupo, se determiné que
un incremento brusco en la temperatura produce alteraciones en la cinética de fermentacion
con una magnitud que depende de la temperatura aplicada y de la cepa de S. cerevisiae
utilizada. Este trabajo tuvo como objetivo la validacion de tales resultados y la ampliacion del
estudio a otras cepas de S. cerevisiae. Se emplearon 4 cepas comerciales de S. cerevisiae
inoculando mostos sintéticos donde se evaluaron diferentes condiciones térmicas. En el dia 3
de la FA, se aplicaron shocks térmicos a temperaturas de 36°C y 40°C durante 16 horas, luego
de lo cual las FA continuaron a 28 °C. Se determind la cinética de FA para todos los
tratamientos, y también el estado fisiolégico de las levaduras (viabilidad/vitalidad). Cada cepa
evaluada mostré diferentes comportamientos en respuesta a los tratamientos térmicos,
aportando informacién importante referida a la resistencia al estrés térmico de cepas no
estudiadas anteriormente. Esta tesina contribuye a la comprension de la variabilidad de
respuesta y comportamiento de distintas cepas de S. cerevisiae, ampliando el estudio

abordado por el grupo en publicaciones previas.
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ABSTRACT

Sluggish fermentations are frequent issue affecting the wine industry worldwide. The causes
responsible of problematic fermentations are diverse, and they are generally a consequence
of a combination of factors that impact on the metabolism or viability of yeasts, leading to a
sugglish or stuck fermentations. Among the different possible factors, in this study we
proposed to evaluate the effect produced by a sudden temperature increase (thermal shock)
during the onset of alcoholic fermentation (AF), to determinate the impact of heat shock on
fermentation kinetics a well as on the metabolic activity and physiological state of different
commercial strains of Saccharomyces cerevisiae. Previous studies of the group,
demostrated that an abrupt increase in temperature produces alterations in fermentation
kinetics with a magnitude that depends on the temperature applied and the strain of S.
cerevisiae employed. The aim of this study was to validate these results and to extend the
study to other S. cerevisiae strains. Four commercial strains of S. cerevisiae were used to
inoculate synthetic musts and different heat-shock conditions were evaluated. On day 3 of
AF, heat shocks were applied at temperatures of 36°C and 40°C for 16 hours, after which AF
continued at 28°C. AF kinetics was monitored for all treatments, as well as physiological
status (viability/vitality). All strains evaluated showed different behaviors in response to the
heat treatments, and the results obtained provided important information regarding the termal
resistance to heat stress of unstudied strains. This study contributes to the understanding of
the variability of response and behavior of different strains of S. cerevisiae, extending the

study addressed by the group in previous publications.
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1. INTRODUCCION



1.1. Elaboracién del vino

El vino es una bebida que se obtiene a partir de la uva (Vitis vinifera), mediante la fermentacion
alcohdlica de su mosto o jugo. El proceso de fermentacion se produce por la accion metabdlica
de las levaduras que transforman los azucares del fruto (mayoritariamente glucosa y fructosa)
en alcohol etilico y gas en forma de diéxido de carbono. La ley argentina sobre vinos 14.878,
define en su Art. 17 como vinos genuinos a aquellos obtenidos por la fermentacién alcohdlica
de la uva fresca y madura o del mosto de la uva fresca, elaborado dentro de la misma zona
de produccion. Los microorganismos son los responsables del proceso de transformacion del
mosto en vino, en particular las levaduras son quienes llevan a cabo las trasformaciones
bioquimicas que ocurren en el mosto de uva, que tiene como producto final al vino (Ribéreau-
Gayony col., 2006). Mas especificamente, el proceso es denominado fermentacion alcohdlica
(FA), e implica la trasformacion de los azlcares presentes en el mosto en etanol, anhidrido
carbonico y otros compuestos minoritarios que contribuyen a la composicion del vino.

La elaboracion del vino comienza en la vid, con la maduracién de las bayas. La época de
maduracion depende fundamentalmente del climay de la variedad (Alejandre, 2007). Durante
el proceso de maduracion ocurre un aumento del contenido de azlcares y una disminucion
de la acidez total, que finaliza en la denominada madurez fisiol6gica, momento en que las
semillas del fruto estan en condiciones de germinar. La madurez fisiolégica no
necesariamente coincide con la madurez industrial, la cual refiere al momento idéneo de
recoleccion del fruto para el uso al que sera destinado (Alejandre, 2007). Una vez que la baya
llega a la concentracion de azlcares deseada (medida en grados Brix) se procede a su
cosecha y posterior vinificacion.

Recepcion de uva
Despalillado
MOSTO Y PASTA
ESCOBAJO
- | Fermentacién
@ alcohdiica
yM
VINO | PASTA

feee

TINTO
SIN CRIANZA

Las primeras etapas del proceso de elaboracion del vino suceden durante el cultivo. En la vid
se miden los grados Brix y temperatura de los racimos, verificando también las condiciones
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higiénico-sanitarias de los mismos. Si los parametros medidos son adecuados se procede a
la cosecha de forma manual 0 mecanica, y se transporta la uva hacia la bodega. Como se
muestra en la Figura 1, al ingresar la uva al establecimiento se realiza el despalillado y
estrujado, eliminando el escobajo para evitar que aporte al vino un exceso del tanino y
astringencia. De esta forma se obtiene el mosto el cual es transportado hacia tanques de
fermentacion en donde se efectian adiciones de anhidrido sulfuroso, asegurando su
proteccién frente a eventuales contaminaciones microbianas, oxidacién; y facilitando la
extraccion de color. Se suele realizar también la correccion de la acidez total del mosto a
través de la adicién de &cido tartarico. A partir de este momento comienza la fermentacion
alcohdlica propiamente dicha. Dicho proceso puede ser llevado a cabo por levaduras
indigenas (fermentacidn espontanea) o bien a través de la inoculacion de levaduras de origen
comercial, siendo esta Ultima una estrategia habitualmente empleada en la elaboracién de
vino (Alejandre, 2007; Carrascosay col., 2011).

Una vez comenzada la fermentacion, el diéxido de carbono liberado empuja hacia arriba las
particulas soélidas, formando en la parte superior del depdsito una masa compacta llamada
"sombrero". Dicha masa debe mantenerse constantemente himeda, para lo cual se rocia con
el propio mosto en fermentacion, mediante las operaciones periddicas de remontajes, que se
efectlian con ayuda de bombas o bien mediante la realizacién de "bazugueos" manuales. En
los vinos tintos se suele mantener la temperatura de fermentacién entre los 18 y 30 °C. A esta
temperatura la actividad de las levaduras se desarrolla sin problemas, consiguiéndose una
adecuada extraccién de color. Una vez finalizada la fermentacién alcohdlica se separa el vino
de los componentes sdélidos (orujos y semillas), mediante la operacién de descube. De esta
manera se obtiene el vino gota, el cual en algunos casos continuara la fermentacion con
bacterias acido-lacticas en un proceso conocido como fermentacién malolactica, llevandose
el mismo a cabo mediante constante control de los microrganismos involucrados (Carrascosa
y col., 2005). A continuacién, se llevaran a cabo operaciones de decantacion y trasiego con el
fin de eliminar borras gruesas, luego en caso de obtenerse vinos jovenes se puede proceder
a la clarificacion donde se neutralizaran cargas negativas de polifenoles con cargas positivas
de clarificantes como gelatina u ovoalbumina. Por otro lado, para vinos de guarda luego de la
decantacion y trasiego continua la etapa de conservacion y crianza en barricas de madera,
etapa que puede durar entre 6 y 24 meses. Finalmente, continua la etapa de clarificacién y
filtracion para eliminar borras finas y por ultimo el embotellado y tapado, donde se pueden
realizar ajustes de acidez y adiciobn de estabilizadores, obteniéndose el vino terminado
(Alejandre, 2007).

1.2. Datos vitivinicolas regionales

La industria vitivinicola es de gran importancia para el pais, especialmente en la regién de
Cuyo. Mendoza es la principal provincia productora de uva y vino, y esta actividad representa
un importante componente en su economia productiva. Mendoza cuenta con la mayor
superficie implantada en el pais con 151.490 hectareas, abarcando el 70,4% del total de
cultivo de vid del pais, segun datos publicados por el Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV,
2020).

Como muestra la Figura 2, en la provincia de Mendoza existen 5 zonas viticolas: zona Norte,
zona Centro (zona alta del Rio Mendoza), zona Este, zona Valle de Uco y zona Sur (INV,
2019).
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La Region del Norte de Mendoza (Las Heras, Lavalle), representa el 9,87% del total de la
superficie viticola de la provincia irrigada con aguas del rio Mendoza. La Zona Alta del Rio
Mendoza o Regién Centro (Godoy Cruz, Guaymallén, Lujan de Cuyo, Maipu), comprende el
16,70% del total del &rea viticola de Mendoza, irrigada también con aguas del rio Mendoza.
La Regién del Este de Mendoza (Junin, La Paz, Rivadavia, San Martin, Santa Rosa) incluye
el 48,07% del total cultivado en la provincia principalmente, esta bafiada por el curso inferior
del rio Tunuyan y Mendoza, completandose la demanda hidrica por agua subterranea captada
por bombeo. La Region del Valle de Uco (San Carlos, Tunuyan y Tupungato) comprende el
10,03% del total de vifiedos de Mendoza que estan regados por los rios Tunuyan y Tupungato.
Finalmente, la Region del Sur de Mendoza (General Alvear y San Rafael), incluye 15,34% de
las vifias de la provincia de Mendoza y estén irrigadas por los rios Atuel y Diamante (Bernardi,
2013).

