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Resumen

El uso extendido de Saccharomyces cerevisiae en la vinificacion ha generado vinos
sensorialmente estandarizados, ya que los aromas secundarios que aporta son similares
entre cepas, lo que ha llevado a que muchos productos se perciban como commodities.
Para contrarrestar esta situacion, la industria ha comenzado a aplicar cultivos mixtos con
levaduras no-Saccharomyces, que aportan compuestos volatiles distintivos antes de
inocular S. cerevisiae para finalizar la fermentacion. Esta estrategia resulta especialmente
atil en variedades neutras como Ugni blanc, ampliamente cultivada por su resistencia y
rendimiento, pero sin expresion aromatica propia, permitiendo diferenciar sus vinos y
aumentar su valor comercial.

Ademaés, comprender como se comunican las levaduras mediante quorum sensing —
proceso regulado por compuestos como el alcohol 2-feniletilico y el triptofol— permite
optimizar el momento de inoculacion en cultivos mixtos. Identificar estas moléculas, sus
tiempos de produccion y su efecto sobre el crecimiento de distintas cepas, brinda una
herramienta para fomentar la cooperacion entre levaduras, para obtener el maximo
potencial que se busca en ambas especies (la capacidad fermentativa de S. cerevisiae y la
produccion de aromas de no-Saccharomyces) potenciando la produccion de aromas
deseables, evitar defectos sensoriales y asegurar la eficiencia fermentativa.

Se fermentd simil mosto con Hanseniaspora vineae M12/196F y se identificaron por GC-
MS los compuestos volatiles producidos en las primeras 72 horas. Se seleccionaron
aquellos con potencial rol en quorum sensing y se evalud su efecto sobre el crecimiento
de siete cepas de H. vineae y siete de S. cerevisiae en lector de placas, usando
concentraciones fisiologicas y cuatro parametros de crecimiento. El acetato de 2-feniletilo
y el triptofol, producidos a las 24 horas, favorecieron el crecimiento de S. cerevisiae,
mientras que el &cido hexanoico producido a las 48 horas lo inhibi6. Luego, se realizaron
fermentaciones con la cepa S. cerevisiae TS28 y adicidn exdgena de estos compuestos,
observandose que el acido hexanoico aumentd la eficiencia fermentativa, por actuar como
factor de estrés.

Para los ensayos de cultivo mixto se realizaron co-inoculaciones e inoculaciones
secuenciales con la cepa S.cerevisiae TS28. Se hizo recuento celular, analisis de aromas
por GC-MS y caracterizacion fisicoquimica por HPLC. De esta manera se observé que la
inoculacion de S.cerevisiae TS28 a las 24 horas de fermentacion de H.vineae M12/196F
fue la fermentacion con mejor equilibrio entre produccion de etanol mas rapido, sin
defectos aromaticos y presencia de aromas florales, frutales, mantecosos y especiados, un
perfil aromético buscado en vinos blancos y vinos tintos jovenes.
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hexanoico.



Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ANOVA: del inglés Analysis of Variance

BLAST: del inglés Basic Local Alignment Search Tool

GC-MS: por sus siglas en inglés Gas Chromatography—Mass Spectrometry

g: gramos

HPLC: por sus siglas en inglés de High Performance Liquid Chromatography
H.v: Hanseniaspora vineae

L: litro
mg: miligramos
mL: mililitros

ON: por sus siglas en inglés, Over Night

pH: potencial de hidrdgeno

rpm: revoluciones por minuto

S.c: Saccharomyces cerevisiae

UV: radiacion ultravioleta

WLN: por sus siglas en inglés, Wallerstein Laboratory Nutrient
YE: extracto de levadura, por sus siglas en inglés Yeast Extract
YPD: por sus siglas en inglés, Yeast Extract Peptone Dextrose
Kg: microgramo

pL: microlitro

v/v: volumen volumen
°C: grados Celsius
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Introduccién

1. Vino, impacto global e industria uruguaya

El vino es una bebida alcoholica fermentada a partir de uvas y levadura, existe desde casi
los inicios de la civilizacion. Se estima que su origen se remonte al Paleolitico, aunque
las primeras evidencias surgen de yacimientos neoliticos de Oriente Proximo [1]. Es
posible que su origen fuera accidental, ya que la fermentacion de la levadura en un
recipiente con uvas es un proceso natural que no requeriria una intervencién humana, aun
asi, dio paso al primer producto biotecnolégico que evolucionaria junto con la humanidad
hasta nuestros dias.