Dentro de las uvas con mayor aptitud para elaboracion de vinos y mostos en la provincia de
Mendoza predominan las variedades tintas, representando el 61 % del total del segmento. El
23 % corresponde a variedades rosadas y el 15,8 % a blancas. El cultivo de uvas tintas en la
provincia presentd un aumento del 63 % respecto al afio 2000, encontrdndose en mayor
cuantia variedades como Malbec, Bonarda, Cabernet Sauvignon, Syrah, Tempranillo,

Merlot, y Pinot Noir (Fernandez et al., 2019).

1.3. Levaduras: Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras, quienes desempefian un papel fundamental durante el proceso de elaboracion
del vino, son hongos unicelulares cuya reproduccién ocurre por brotacién o fisién. La mayoria
de las levaduras pertenecen a la division Ascomycota debido a su desarrollo sexual,
formandose el zigoto dentro de una estructura con forma de saco o bolsa (Carrascosa y col.,
2011). Se encuentran diseminadas por toda la naturaleza y llegan a la uva por la accion del
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viento e insectos siendo retenidas en la pruina, una sustancia cerosa que recubre la piel de la
uva (Mesas y Alegre, 1999).

El grupo de Saccharomyces sensu stricto fue descripto inicialmente en 1970, y comprendia
originalmente 21 especies (Fernandez-Espinar y col., 2003; Querol y col., 2003). Con el correr
de los afos y la modernizacion de las herramientas taxonémicas, el género Saccharomyces
se ha ido reclasificando donde muchos taxones han sido reubicados en el grupo
“Saccharomyces sensu lato”. Actualmente, el género Saccharomyces cuenta con 8 especies:
S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola, S. eubayanus
y S. uvarum. Asimismo, estas especies dan paso a hibridos naturales formados en la
naturaleza, sin la intervencion humana. Como es el caso del hibrido natural S. bayanus que
esta compuesto por genoma de S. uvarum, S. eubayanus y S. cerevisiae; o como el hibrido
natural S. pastorianus, compuesto por S. cerevisiae y S. eubayanus (Alsammar y Delneri,
2020) (Figura 3).

& barnemii 5. cerevisiae 8. cerevisiae 8. cerevisine ———
8. bavanus 8. paradoxus 8. paradoxus
5. castellii 8. cariocanmus (8. cariocanus) 8. paradoxus
. . C (8. carfocans )
S, cerevisiae S, mikaiae 8. mikatae S mikatae
$. dairenensis 8. kudriavzevii 8. kudriavzevii
S, exiguous 8. bayanus S. arboricola £ jurei | & pastorianus

8. Kluyveri
§. paradoxus
5. pastorianus

8. rosinii

S§. servazzii

5. Spencerorum

S pastorianus

8. enbavanus
8. bavanus var. wvarum
S. bavanus var. bayanus
8. eubavanus

5. pastorianus

8. kudriavzevii

8. arboricola
(5. arboricalns )

(S carlsbergensis)

(8 moneacensis)

S. eubayanus

| 8. bayanus

- (5, bervanms var, bavanny)
8. ransvaalensis 8. uvarum D
S uni (& bavanus var nvarnm)

3. HHESPOFUS

Las levaduras constituyen las células eucariotas mas simples. Su estructura celular incluye
envolturas nucleares que rodean a un citoplasma con varios organulos, y un nacleo verdadero
rodeado por una membrana donde se encuentran los cromosomas (Figura 4). Al igual que las
células vegetales, estos microorganismos presentan dos envolturas celulares: la pared celular
y la membrana plasmatica; separadas entre si por el espacio periplasmico. El protoplasma
esta constituido por el citoplasma y la membrana plasmatica. La pared celular tiene como
funcion principal proteger a la célula. Estd compuesta por dos constituyentes principales,
betaglucanos y manoproteinas; y en menor proporcién por quitina. Esta envoltura da una
forma a la célula, a través de su organizacion macromolecular. Asimismo, dicha envoltura
celular cuenta con enzimas, las cuales se encuentran conectadas a la pared o situadas en el
espacio periplasmico. Por otro lado, las envolturas celulares de las levaduras desempefian un
papel esencial: contribuyen al éxito de la fermentacién alcohdlica y liberan ciertos
constituyentes que se suman a la composicion del vino resultante (Ribéreau-Gayon y col.,
2006).

La membrana celular (o plasmatica) es una barrera con alta selectividad, que controla los
intercambios que ocurren entre el citoplasma y la envoltura del exterior celular. Como
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membrana biolégica, se compone principalmente de lipidos y proteinas. La membrana
plasmética de S. cerevisiae contiene alrededor de 40% de lipidos y 50% de proteinas,
mientras que glucanos y mananos se presentan en menor proporcion. Los lipidos de
membrana son esencialmente fosfolipidos y esteroles. Estos presentan propiedades
anfifilicas, es decir, poseen una porcion hidrofébica y otra hidrofilica, lo cual permite la
interaccion con compuestos polares y apolares que atraviesan la membrana. Ademas, estos
componentes son los responsables de la fluidez de dicha membrana, debido a los cambios
gue ocurren en la disposicion espacial de las cadenas hidrocarbonadas en funcion de la
temperatura. Esta envoltura contiene también numerosas proteinas o glicoproteinas, cuyas
funciones son permitir el transporte de solutos al interior y exterior celular. Ya en el citoplasma
se encuentran las enzimas responsables de catalizar numerosas reacciones que ocurren en
la célula, particularmente aquellas enzimas que llevan a cabo la lisis de los azUcares presentes
en el mosto, siendo maxima su actividad durante la fase logaritmica de las levaduras
(Ribéreau-Gayon y col., 2006).

nucleo

Reticulo
endoplasmico

Vesicula
secretoria

granulo mitocondria

lipidico

Aparato
de Golgi
'« Pared

celular
vacuola

membrana
celular

Espacio
periplasmico

1.4. Participacion de las levaduras en la fermentacion
En las vides, las levaduras pueden encontrarse distribuidas de manera aleatoria sobre
distintas partes de la planta, como son sarmientos, hojas, racimos y bayas. Se encuentran
también en los estomas y lugares donde existen pequefas fisuras, que pueden exudar hacia
el exterior sustancias azucaradas. Por ultimo, se disponen en una menor cantidad sobre la
pruina que cubre el resto del hollejo (Hidalgo Togores, 2003; Bernardi, 2013).

Las levaduras se encuentran presentes en las uvas en baja proporcién, en un orden de 10° a
10° células por baya, siendo estos valores variables de acuerdo con numerosos factores como
el estado higiénico-sanitario de la uva, condiciones climaticas durante el cultivo y en el vifiedo,
y de los tratamientos fitosanitarios aplicados al mismo (Hidalgo Togores, 2003; Combina y
col., 2005a). La etapa fisiol6gica en que se encuentran las plantas también tiene repercusion
en la proporcién de levaduras presentes; sobre el comienzo del invierno ocurre una baja en la
cantidad de levaduras ya que la planta entra en receso, refugidndose las levaduras en las
yemas, protegidas por la pubescencia y la camara de aire debajo de las férulas (Luquez y col.,
2007; Gonzalez y col., 2020). En referencia a las especies de levaduras presentes en uvas
maduras y sanas, mayoritariamente se encuentran géneros de metabolismo oxidativo y forma
apiculada como: Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Pichia y Hansenula, y en menor
proporcion levaduras del tipo fermentativo como Saccharomyces. Sin embargo, estas Ultimas
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también se hallan en mayor nimero en las bodegas, en superficies como el suelo, paredes,
depésitos, superficies de maquinarias, tanques, bombas, mangueras, etc. En este sentido, las
instalaciones de la bodega son consideradas como parte de la ecologia en las fermentaciones
espontaneas (Hidalgo Togores, 2003; Bernardi, 2013; Mercado y col., 2007).

Por otro lado, las fermentaciones pueden realizarse mediante la inoculacién con cepas de
levaduras comerciales, la mayoria de las cuales pertenecen a la especie S. cerevisiae. Existen
en la actualidad una amplia variedad de cepas comerciales disponibles en el mercado que se
utilizan frecuentemente en bodegas. Las fermentaciones no espontaneas, se realizan luego
de una inoculacién del cultivo de manera tal de lograr una poblacién inicial de alrededor de
10° células/ml. Luego, el proceso fermentativo comienza rapidamente. En contraste, en las
fermentaciones espontaneas, sin la adicién del cultivo iniciador, ocurre un periodo de latencia
(fase lag) donde se produce una multiplicacién espontanea de la microflora naturalmente
presente en el mosto, conocida como levaduras indigenas. La fermentacion tipica consta
entonces de tres etapas. La primera de ellas es una fase de crecimiento exponencial que dura
entre dos y cinco dias donde coexisten diferentes especies de levaduras no-Saccharomyces
con Saccharomyces. Debido a la presencia de algunos factores selectivos como la
anaerobiosis, el sulfitado y la incipiente presencia de etanol; la especie Saccharomyces
rapidamente se transforma en dominante. En esta etapa coexisten diferentes cepas de S.
cerevisiae especialmente adaptadas al proceso fermentativo que, multiplicAndose hasta
poblaciones de 107a 102 células viables/ml, metabolizan casi la totalidad de los azlcares a
una velocidad maxima de fermentacion. A continuacion, sigue la fase estacionaria que dura
aproximadamente ocho dias y, a pesar de que el nimero de células no aumenta (la biomasa
se mantiene estable), la velocidad de fermentacion sigue manteniéndose en su valor maximo
debido a que las levaduras son metabdlicamente activas. Finalmente, la fermentacién entra
en una fase de muerte o declive, donde decrece el nimero de células viables hasta 10°
células/ml aproximadamente, lo cual va acompafiado de una disminucién en la velocidad de
fermentacion favorecida también por los efectos toxicos del etanol y el agotamiento de
nutrientes (Figura 5) (Combina y col., 2005b; Mercado y col., 2010). Durante esta declinacién,
pueden aparecer otros géneros de levaduras consideradas como indeseables, tales como
Brettanomyces, Pichia, o Candida, que pueden desarrollarse en el vino, lo cual lleva a la toma
de medidas oportunas para evitar que esto suceda (Hidalgo Togores, 2003; Ribéreau-Gayon
y col., 2006).
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1.5. Fermentacion alcohdlica

La palabra fermentacion hace referencia a los procesos de transformacion de la materia
orgéanica (liquido azucarado) con rapido y tumultuoso desprendimiento de gas. Las levaduras,
microorganismos quimiorganotrofos  (quimioheterétrofos), obtienen energia por la
degradacion de materia organica. Dichos microorganismos tienen la capacidad de degradar
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los azucares utilizando dos vias metabdlicas: la fermentacion y la respiracion, donde ambos
procesos tienen su inicio comun en la glicdlisis. La sucesion de reacciones que transforman
la glucosa en piruvato con formacion de ATP constituye una via casi universal de
metabolizacién de las hexosas en los sistemas bioldgicos eucariotas. En medios con alta
concentracion de azUcares, como es el caso del mosto de uva, la principal levadura que
interviene en este proceso, S. cerevisiae, obtiene energia metabolizando los azlUcares por la
via fermentativa, desactivando de forma casi completa la via respiratoria. Este evento es
conocido como efecto Crabtree o represién catabdlica por la glucosa. EI mecanismo es
considerado como una adaptacion competitiva dentro de la especie S. cerevisiae, ya que a
pesar de que la fermentacion es mucho menos eficiente energéticamente que la respiracion
(2 ATP versus 36 ATP por mol de glucosa utilizado, respectivamente), les permite a las
levaduras consumir de manera mas rapida los azlcares disponibles produciendo etanol y de
este modo reducir la microflora competitiva del entorno (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

La fermentacién alcohdlica (FA) se compone de una serie de reacciones en cadena
catalizadas por diversas enzimas presentes en las levaduras (Figura 6). Las caracteristicas
fisicoquimicas del medio tienen una influencia notable sobre la produccién y funcionalidad de
las enzimas microbianas, por lo tanto, el desarrollo de cada fermentacion y el resultado final
pueden ser diferentes tanto por las caracteristicas fisiolégicas de las levaduras como por las
condiciones en las cuales se realice la fermentacion (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

MEDID [
EXTERIOR f [‘ CITOPLASMA _
H¥K  Hexoquinasa
glucosa I/: = glucosa GK Glecoguinasa
ATP PGl Fosfoglucosa isomerasa
fru | HXK, GHy™ PFK  Fosfofructoquinasa
ALD Aldolasa
| fructosa glucosa-6-P TFI Triosa fosfato isomeraza
PGl GIPDH Glicerakishido 2 fosfato deshidrogenasa
HXK PGK Fasfoglicerato quinasa
FGM  Fosfoglicerato mutasa
ATP fructosa-6-P =—— fructosa END  Encises
PFK (‘_ATP PyK  Firuvato quinasa
PYC  Piruvato descarboxilasa
Mombrana fructosa-1,6-diP ADH  Alcohol deshidrogenasa
Plasmatics ATP Adenosin trifosfato
II AL MADH Dinuclectido de adenina y nicotinamida
TPI
\ \ dihidroxiacetona-P =—s gliceraldehido-3-F
A etanol N jmmu
CH,CH,OHe———— CH,CH,0H
\ ADH ":f?”"'- 1, 3-difosfoglicerato
PGK
CH,CHO }\_. ATP
\ acetaldehido 3-fosfogl cerato
] PGM
2-fosfogl cerato
Co, = Co, PyC I END
fosfoancd pirevato
ATP
piruvato

El transporte de las hexosas presentes en el mosto, principalmente glucosa y fructosa, a
través de la membrana plasmatica constituye una etapa clave en el uso de los azUcares por
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parte de las levaduras durante la fermentacion alcohdlica. Este mismo tiene lugar gracias a
un complejo sistema proteico conocido como HXT (HeXose Transport). La incorporacion de
hexosas a través de la membrana no requiere de gasto de energia, ya que el movimiento se
realiza a favor de un gradiente de concentracion que es energéticamente favorable.
Posteriormente, la glicdlisis se efectla enteramente en el citoplasma celular (Ribéreau-Gayon
y col., 2006).

La FA comprende un proceso de transformacién enzimatica que, partiendo de la glucosa, esta
compuesto por 11 reacciones que terminan en la produccion de etanol y diéxido de carbono.
En contraste, la fermentacion de la fructosa o levulosa esta compuesta por 10 reacciones
(Figura 6).

Asimismo, la FA es una reaccion exotérmica, que en consecuencia produce liberacion calor.
Las levaduras liberan 40 kcal de energia por cada mol de azucar (CsH1206) consumido, de los
cuales 25 kcal son disipados en forma de calor. Es por esto ultimo que resulta imprescindible
el control de la temperatura durante el proceso de fermentacion, para evitar que las levaduras
se encuentren a temperaturas mayores que las éptimas de crecimiento, las cuales podrian
resultar nocivas y afectar su viabilidad.

1.6. Nutricion de los mostos

La nutricibn de los mostos es un procedimiento ampliamente realizado en la industria
enolégica y que suele llevarse a cabo en las primeras 48-72 horas de iniciado el proceso. El
nitrdgeno es un compuesto esencial para el crecimiento de las levaduras, favoreciendo no
solo la formacion de biomasa, sino que también la actividad metabdlica, a través del
incremento de la velocidad de consumo de azlcares por parte de las levaduras (Beltran y col.,
2005). Las levaduras consumen las fuentes nitrogenadas provenientes del mosto durante las
primeras 24-48 horas de la fermentacién alcohdlica. En términos generales, la nutricion de los
mostos puede ser realizada con productos comerciales actualmente disponibles en el
mercado que combinan nitrégeno inorganico (sales de amonio) con nitrégeno organico en
forma de mezclas de aminoacidos y vitaminas. También en la practica es ampliamente
utilizado el nitrégeno inorganico, principalmente en forma de sales de amonio como el
difosfato de amonio.

1.7. Fermentaciones problematicas

Las fermentaciones lentas o detenidas son uno de los principales problemas de la industria
vitivinicola, provocando importantes pérdidas econdémicas. Se considera que una
fermentacion esté detenida o enlentecida cuando se produce una suspension en el consumo
de azucar o cuando su velocidad es demasiado baja para los fines practicos (Bisson, 1999;
Vargas y col.,, 2020). Una fermentacién problemética puede presentarse de diferentes
maneras, 0 bien mostrando una fase lag prolongada o bien un consumo lento de los azucares
hasta una detencién abrupta de la FA. A su vez, cada una de estas situaciones se presenta
con diferentes perfiles anormales de consumo de azucares tal como se muestra en la Figura
7.
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Si la fermentacion se detiene de forma temprana, el alto nivel de azlcares residuales presente
conduce a vinos microbiol6gicamente inestables y mas susceptibles al deterioro, con posibles
pérdidas de calidad y valor econémico (Lonvaud Funnel, 1999; Maisonnave y col., 2013).
Adicionalmente, aun cuando se logre reiniciar una fermentacion detenida o lenta, los
procedimientos aplicados pueden afectar negativamente la calidad del vino (Urtubia y col.,
2012). Por lo tanto, es de gran importancia detectar e identificar los factores que pueden
conducir a fermentaciones probleméticas.

1.8. Causas de las fermentaciones detenidas o languidecientes

Los factores que conducen a una fermentacién problematica han sido ampliamente
estudiados, y en términos generales se ha sugerido que las causas suelen ser multiples, es
decir como consecuencia de diferentes componentes actuando en simultaneo. Se han
descripto diversas posibles causas de fermentaciones problematicas, tal como la limitacién de
nutrientes, la toxicidad de los residuos agricolas presentes en la uva, la sanidad de la uva y
las temperaturas, entre otros (Malherbe y col., 2007). Cada uno de estos parametros supone
condiciones de estrés que pueden causar un efecto adverso sobre el crecimiento, viabilidad
o vitalidad de las levaduras, provocando alteraciones en la velocidad y eficiencia en el
consumo de azucar y, por tanto, conduciendo a una fermentacion problemética (lvorra y col.,
1999; Malherbe y col., 2007).

Asimismo, algunos mostos pueden presentar mayor riesgo de fermentaciones detenidas,
aungue esto no necesariamente conduzca a fermentaciones anormales (Malherbe y col.,
2007). A continuacion, se describen algunas de las causales de fermentaciones detenidas o
languidecientes mas estudiadas:

1.8.1. Limitacion de nutrientes:

Los nutrientes (principalmente nitrégeno) son requeridos para la obtencién de biomasa y para
mantener la actividad metabdlica de la misma (capacidad fermentativa). En ese sentido, la
mayoria de las regiones vinicolas permiten el uso de suplementos nutricionales para evitar FA
enlentecidas asociadas al déficit nutricional. Es por ello por lo que actualmente es una causa
menos frecuente de fermentaciones enlentecidas (Bisson, 1999).
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1.8.2. Toxinas:

Se ha demostrado también que varias sustancias téxicas conducen a paradas de
fermentacion (Ribéreau-Gayon y col., 2006). Levaduras no-Saccharomyces tales como
Hansenula y Kluyveromyces producen factores killer que son activos contra Saccharomyces.
Por otro lado, los agentes fungicidas y pesticidas utilizados en el vifiedo pueden afectar de
forma negativa la viabilidad de las levaduras si se encuentran presentes en concentraciones
residuales elevadas en el momento de la vendimia (Bisson, 1999).

1.8.3. Incompatibilidad microbiana:

Una elevada poblacién inicial de levaduras no-Saccharomyces y de bacterias supone un
mayor riesgo de fermentaciones lentas o de paradas de fermentacion. Esto se debe, en parte,
a la competencia por los nutrientes y a la produccion de sustancias téxicas (Bisson, 1999).