En cuanto a categorias es posible distinguir entre el vino de mesa y el vino de calidad. El
primero se produce a gran escala, sin denominacidn de origen y se puede hacer con varios
tipos de uva, generalmente se comercializa a granel y esta destinado al consumo diario,
con margenes de ganancia mas bajos [2]. En cambio, el vino de calidad, que incluye vinos
con identidad varietal, envejecimiento controlado y caracteristicas organolépticas
diferenciadas; posee mayor prestigio, ademas de que se percibe como un bien aspiracional
e incluso como un articulo de lujo, capaz de participar en mercados premium e inversiones
alternativas, representa una categoria con alto potencial de generar valor agregado [3].
No obstante, el sector de los vinos de calidad enfrenta una problematica clave: la creciente
estandarizacion de los productos, que amenaza con convertir incluso los vinos de alta
gama en commodities. En términos econémicos, un commodity es un bien homogéneo,
intercambiable y sensible a los precios del mercado global, cuyas caracteristicas
intrinsecas pierden importancia frente a la competencia por costos [4]. En el caso del vino,
esta situacion se manifiesta cuando los productos se diferencian mas por su precio que
por su calidad percibida, anulando los esfuerzos de autenticidad, origen y estilo [5]. Tal
como lo sefiala Anderson (2024) [6], el auge de marcas globales genéricas y de
exportaciones de vino a granel ha contribuido a reducir el valor promedio de exportacion,
Ilevando a algunos mercados a competir mas por volumen que por diferenciacion [6].
Frente a esta amenaza de "comoditizacion", muchas empresas vitivinicolas han
comenzado a invertir en investigacion, desarrollo y nuevas tecnologias que les permitan
disefiar perfiles sensoriales Unicos y reproducibles. En este marco, firmas como
Lallemand y Oenobrands ofrecen soluciones biotecnoldgicas especificas para adaptar las
fermentaciones al estilo de vino deseado, ya sea para potenciar ciertos aromas, mejorar la
estructura en boca o reforzar la estabilidad microbiolégica del producto [7] [8]. Estas
herramientas permiten a los endlogos intervenir estratégicamente en el proceso de
vinificacion para construir diferenciacion sensorial y comercial, fortaleciendo asi la
competitividad frente a un mercado global cada vez mas homogéneo.

Segun la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), institucion de caracter
cientifico y técnico que asesora sobre normas de etiquetado, calidad, sanidad y
produccién a los principales paises productores y consumidores [9]; la produccion
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mundial de vino en 2024 ha seguido la tendencia de descenso registrada en los ultimos
afos, con un volumen estimado entre 22.700 y 23.500 millones de litros marcando una
caida del 2% respecto a 2023 [10]. Este nivel de produccion esta fuertemente influenciado
por eventos climéaticos extremos, como heladas tempranas, lluvias intensas y sequias
prolongadas, que han afectado la productividad de los vifiedos en ambos hemisferios;
ademas de que el precio promedio de exportacion alcanzé los 3.62 EUR/L, el mas alto
jamas registrado, debido al incremento de costos en toda la cadena de suministro. A su
vez esta categoria de vino es particularmente sensible a las crisis econdmicas como se dio
en 2020 durante la pandemia del COVID-19. Durante periodos de recesion, los
consumidores tienden a reducir el gasto en productos de lujo, lo que afecta directamente
la demanda de vinos premium [11].

A pesar de estos desafios, las perspectivas para el mercado de vinos premium son
optimistas. Se espera que este segmento experimente un crecimiento significativo hacia
2029, impulsado por la creciente demanda de consumidores que buscan productos de alta
calidad y experiencias Unicas. Ademas, el vino de calidad esta ganando popularidad como
una opcidn de inversion alternativa, con un mercado que muestra una tendencia alcista en
los precios y una mayor liquidez [12].

El mercado del vino ocupa una posicidn destacada en la economia global, situdndose
como una de las industrias agroalimentarias méas valiosas del mundo. Aunque enfrenta
desafios estructurales, sigue manteniendo una alta demanda en mercados internacionales
y su comercio representa aproximadamente el 45% del consumo mundial de bebidas
fermentadas [10] [13].

La vitivinicultura en Uruguay tiene sus raices en el siglo XIX, cuando inmigrantes
europeos introdujeron las primeras plantas y sentaron las bases de la industria
estableciendo una tradicion que ha evolucionado hasta convertirse en un importante sector
para la economia nacional. A pesar de contar con una larga tradicion en la produccién de
vinos, durante afios el pais permanecio relativamente desconocido en los mercados
internacionales, sin embargo, en las Gltimas décadas, la industria vitivinicola uruguaya ha
experimentado una transformacién significativa posicionandose como un actor emergente
en el comercio global del vino. Un factor clave en esta evolucion ha sido el desarrollo y
promocion del Tannat, una cepa de vid distintiva e intensa originaria del suroeste de
Francia que ha encontrado en Uruguay un ambiente ideal para expresar su maximo
potencial [14]; ademas de esta insignia el pais cuenta con mas vinos caracteristicos, tanto
tintos intensos de variedad cepas como Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Malbec,
Merlot, Pinot Noir, Marselan, Moscatel Hamburgo; ademas de blancos jovenes y frutales
de Sauvignon blanc, Chardonnay y Ugni Blanc [15]. Parte de este éxito se debe al terroir
caracteristico de la zona, conjunto de factores naturales y humanos que dan a un vino su
caracter unico. Esta influenciado por el clima, el suelo, la topografia, la microbiota y las
practicas humanas [16]. Todos estos elementos que, al actuar en conjunto, permiten
obtener una materia prima de alta calidad, fundamental para producir vinos excepcionales
ser reconocidos internacionalmente [16] [17].
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El vino de “calidad preferente” en Uruguay se define como aquel que se elabora
exclusivamente a partir de variedades de Vitis vinifera (la planta de vid o parra) con
reconocida calidad enoldgica, previamente aprobadas por el Instituto Nacional de
Vitivinicultura (INAVI); entidad responsable de regular y certificar la produccién de los
vinos de calidad preferente, garantizando que se mantengan los estandares del pais [18].
Para ser considerado dentro de esta categoria, el vino debe cumplir con una serie de
exigencias analiticas establecidas en el Decreto N° 283/993, emitido el 16 de junio de
1993 por el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca [19]. Entre las condiciones que
deben cumplirse, el vino debe tener un grado alcohdlico minimo del 10,5% en volumen
y su acidez volatil no puede superar los 0,8 gramos por litro; expresada en acido acético;
asi como también se hace control sobre el anhidrido sulfuroso, la composicion mineral,
limites en la presencia de metales y esterilidad; ademas de formas de manejo y criterios
de calidad [20].