1.8.4. Temperaturas extremas:

La exposicion a temperaturas extremas también puede afectar la velocidad de fermentacion.
Varios trabajos han demostrado la importancia de la temperatura en el crecimiento de las
levaduras del vino y la influencia de este factor ambiental en la distribucién natural de las
especies silvestres (Bisson, 1999).

El blanco principal de los efectos inhibitorios de altas o bajas temperaturas es la membrana
plasmatica, debido a las modificaciones que provoca el shock térmico sobre las cadenas
hidrocarbonadas de dicha envoltura. Puesto que el etanol y la temperatura tienen como
objetivo la misma funcion celular, no sorprende que sus efectos sean sinérgicos. Los cambios
bruscos de temperatura también afectan la actividad de las enzimas citoplasméticas y la
funcién de las organelas. La capacidad de responder a los cambios repentinos de temperatura
depende de la capacidad de las diferentes cepas de S. cerevisiae para desarrollar una
respuesta adecuada a dicho estrés. Frente a un incremento brusco de la temperatura, las
células activan la transcripcion de genes en respuesta al estrés para la posterior sintesis las
proteinas del golpe de calor. Si el golpe de calor tiene lugar bajo condiciones de limitacién de
nutrientes para las levaduras, las células podrian no ser capaces de compensar los cambios
debidos a la temperatura (Bisson, 1999).

1.8.5. Cambios bruscos de temperatura

El aumento de la temperatura del mosto tiene varios efectos en la calidad final del vino. En
primer lugar, la temperatura regula la velocidad de fermentacion. Una fermentacién rapida, a
una temperatura demasiado alta, puede ser perjudicial para la calidad del vino, y una
fermentacion lenta, a una temperatura demasiado baja, retrasa los procesos posteriores y
aumenta los riesgos de alteraciones en el vino. Ademas, el calor excesivo puede dafiar o
matar las levaduras, lo cual puede ralentizar o incluso detener la fermentacion (Vargas y col.,
2020).

Como se mencion6 anteriormente la FA es una reaccion exotérmica y produce en los vinos
tintos una cantidad de calor promedio de 983 kJ por mol de azicar consumido. La produccion
de calor varia durante todo el proceso de fermentacién y alcanza su maximo en la fase
tumultuosa, que suele producirse en las primeras etapas del proceso (aproximadamente en
el primer tercio del tiempo total de fermentacion) (Maicas, 2020). La temperatura del mosto de
uva aumenta a razén de 1,3 °C por cada 100 g de azUcares consumidos durante la
fermentacion, debido al calor liberado por el metabolismo de las levaduras (Bisson, 2005). De
esta manera pueden producirse incrementos de temperatura de 12-15 °C, y por consiguiente
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el mosto de uva podria superar los 40 °C sin un adecuado control de temperatura (Schmid y
col., 2009; Valentine y col., 2018). Ademas, la fermentacion de la uva tinta se lleva a cabo
junto con sus pieles que forman el “sombrero” en la parte superior del liquido (Schmid y col.,
2009). De este modo, el calor no se distribuye uniformemente, sino que se forman verdaderos
gradientes térmicos, donde las temperaturas mas altas se localizan principalmente en el
sombrero (Guerrini 'y col., 2017; Schmid y col., 2009; Valentine y col., 2018). Finalmente cabe
destacar que también en el sombrero se generan gradientes de temperatura, pudiendo
deberse a diferentes tratamientos aplicados durante la maceracion (remontados, bazuqueos,
delestages), e influyendo en el curso de la fermentacion. (Bisson, 2002).

Por otro lado, la suplementacién de nitrdgeno durante la primera mitad de la fermentacion
(densidad del mosto de 1060 mg/L) es una préactica enolégica ampliamente utilizada ya que
mejora la cinética y reduce la duracién de la fermentacién (Beltran et al., 2005) (Vargas y col.,
2020). Sin embargo, esta practica tiene un impacto directo en la actividad metabélica de las
levaduras, lo que también puede favorecer al aumento de la temperatura (Bisson, 1999;
Malherbe y col., 2007).

Adicionalmente, en las regiones productoras de uva con clima calido y muy calido (indice
heliotérmico: HI +2 y HI +3) (Tonietto y Carbonneau, 2004) la elevada temperatura ambiental
durante la vendimia puede favorecer que la uva y el mosto presente elevadas temperaturas
iniciales, contribuyendo negativamente al proceso fermentativo. Por ejemplo, la recoleccion
de las uvas durante los dias calurosos favorece el aumento de temperatura inicial del mosto.
Ademas, la temperatura de la uva puede continuar aumentando debido al tiempo de espera
de los camiones hasta la descarga en la bodega, algo frecuente en bodegas de gran volumen
(Coulter y col., 2008).

El uso de depdsitos de acero inoxidable con regulacion térmica contribuye a superar estos
problemas relacionados con la temperatura en las bodegas industriales. Sin embargo, adn
hay muchas bodegas artesanales o “boutique™ y/o de gran volumen que utilizan otros
materiales como tanques de hormigon para las fermentaciones con control térmico deficiente
y los grandes voliumenes presentan elevada inercia térmica que enlentecen los procesos de
refrigeracion (Coulter y col., 2008, Vargas y col., 2020).

Estudios previos del grupo de trabajo han demostrado que elevaciones de temperatura
superiores a los 36 °C en estadios tempranos de la fermentacion conducen a enlentecimientos
significativos de la FA dependiendo de la cepa de levadura, la nutricion de los mostos y la
temperatura alcanzada (Vargas y col.,, 2020). Estos importantes hallazgos han sido
observados mediante los ensayos con tres cepas de S. cerevisiae. Con el objeto de validar
resultados previos y obtener una conclusibn mas amplia que permita extrapolarla a nivel
industrial, resulta imprescindible evaluar el comportamiento de otras cepas de S. cerevisiae
en respuesta a los shocks térmicos y sus efectos en la FA.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis:

Un incremento brusco en la temperatura produce alteraciones en la cinética de fermentacion

con una intensidad que depende de la temperatura aplicada y de la cepa de S. cerevisiae

utilizada.

Objetivo general:

Evaluar la sensibilidad de diferentes cepas de S. cerevisiae a elevaciones bruscas de las
temperaturas aplicadas en estadios tempranos de la vinificacion que producen fermentaciones

languidecientes en la industria del vino.

Obijetivos especificos:

1) Evaluar el efecto de shocks térmicos aplicados en estadios tempranos de la fermentacion
sobre el perfil fermentativo, viabilidad y vitalidad de cepas comerciales de S. cerevisiae.

2) Identificar las cepas S. cerevisiae mas resistentes o sensibles al shock térmico y
relacionarlos con los perfiles de viabilidad/vitalidad de las levaduras durante las

fermentaciones.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Medios y soluciones utilizadas

3.1.1. Agar Extracto de levadura Peptona Dextrosa (YPD) sdlido

Se prepararon placas de Petri conteniendo 30 mL del medio YPD para reactivacion de las
cepas previo a la preparacion de los inoculos. El medio fue preparado de acuerdo con la
siguiente composicion:

- Peptona bacteriolégica 59

- Glucosa 209
- Extracto de levadura 549
- Agar 204¢
- Agua destilada csp 1L

Los componentes fueron disueltos y posteriormente esterilizados en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

3.1.2. YPD liquido

La preparacion de los indculos fue realizada en medio YPD liquido de acuerdo con la siguiente
composicion:

- Peptona bacteriolégica 20¢

- Glucosa 10g
- Extracto de levadura 59
- Agua destilada csp 1L

Los componentes fueron disueltos y posteriormente esterilizados en autoclave durante 15
minutos a 121 °C.

3.1.3. Mosto sintético

Todas las fermentaciones fueron llevadas a cabo utilizando mosto sintético (MS) de acuerdo
con lo establecido por Bely y col. (1990). En la preparacion del mosto sintético se incluyeron
dos modificaciones de acuerdo con los objetivos de la tesis. Por un lado, la concentracién de
azucares totales fue de 240 g/L (120 g de glucosa y 120 g de fructosa), de esta manera se
obtuvo un mosto con una concentracidon de azlcares similar a la observada en la practica
donde los mostos de uvas tintas suelen partir de 23 o0 24 °Brix. Asimismo, la formulacién del
MS original contiene 300 mg/L de nitr6geno total en forma de nitrégeno inorganico como
NH.Cl y nitrégeno organico en la forma de una mezcla de amino&cidos, tal como se mostrara
més adelante. En este caso, se modificé el contenido de nitrdgeno a 140 mg/L (MS140),
concentracion por debajo de la cual la finalizacién de la fermentacion se ve comprometida. El
mosto fue preparado siguiendo la composicién indicada en la Tabla 1. Finalmente, se ajusto
su pH a 3,3 con NaOH y se esteriliz6 mediante filtracion con membrana de 0,22 um, utilizando
una unidad filtrante. Una vez esterilizado, el MS fue distribuido en frascos Erlenmeyer de 250
mL conteniendo 150 mL de MS140 y tapados utilizando tapones estériles.
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Componentes

Azucares
Glucosa 120 g
Fructosa 120 g
Acidos
Citrico-1-hidrato 0,59
L-tartarico 39
DL-malico 50
Minerales
KH,PO 0,759
K,;SO, 0,59
MgS0Q.4.7H,0 0,25¢g
CaCl,.2H,0 0,16 g
NaCl 0,29
Fuente de Nitrégeno
NH,4CI 0,21¢
Stock de aminoacidos 4.7 mL
Otras soluciones

Stock de. Vitaminas 10mL
Stock Oligoelementos imL
Stock de factores de anaerobiosis 1mL
Agua destilada csp 1L

Stock de vitaminas: Myo- inositol 2 g; Pantotenato de calcio 0,15 g; Tiamina clorhidrato
0,025 g; Acido nicotinico 0,2 g; Piridoxina 0,025 g y Biotina 0,0003 g. Los componentes
se disolvieron en 1 litro de agua destilada, fueron distribuidos en tubos cénicos de 50
mL y conservados a -20 °C.

Stock de oligoelementos: MNnSO4 H20 4 g; ZnS04.7H20 4 g; CuS04.5H,0 1 g; Kl 1 g;
CoCl»-5H,0 0,4 g; H3BO3 1 g; y (NH4)6M0,024 1 g. Los componentes se disolvieron en
1 litro de agua destilada. Los stocks fueron conservados a 4 °C.

Stock_de _aminoécidos: Tirosina 1,5 g; Triptéfano 13,4 g; Isoleucina 2,5 g; Acido
aspartico 3,4 g; Acido glutamico 9,2 g; Arginina 28,3 g; Leucina 3,7 g; Treonina 5,8 g;
Glicina 1,4 g; Glutamina 38,4 g; Alanina 11,2 g; Valina 3,4 g; Metionina 2,4 g;
Fenilalanina 2,9 g; Serina 6 g; Histidina 2,6 g; Lisina 1,3 g; Cisteina 1,5 g; y Prolina
46,1 g. Los componentes se disolvieron en 1 litro de agua destilada. Los stocks fueron
conservados a -20 °C.

Stock de factores de anaerobiosis: Ergosterol 1,5 g; Acido oleico 0,5 g; Etanol 50 mL;
y Tween 80 50 mL. Los componentes se disolvieron en 100 mL de agua destilada. Los
stocks fueron conservados a 4 °C.

3.1.4. Buffer fosfato salino (PBS)

El PBS fue preparado de acuerdo con la siguiente composicion:

- NaCl 8¢

- KCI 0,29
- Na;HPO4 129
- KH2PO4 0,29

- Agua destiladacsp 1L
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Los diferentes componentes fueron disueltos en agua destilada y el pH fue ajustado a 7,2 —
7,4 utilizando NaOH. Finalmente fue esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

3.2.Cepas de S. cerevisiae

Para el desarrollo de esta tesis se emplearon 4 cepas comerciales de S. cerevisiae: Enoferm
M2, Lalvin ICDV21, Lalvin BM45 y Lalvin EC1118. Las dos primeras fueron seleccionadas por
su elevada velocidad de crecimiento a 40 °C (buen fitness o capacidad metabdlica a altas
temperaturas:) y las dos ultimas por su baja velocidad de crecimiento a 40 °C (mal fithess a
altas temperaturas) de acuerdo con el trabajo realizado por Garcia Rios y col. (2014).

3.3. Preparacién de los indculos

A partir de stocks en glicerol conservados a -20 °C en la Coleccion de Cultivos Microbianos
de vid y vino (CMV) de la EEA Mendoza, INTA, las cepas fueron activadas mediante siembra
en placas de YPD e incubadas durante 48 horas a 28 °C. A partir de esas placas se seleccion6
una unica colonia por cada cepa, con la cual se sembraron 4 placas de YPD por extension,
con el objetivo de obtener una patina en cada placa, y de esta forma una gran cantidad de
biomasa. Las placas se incubaron durante 48 horas a 28 °C. Finalmente se utilizaron palillos
estériles para colectar las patinas de cada cepa que se utilizaron para inocular 100 mL de
YPD liquido. Estos cultivos liquidos fueron incubados durante 4 h en agitaciéon a 150 rpm a 28
°C.

3.4.Inoculaciéon de los mostos

A continuacion, se cuantific6 la concentracion de los in6culos activados. Para ello se
realizaron diluciones de 1/10 y 1/100 en agua estéril y se realiz6 el recuento en camara de
Neubauer. Los mostos fueron inoculados con las diferentes cepas de S. cerevisiae a razon de
2x10° células/mL y mantenidos a 28 °C. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

3.5. Nutricién de los mostos y aplicacion de los shocks térmicos

Tal como se mencioné en la introduccion, la nutricion de los mostos con sales de amonio es
una practica ampliamente utilizada en la industria enolégica. Las diferentes unidades
experimentales fueron suplementadas con (NH4): HPO, fosfato diamoénico (DAP) en una
concentracion de 200 mg/L en el dia 3 de la fermentacién (correspondiente a una densidad
aproximada de 1030-1040 mg/L).

Luego de 3 horas de la nutriciéon, se procedié a simular los shocks térmicos mediante la
colocacion de los frascos Erlenmeyers en estufas a las diferentes temperaturas a evaluar (36
°C y 40 °C). El shock térmico se mantuvo durante 16 horas, luego de lo cual los tratamientos
fueron inmediatamente acondicionados nuevamente a 28 °C, donde continuaron el proceso
fermentativo.

3.6.Seguimiento de las fermentaciones

El seguimiento de las fermentaciones se realizé mediante un monitoreo diario de la densidad,
utilizando un densimetro (Densito 30 PX, Mettler Toledo). Para ello, cada dia se tomaron
muestras de 2 mL de las diferentes unidades experimentales, en las cuales se midi6é dicho
parametro. Se considerd que la fermentacién culminé cuando se alcanz6 una concentracion
final de azlicares reductores menor a 4 g/L (Bisson, 1999). Tanto la concentracion de azUcares
totales como otros parametros fisicoquimicos de las fermentaciones (glicerol, acido acético,
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etanol) fueron determinados mediante espectrofotometria infrarrojo con el equipo Alpha-FT-
IR WineAnalyzer de Bruker (Massachusetts, US).

3.7. Evaluacion de la viabilidad/vitalidad de S. cerevisiae durante las

fermentaciones

Para determinar la viabilidad/vitalidad de cada cepa de S. cerevisiae durante las
fermentaciones se utilizé el citdmetro de flujo ACCURI C6 (BD) con tinciones fluorescentes
que permitieron analizar la viabilidad y vitalidad de las células. La viabilidad se evaluo
utilizando el fluorocromo ioduro de propidio (IP), el cual puede ingresar a la célula Unicamente
cuando existe dafio en la membrana, emitiendo fluorescencia roja al intercalarse en el ADN
de la levadura. De esta manera un incremento en las células tefiidas con IP correlacion6 con
una disminucion de la viabilidad celular. Por otro lado, la vitalidad se evalu6 mediante la
determinacion de la actividad esterasa utlizando el fluorocromo diacetato de
carboxifluoresceina acetoximetil éster (CFDA-AM) (bi y col., 2012; Saldi y col., 2014). CFDA-
AM es un compuesto que puede difundir libremente a través de la membrana plasmatica
independientemente de su estado y emite fluorescencia verde cuando las enzimas esterasas
inespecificas, presentes en el citoplasma de células vitales, clivan los enlaces del compuesto
liberando una molécula fluorescente. De esta forma, las células que presentan fluorescencia
verde se interpretan como células vitales o metabdlicamente activas. Ademas, el kit permite
identificar una tercera poblacion celular posible, aquellas células cuya membrana ha sido
afectada o dafiada (fluorescencia roja) pero cuya vitalidad aun no ha sido comprometida
(fluorescencia verde). Esta poblaciéon que, en determinado momento puede presentar ambas
fluorescencias, podria evolucionar con el tiempo hacia la recuperacion celular o por el
contrario hacia la muerte celular. Tanto IP como CFDA-AM estan incluidos en el Kit
FungaLightTM CFDA,AM/loduro de Propidio Yeast Vitality de Molecular ProbesTM (Oregon,
us).

Durante diferentes momentos de la FA fueron tomadas muestras de 1 mL del mosto en
fermentacion y se realizaron diluciones decimales en PBS hasta alcanzar una concentracion
aproximada de 108 células/mL. Luego, a 1 mL de la dilucion se le adiciond 1 uL de CFDA,AM
y 1 yL de IP, y se incubd por 15 minutos a 37 °C siguiendo las recomendaciones del fabricante
del kit utilizado. Las células tefiidas fueron homogeneizadas en vortex y posteriormente se
analizaron utilizando el citdmetro de flujo ACCURI C6 (BD). Las imagenes fueron adquiridas
y procesadas utilizando el programa BD CSampler.

3.8. Disefio experimental:

El disefio experimental pretendié reproducir condiciones de altas temperaturas producidas
habitualmente en bodegas. Este aumento de temperatura esta asociado a una elevada
actividad metabdlica de las levaduras durante los primeros dias de fermentacion, el cual se
ve favorecido ademds por la nutricion de los mostos. Por lo tanto, se aplicaron diferentes
aumentos de la temperatura a los tres dias de iniciada la fermentacion. Los tratamientos
realizados fueron los siguientes:

= TC (Tratamiento control): sin la aplicacién de shock térmico, las fermentaciones se
llevaron a cabo a 28 °C hasta consumo total de los azucares.

= T36: la aplicaciéon del shock térmico a 36°C se realizo en el dia 3 de la fermentacion
durante 16 horas.

= T40: la aplicacién del shock térmico a 40°C se realiz6 en el dia 3 de la fermentacion
durante 16 horas.

Para los tratamientos a 36 y 40°C, luego de aplicar los shocks térmicos los ensayos se llevaron
a condiciones ambientales de 28°C para continuar su evaluacion.
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3.9. Analisis estadistico:

Con la finalidad de realizar un andlisis estadistico de las curvas de fermentacion de los 36
tratamientos se calcul6 el area bajo la curva (ABC) hasta el dia 11 de la FA, tal como muestra
la Figura 8. ElI ABC representada en la figura en color verde permite la cuantificacion del grado
de afectacidén de cada FA a los diferentes tratamientos. De esta forma y a modo de ejemplo,
el tratamiento a 36 °C muestra un ABC mayor al del control y a su vez, el tratamiento de 40°C
muestra un ABC mayor al resto de los tratamientos. Una vez determinados el ABC para cada
uno de los tratamientos medidos en unidades arbitrarias, fue posible realizar analisis
estadisticos para establecer diferencias significativas entre los tratamientos.

Figura 8: Representacion grafica de la cuantificacién del area bajo la curva (ABC).

El analisis de los datos fisicoquimicos de los vinos finales, se realiz6 mediante ANOVA
utilizando el programa InfoStat de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de
Cérdoba (FCA-UNC).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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Tal como se menciond en la introduccion, las fermentaciones de uvas tintas son habitualmente
llevadas a cabo a temperaturas de entre 18 y 30 °C. Sin embargo, pueden ocurrir elevaciones
térmicas durante la FA asociadas tanto a factores externos como la elevada temperatura
ambiental o factores internos, propios de la fermentacién, como el calor producido por el activo
metabolismo de las levaduras, el cual puede ademas verse favorecido por la nutricién
nitrogenada de los mostos es estadios de fermentacion tumultuosa. Estudios previos del
grupo mostraron que aumentos bruscos aplicados en etapas tempranas de la fermentacion
producen alteraciones en la cinética de fermentacién cuya intensidad depende de la
temperatura aplicada y de la cepa de S. cerevisiae utilizada (Vargas y col., 2020). En dicho
trabajo también se demostré que el incremento de la temperatura produce una caida en la
proporcion de células viables. Para esta tesis se propuso evaluar la sensibilidad de diferentes
cepas de S. cerevisiae a elevaciones bruscas de la temperatura aplicados en estadios
tempranos de la vinificacién, de manera de ampliar y validar los datos obtenidos en dicho
estudio previo.

4.1. Determinacién del impacto del shock térmico en la cinética de la FA
Con el objetivo de abordar el estudio del efecto producido por el shock térmico, se llevaron a
cabo fermentaciones a escala de laboratorio las cuales fueron inoculadas con 4 cepas
diferentes de S. cervisiae: Enoferm M2, Lalvin EC1118, Lalvin BM45 y Lalvin ICDV21. Las FA
fueron llevadas a cabo a 28 °C, en el dia 3 se realizé la nutricibn con 200 mg/l de DAP y se
aplicaron shocks térmicos a 36 °C y 40 °C durante 16 horas. Las FA fueron monitoreadas a
través de la medicion de densidad.

Los resultados mostraron que todas las cepas estudiadas finalizaron la FA en el mismo tiempo
en la situacién control (28 °C) (Tabla 2). Sin embargo, ante a los diferentes tratamientos
térmicos, la duracion fue diferente para las diferentes cepas estudiadas.

Cepas TC T36 T40
Enoferm M2 12,67+0,58(a) 30,67+0,58(b) 30+0(b)
Lalvin EC1118 12,67+0,58(a) 12,33+0,58(a) 16,33+0,58(b)
Lalvin BM45 13,33+1,15(a) 19+1(b) 18,67+1,15(b)
Lalvin ICDV21 12,33+0,58(a) 13+0(b) 13+0(b)

Se observo que la cepa Enoferm M2, fue la méas afectada por los shocks térmicos, tanto a 36
°C como a 40 °C, duplicando en ambos casos el tiempo necesario para finalizar la FA. En este
sentido, la condicion control finalizé la FA en aproximadamente 13 dias, mientras que en los
tratamientos T36 y T40 se requirieron 30 dias para consumir la totalidad de los azUcares. No
se observaron diferencias entre los tratamientos T36 y T40 respecto a la duracion de la FA,
es decir ambos shocks térmicos produjeron un impacto similar en términos de duracion de la
FA para esta cepa (Tabla 2). No obstante, cuando se analizé el ABC y se realizaron
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comparaciones estadisticas, pudo observarse una diferencia significativa entre los tres
tratamientos. Particularmente en los dias inmediatamente posteriores al shock térmico se
observé un menor impacto del shock térmico a 36 °C con respecto al shock térmico a 40 °C
(Figura 9). Sin embargo, en el largo plazo ambos tratamientos mostraron un perfil similar,
requiriendo en ambos casos el mismo tiempo para finalizar la FA (Tabla 2).

En el caso de la cepa Lalvin EC1118, se observé un claro impacto de ambos tratamientos
térmicos sobre el perfil de FA, donde ambas curvas de fermentacion se diferencian
claramente de las de la fermentacion control (Figura 9). El tratamiento T36, se diferencia del
control respecto a la curva de FA luego del shock térmico mostrando diferencia significativa
en su ABC. Curiosamente, la duracion de la FA no se diferenci6 de la del control (Tabla 2),
sugiriendo una rapida capacidad de recuperacion de esta cepa al estrés térmico de menor
intensidad. En contraste, cuando la temperatura aplicada fue de 40 °C, la FA present6 una
duracion de 18 dias (Tabla 2) y el analisis del ABC mostré diferencias estadisticamente
significativas (Figura 9).

El analisis de los resultados obtenidos para la cepa Lalvin BM45 mostré una diferenciacion
del comportamiento de esta cepa con respecto a las dos previamente descriptas. En este
caso, se observo que los shocks térmicos a 36 y a 40 °C produjeron efectos similares en el
perfil de FA, donde ambas curvas se vieron practicamente solapadas (Figura 9). En este
sentido, temperaturas diferentes representaron un estrés similar y esto se reflejé también en
los valores de ABC, donde no se observaron diferencias significativas entre ambos
tratamientos, pero si con respecto al control. Finalmente, ambos tratamientos produjeron un
retraso similar en el tiempo necesario para la finalizacion de la FA, ya que en ambos casos
fueron requeridos 20 dias mientras que el control de la FA de esta cepa finalizé a los 13 dias
de FA (Tabla 2).

Finalmente, la cepa Lalvin ICDV21 fue la que mostré6 mayor solidez en la capacidad de
respuesta al shock térmico tanto de 36 °C como de 40 °C. En las curvas de la cinética de FA
se pudo observar que ambos tratamientos se diferenciaron del tratamiento control y mostraron
un perfil similar entre ellos. Asimismo, los datos del ABC permitieron ver diferencias
significativas entre ambos tratamientos y también con respecto al control (Figura 9). Sin
embargo, es interesante destacar que ambos tratamientos finalizaron la FA en el dia 13,
mientras que el control lo hizo entre el dia 12 y 13 (Tabla 2). Si bien esta diferencia en la
duracion de la FA es estadisticamente significativa, en los términos practicos a nivel enolégico
el efecto de ambos tratamientos no tiene impacto sobre el proceso fermentativo. Esto sugiere
que esta cepa presenta una buena capacidad de respuesta y recuperacion al stress térmico,
incluso frente a la mayor temperatura aplicada (T40), posibilitando que ambos tratamientos
de shock térmico finalicen el consumo de los azucares practicamente al mismo tiempo que la
FA control (Tabla 2).
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4.2. Efecto del shock térmico sobre la vitalidad celular

El estado fisiolégico (vitalidad y viabilidad) de las cepas de S. cerevisiae evaluadas en
presente trabajo fue determinado mediante citometria de flujo asociada a tinciones
fluorescentes especificas. Como se describié en la metodologia los fluorocromos que se
emplearon fueron: 5-carboxifluoresceina diacetato de acetoximetil éster (CFDA,AM) e loduro
de Propidio (IP), ambos incluidos en el Kit FungaLightTM. Estos fluoréforos permitieron
clasificar e identificar poblaciones de células vitales, células vitales con dafio en la membrana
y células no vitales (muertas) en la muestra de analisis. Ademéas, mediante el uso del
citbmetro de flujo se pudo analizar un gran namero de células en pocos minutos aportando
una cuantificacion sélida del estado fisiologico de la poblacién celular en estudio en momentos
especificos de interés.
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Para establecer la distribucion de las diferentes poblaciones en la muestra de estudio se
definieron areas o “gates”, las cuales identificaron a cada poblacion: 1) células vitales
(CFDA+, IP-), 2) células vitales con dafio en la membrana (CFDA+, IP+), y 3) células no vitales
(CFDA-,IP+) (Figura 10). Para poder definir las areas se emplearon controles de celulas
vitales (cultivo fresco) y de células no vitales (células muertas por calor mediante un
tratamiento a 90 °C durante 10 minutos). Los datos se reflejaron en graficos de puntos, donde
cada punto representa una célula analizada, cuya ubicacion dependendié de su estado
fisiologico y por ende de su tincion fluorescente. En este caso, la fluorescencia verde
(CFDA,AM) se ubica en el eje “y” mientras que la fluorescencia roja (IP) se muestra en el eje

X

Gates Poblacién vital Poblacion no vital

CFDA, AM
CFD_F«,AM-A

CFDA AM-A

Los datos de vitalidad celular obtenidos con el citometro de flujo se graficaron mediante
curvas, permitiendo una mejor visualizacion de la distribucion porcentual de células vitales y
no vitales en las muestras de estudio. La Figura 10 muestra a modo de ejemplo como se
distribuyen las poblaciones celulares en las diferentes condiciones estudiadas. El perfil de
color rojo representa células no vitales (IP +), el perfil verde corresponde a células vitales
(CFDA+), y a su vez este (ltimo se muestra junto con las células vitales con dafio de
membrana (CFDA+ IP+) (perfil amarillo), representando ambas poblaciones células vitales.

En la Figura 11, se muestra la distribucion de poblaciones celulares correspondientes a las
FA de la cepa Lalvin EC1118 en el dia 10. De este modo, se pudo observar el porcentaje de
células vitales y no vitales en cada tratamiento. Especificamente y a modo de ejemplo para
esta cepa se observé que en la condicion control, el 44,1% de las células de la poblacién son
no vitales (Figura 11 Ay D). Dicho porcentaje fue elevado considerando que se trata de células
gue no fueron sometidas a estrés térmico, sin embargo, este porcentaje de células no vitales
fue esperable en una FA avanzada, probablemente ya entrando fase de muerte, ya que la
duracion de la FA de esta cepa en condiciones control fue de 13 dias. En contraste, el
porcentaje de células no vitales fue mayor al control en T36 (58,8%) (Figura 11 By E) y mayor
aun en T40 (78,4%) (Figura 11 C y F). De esta forma, esta metodologia permitié cuantificar el
impacto del estrés térmico en la condicion fisiolégica de las células, en diferentes momentos
de la FA. Cabe aclarar que, la poblacion de células vitales, aunque con dafio en la membrana
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celular (PI+ CFDA+), poblacién amarilla, mostré en todas las muestras valores pequefios y
muy variables, por lo que se las incluyé dentro de la categoria células vitales, la cual tiene en
cuenta entonces la sumatoria de todas las células CFDA+ independientemente de la condicion
de su membrana o valor de IP. Células viables = (PI- y CFDA+) + (Pl+y CFDA+).
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Figura 11: Graficos de distribucion de las poblaciones vitales y no vitales cuantificadas por
citometria de flujo, grafico de densidad de puntos (A-C), y graficos de curvas de intensidad de
fluorescencia (D-F). Los datos mostrados corresponden a la cepa Lalvin EC1118 en
condiciones: control, 36 y 40 °C el dia 10 de la FA.

Cada categoria fisiologica de las levaduras (vitales y no vitales) fueron graficadas en
porcentajes para cada tratamiento. Este analisis del estado fisiolégico de las levaduras se
realiz6 para el dia 10y 17 de la FA.

En la Figura 12 se muestran las categorias fisiologicas para todos los tratamientos y cepas
estudiadas analizados el dia 10 de la FA.
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Figura 12: Porcentaje de células vitales y no vitales de las levaduras en el dia 10 de la FA
correspondiente a cada uno de los tratamientos evaluados (A) M2, (B) EC1118, (C) BM45y
(D) ICDV21.
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Para la levadura Enoferm M2, se observo una marcada disminucion de la poblacion vital al
dia 10 con respecto al control tanto para el tratamiento a 36 °C como a 40 °C (Figura 12A).
Asimismo, también se pudo determinar un porcentaje importante de células no vitales aun en
la condicién control, lo cual, como se mencion6 anteriormente, fue esperable teniendo en
cuenta que se trataba de células correspondientes a las Ultimas etapas de una fermentacion
normal (fase estacionaria — fase de muerte). Por otro lado, esta cepa fue la que mostré6 mayor
sensibilidad a los tratamientos aplicados en la cinética de la FA, evidenciando un significativo
retraso en la FA para los 2 tratamientos (Figura 9). En este sentido, se determind una clara
correlacion entre los resultados obtenidos en la cinética de FA y el estado fisiolégico posterior
al shock térmico para esta cepa. La disminucion de células vitales luego de ambos shocks
térmicos explicaria en este caso el impacto observado sobre la cinética de FA. Finalmente,
luego de ambos shocks térmicos se observé un porcentaje similar de células no vitales,
sugiriendo que para esta cepa no habria diferencias en términos ni de vitalidad ni de cinética
de FA entre los tratamientos a 36 °C o 40 °C, ya que ambos shocks la afectaron de manera
similar.

En la cepa Lalvin EC1118, se observo una disminucion de la poblacion vital proporcional a la
intensidad del shock térmico aplicado. De esta manera, se evidencié una mayor caida en la
poblacién vital a 40 °C donde se observo solo un 20% de células vitales. Mientras tanto, a 36
°C se observd una poblacion vital mayor, aunque inferior a la que se obtuvo en el control para
el mismo tiempo (Figura 12B). Con respecto a la cinética de FA, el shock térmico de 36 °C, si
bien mostr6é una alteracion del perfil de FA, no hubo retrasos en la finalizacion de la FA, la
cual tuvo una duracion igual al control (13 dias). Esto tltimo pudo ser explicado a partir de los
datos de vitalidad, que mostraron un elevado porcentaje de células vitales luego del shock
térmico a 36 °C, las cuales fueron capaces de finalizar la FA en el mismo tiempo que el control.
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Para el caso de la cepa Lalvin BM45, luego del shock a 36 °C no se observd una caida
significativa de la vitalidad con respecto al control, aunque dicha caida fue ligeramente mayor
en las muestras correspondientes a 40 °C (Figura 12C). Esta cepa mostr6 elevados
porcentajes de células vitales post shock térmico (55% a 36°C y 40% a 40°C). Sin embargo,
la elevada vitalidad observada no logré compensar el retraso en la finalizacién de la FA para
ambos tratamientos. Curiosamente, en esta cepa la cinética de la FA fue afectada de igual
manera ante ambos tratamientos térmicos, requiriendo el mismo tiempo para finalizar la FA
tanto a 36 °C como 40°C (alrededor de 19 dias). En este caso, los datos de citometria de flujo
no explicaron con claridad la cinética de la FA. Esto Ultimo sugirié que en esta cepa la caida
de la vitalidad no explica el retraso de la FA, sino que probablemente se trate de una
disminucion en la capacidad metabdlica de consumo de azlcares por parte de estas
levaduras, debido a posibles dafios provocados por los shocks térmicos aplicados.

Finalmente, para el caso de la levadura Lalvin ICDV21 se observé una caida en los
porcentajes de células vitales proporcional a la intensidad de los tratamientos térmicos (36 °C
y 40°C) en relacién con el control (Figura 12D). En esta cepa, los datos de cinética de FA
mostraron que todos los tratamientos finalizaron la fermentacién al mismo tiempo (13 dias),
sin manifestar retraso en la FA (Figura 9). En este sentido, la elevada vitalidad determinada
en el dia 10 (3 dias antes de la finalizacién de la FA), explicaria la mayor termorresistencia
observada para esta cepa.

En aquellas FA que mostraron un retraso en la duracién de la FA con respecto al control, se
realizé una segunda determinacion de la vitalidad celular en el dia 17 de la fermentacion. Se
evalué el estado fisiol6gico en los siguientes casos: Enoferm M2 T36 y T40, EC1118 T40 y
BM45 T36 y T40. Ademas, se tuvieron en cuenta los controles de cada una de esas cepas en
el dia 17, lo que permiti6é un andlisis comparativo del estado fisiologico de las levaduras en un
estadio avanzado de una FA normal.

En el caso de la levadura que mostré mayor sensibilidad al shock térmico, Enoferm M2, se
observé una evidente y significativa caida en el porcentaje de células vitales para todos los
casos en el dia 17 de la FA. Esta caida en la vitalidad se observo también en la condiciéon
control, lo cual es esperable teniendo en cuenta que esta FA habia finalizado en el dia 13, es
decir que se trata de células que corresponden a una FA en fase de muerte. Al mismo tiempo
el pequefio porcentaje de células vitales a 36 y 40 °C y su evidente capacidad para recuperar
la vitalidad explicé el significativo enlentecimiento observado para esta cepa (Figura 13).

La cepa Lalvin EC1118 mostré una duracion de la FA significativamente mayor solo en el
shock térmico de 40 °C, que terminé la FA el dia 16,33, mientras que el control lo hizo en el
dia 13. La determinacion de vitalidad en el dia 17 para fermentaciones sometidas a 40 °C
mostré un porcentaje de alrededor del 16% de células vitales. Se observé un porcentaje de
células vitales menor al observado para la misma condicion en el dia 10 de la FA (alrededor
del 25%). Es decir, el shock térmico a 40 °C produjo una perdida en la vitalidad celular la cual
fue aumentando a medida que avanzaba la FA, posiblemente asociada a otros factores de
estrés a finales de la FA que produjo la perdida de vitalidad en aquellas células dafiadas. A
pesar de esto, el 16% de células vitales fue suficiente para permitir la finalizacion de la FA.
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Finalmente, la cepa Lalvin BM45 mostré un porcentaje elevado de células vitales en el dia
17, teniendo en cuenta el momento de la FA en que fue evaluado. Se observd alrededor de
un 40% de células vitales tanto en T36 como en T40. En estos tratamientos las FA finalizaron
alrededor del dia 19. La elevada vitalidad celular observada en el dia 17 para esta cepa no
parece haber explicado adecuadamente la afectacion observada en la cinética de FA, como
habia sido previamente observado en el analisis de vitalidad del dia 10 de la FA (Figura 12).
Esto dltimo podria sugerir que en este caso la afectacion celular por el shock térmico estaria
relacionada con una menor capacidad metabdlica de esta cepa y no tanto con la pérdida de
vitalidad. Este hallazgo abre una interesante puerta para evaluar el efecto del shock térmico
sobre el metabolismo de esta levadura.

DIiA 17

M2 m vital
H no vital
4

CA 36A

VITALIDAD (%)

100,00 -+
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00

M vital
H no vital

EC1118

VITALIDAD (%)

0A
CA 40A

100,00 -+
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 -

M vital
H no vital

BM45

VITALIDAD (%)

CA 36A 40A

Figura 13: Porcentaje de células vitales y no vitales en el dia 17 de la FA correspondiente a
aquellos tratamientos que mostraron enlentecimiento: M2 (36 y 40 °C), EC1118 40 °C y BM45
(36 y 40 °C). Todos los tratamientos se muestran con su control respectivo en el mismo
momento a pesar de que los TC ya habian finalizado la FA.

4.3. Andlisis fisicoquimicos de los vinos obtenidos
Una vez finalizadas las FA, se realiz6 el analisis fisicoquimico de los vinos obtenidos utilizando
el equipo Alpha-Wine Analyzer, cuyos principales resultados se resumen en la tabla 3.
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En términos generales, a pesar de los retrasos en las fermentaciones producidas por los
shocks térmicos, ninguna de las FA se detuvo completamente y en todos los casos se produjo
un consumo total de los azucares reductores. Particularmente, solo la cepa Enoferm M2
mostrd una concentracion de azlcares reductores superior a 4 g/l en el tratamiento a T36 (6,4
g/l finales) a los 30 dias, cuando el ensayo fue concluido. Debido a la bajo concentracién de
azucares residuales es posible que esta cepa haya consumido la totalidad de los azucares en

los dias sucesivos.

Enoferm M2
282C 362C 402C

Duracion FA 13 30 30
Azreductores 3,43+1,5 6,4+7,42 1,07+0,23
Glucosa 2,4720,55 1,27+0,4 0,1+0,17
Fructosa 0,97+0,99 513£7,07 0,1x0,17
Ac. acético 0,91+0,05(a) 1,26+0,02(b) 1,32+0,08(b)
Etanol 12,720,26(a) 8,4320,42(b) 8,3720,32(b)
Glicerol 7,4320,49 (a) 8,0320,31(ab) 8,3720,23(b)

EC1118
282C 362C 402°C
Duracion FA 13 13 18
Azreductores 1,73x0,31(a) 1,2+1,13 (a) 1,17+0,93 (a)
Glucosa 1,7320,31(a) 0,720,36 (b) 0,632025(b)
Fructosa 00 (a) 0,510,78 (a) 0,53+0,92 (a)
Ac. acético 0,88z0,02 (a) 1,0620,05(b} 1,1320,05(b}
Etanol 12,67+0,38 (a) 12,47+0,64 (a) 12,43+0,23 (a)
Glicerol 7,1£0,1 (a) 7,820,3 (b) 8,330,122 {c)
BMA45
282C 362C 40eC
Duracion FA 13 20 20
Azreductores 1,5+0,79 (a) 110,44 (a) 0,43+0,45 (a)
Glucosa 0,5£0,46 (a) 0,610,26 (a) 0,43£0,45 (a)
Fructosa 120,92 (a) 0,410,69 (a) 0z0 (a)
Ac. acético 1,09£0,05(a) 1,14£0,04 (a) 1,0720,08(a)
Etanol 13,6710,21(a) 12,4320,25(b) 12,0720,31(b)
Glicerol 7,5720,49 (a) 6,9320,43 (a) 7,57£0,15(a)
ICDV21
282C 362C 402C
Duracion FA 13 13 13
Azreductores 0,6x0,3 (a) 2,17+0,4 (b) 4+1,05 (c)
Glucosa 0,620,3 (a) 1,0320,32 (a) 0,940,56 (a)
Fructosa 00 (a) 1,132021 (b} 3,1£0,5({c)
Ac. acético 0,9820,02 (a) 1,01£0,04 (a) 1,02+0,01 (a)
Etanol 13,7310,21(a) 12,9720,35(b} 13,3z0,26{ab}
Glicerol 7,8x0,4 (a) 7,37+0,38 (a) 7,310,26 (a)
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En el caso de la cepa Enoferm M2, se observé una marcada caida en los niveles de etanol
en los tratamientos sometidos a shock térmico, disminuyendo en mas de 4 grados tanto en
T36 como en T40, con respecto al control (Tabla 3 y Figura 14). Curiosamente, se observo
también un incremento en la concentracion de glicerol, que fue proporcional a la temperatura
del shock térmico aplicado. Este resultado podria atribuirse a que la sintesis de glicerol se
asocia a las respuestas al estrés térmico y oxidativo, lo cual podria haber redireccionado parte
del flujo metabdlico de la glucdlisis hacia la produccion de glicerol en lugar de etanol. Sin
embargo, este incremento en la concentracion de glicerol podria no explicar completamente
la significativa disminucion en la concentracion de etanol, el cual también puede asociarse a
una parcial volatilizacion debido a que las FA sometidas a shock térmico demoraron 30 dias
en finalizar. Por Ultimo, se presentaron diferencias significativas en la produccion de acidez
volatil de ambos tratamientos térmicos respecto al control. Parte de la produccién de acético
podria deberse a la oxidacion del etanol luego de los shocks térmicos, relacionandose
entonces con la disminucion del contenido de etanol para estos tratamientos con respecto al
control.

Para la cepa Lalvin EC1118 no se vieron diferencias en las concentraciones finales de etanol
(Tabla 3 y Figura 14). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en las
concentraciones finales de glicerol, siendo las concentraciones mas altas a mayor
temperatura aplicada. En este caso, la mayor produccion de glicerol a temperaturas elevadas
podria formar parte de la respuesta celular frente al shock térmico. En este sentido, el glicerol
tiene un importante rol en S. cerevisiae, actuando como agente protector frente a estrés
osmdético oxidativo e incluso térmico (Folch-Mallol y col., 2004). Para esta cepa también se
observé un incremento en la acidez volatil en las FA sometidas a shock térmico de 36 °C y
dicho incremento fue ain mayor en los tratamientos a 40 °C.

Por otro lado, la levadura Lalvin BM45 presentd una caida significativa en la concentracion
de etanol en las FA sometidas a shock térmico, aunque su magnitud no fue tan marcada como
la observada para Enoferm M2 (Figura 14). Con respecto a la acidez volatil, particularmente
esta cepa evidencid una mayor produccién de acético a 36 °C respecto a 40 °C,
relacionandose esto con un menor valor presentado de glicerol para el tratamiento térmico de
menor intensidad. La mayor produccién de volatil en el tratamiento a 36 °C se puede
correlacionar con una disminucién del agente protector (glicerol) en dicho tratamiento, aunque
dichas diferencias no fueron significativas.

Finalmente, se observd para la cepa Lalvin ICDV21 una disminucion pequefia, aunque
significativa, en la concentracion de etanol solo en el tratamiento a 36 °C. Por otro lado, no
fueron observadas diferencias para ninguno de los tratamientos en la concentracion final de
glicerol y &cido acético. En términos generales, esta cepa fue la que mostré6 menor variabilidad
en cuanto a concentracion de etanol y glicerol frente a los tratamientos aplicados. Asimismo,
esta cepa fue la menos afectada por los tratamientos, ya que ninguno de los mismos produjo
un retraso en la FA, y todas consumieron los azlcares en el mismo tiempo que el control (13
dias, Tabla 2).
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Figura 14: Andlisis fisicoquimico de las FA, comparacion para cada cepa entre los diferentes
tratamientos. Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas
segun Test LSD Fisher p<0,05.

Ademas, se realiz6 un andlisis comparativo entre cepas para un mismo tratamiento, cuyo
objetivo fue evaluar la variabilidad de las cepas frente a una misma condicion (Figura 15). Ya
en la condicién control se pudieron establecer claras diferencias entre cepas en cuanto a la
concentracion final de etanol, donde Lalvin BM45 y Lalvin ICDV21 presentaron niveles de
etanol significativamente superiores a las otras dos cepas, Enoferm M2 y Lalvin EC1118.
Teniendo en cuenta que se trata en este caso de controles, donde todas las FA partieron del
mismo mosto, estas diferencias dieron cuenta de variaciones inherentes a cada cepa. Esto no
ocurrié cuando se analizo el contenido final de glicerol, donde no se evidenciaron diferencias
significativas para ninguna de las cepas en la condicién control.

Cuando se compararon los resultados entre cepas sometidas a shock térmico de 36 °C, solo
se observo una caida significativa en los niveles de etanol en el caso de la cepa Enoferm M2,
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tal como fue discutido anteriormente. En el resto de las levaduras no se visualizaron
diferencias ni en el contenido de etanol ni en el de glicerol.

Por dltimo, a 40 °C Enoferm M2 mostré un contenido final de etanol significativamente menor
con respecto a las otras 3 cepas evaluadas, algo similar a lo que se determiné a 36 °C.
Mientras que la misma cepa EnofermM2, y también Lalvin EC1118, evidenciaron
concentraciones de glicerol significativamente mayores a las otras dos cepas evaluadas
(Lalvin BM45 y Lalvin ICDV21).
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Control 282C Control 282C
1 b b 9
a a
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Figura 15: Analisis fisicoquimico de las FA, comparacion entre cepas para cada tratamiento.
Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas segun Test LSD
Fisher p<0,05.
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5.

CONCLUSIONES
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Asi como se menciond en la introduccion, las FA enlentecidas constituyen un problema que
afecta ampliamente a la industria vitivinicola. Las causas de FA probleméticas son diversas y
en general se deben a una combinacion de factores mas que al efecto de un unico factor. En
este trabajo se propuso estudiar el efecto producido por un shock térmico de corta duracion
sobre el perfil de la FA y sobre la vitalidad de las levaduras. Se utilizaron 4 cepas de S.
cerevisiae comerciales, y todas mostraron un diferente grado de afectacion frente a un
incremento brusco de la temperatura, tanto en términos de cinética de FA como en el estado
fisiol6gico de las células luego del shock térmico. Estos resultados contribuyen a ampliar el
estudio de estrés térmico abordado por el grupo y publicado previamente (Vargas et al., 2020).
Los ensayos desarrollados en esta tesis aportan informacion valiosa acerca de la variacion
interespecifica dentro de cepas vinicas de S. cerevisiae en relacion con su resistencia al estrés
térmico de cepas y confirmar los resultados previamente obtenidos, donde un shock térmico
de 40°C resulta una condicion critica para la industria del vino ya que produce
enlentecimientos de las fermentaciones para todas las cepas de levaduras y medidas
correctivas deberian tomarse de manera temprana. Ademas, los resultados obtenidos
representan los estudios base para futuras investigaciones sobre los mecanismos de
respuesta de las diferentes cepas de S. cerevisae frente a una misma condicién y sentar las
bases para estrategias de seleccion de levaduras adaptadas a condiciones térmicas elevadas,
gue puedan dar respuesta a problemas asociados con el calentamiento global.
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