En 2024 se produjeron aproximadamente 66.744.522,12 litros de vino, de los cuales
37.414.468 litros corresponden a vino tinto, 7.121.905 litros a vino blanco y el resto se
divide entre rosado y clarete. Actualmente, hay 5.880 hectareas de vifiedos y 201 bodegas
registradas [21], divididos entre grandes y pequefios productores de las cuales muchas
han apostado por aprovechar el prestigio de los vinos uruguayos que potencian el atractivo
turistico.y proyectar al pais como destino para el turismo enoldgico, beneficiando a la
economia local [15] [22]. A nivel de exportaciones, Uruguay ha incrementado su
presencia en mercados clave como Brasil, Estados Unidos, México y Asia. En 2020, los
ingresos por exportacion de vino uruguayo fueron de 3.4 millones de délares, cifra que
ha mostrado un crecimiento sostenido en los Ultimos afios [23]. A pesar de ser un mercado
pequefio en comparacion con otros productores sudamericanos como Argentina y Chile,
Uruguay ha logrado posicionarse en el segmento de vinos de alta calidad, con precios que
oscilan en la categoria de USD 15 a 50 por botella en mercados internacionales [23],
optando por una estrategia de exportar calidad sobre cantidad.

Si bien el mercado interno es menor, el pais se encuentra en el puesto 12° a nivel mundial
en consumo per capita de vino y el 1° en Latinoamérica; aungue datos no se correlacionan
directamente con el vino de calidad si reflejan la predisposicion de los uruguayos al
consumo de vino.

En términos de competitividad global ain ocupa una posicion modesta en la produccion
de vino, situandose en el puesto 30 como productor y 48 como exportador a nivel mundial
[23]. Sin embargo, su estrategia de diferenciacion basada en la calidad y distincion de su
terroir, la trazabilidad de sus productos y el respeto por las practicas sostenibles han
fortalecido su presencia en el comercio internacional y lo hacen un mercado con potencial
de crecimiento y ser aln mas competitivo, para esto es necesario tener en cuenta que es
lo que busca el consumidor [18].
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2. Percepcion del consumidor

La percepcion que el consumidor tiene sobre un vino de calidad esta condicionada por un
conjunto de atributos que se manifiestan en diferentes etapas del proceso de compra y
consumo. En una primera instancia, son las propiedades extrinsecas del producto las que
captan la atencién y guian la decision de compra inicial; estas incluyen el disefio del
envase, la estética de la etiqueta, el prestigio de la bodega o la region de origen, y actuan
como sefales simbolicas de calidad que el consumidor interpreta en ausencia de
informacion mas concreta; estos atributos no forman parte fisica del producto, pero estan
fuertemente asociados a él y permiten la inferencia de su calidad percibida [24] [25].

Una vez realizada la compra y en el momento del consumo, son los atributos intrinsecos,
aquellos ligados a las propiedades sensoriales y fisicas como el aroma, color, sabor,
texturay persistencia en boca, los que predominan en la evaluacion del consumidor. Estos
atributos definen la experiencia organoléptica y determinan en gran medida la intencion
de recompra, al generar una percepcion global de calidad que se consolida con la
repeticion [24] [26].

Para desarrollar estrategias efectivas de diferenciacion en el mercado del vino, es clave
comprender y atender ambos tipos de atributos, reconociendo que la primera compra suele
estar mediada por percepciones construidas social y culturalmente, mientras que la
segunda esta guiada por la vivencia sensorial concreta del producto.

El presente trabajo se centra en el aroma, este actGa como la carta de presentacion
sensorial de un vino, es lo primero que percibe el consumidor al acercar la copa a la nariz,
incluso antes del primer sorbo, y condiciona fuertemente la expectativa sobre su calidad
y sabor. A nivel emocional, los compuestos aromaticos tienen la capacidad de evocar
memorias, paisajes, estaciones o experiencias personales, conectando al consumidor con
sensaciones placenteras o evocativas que hacen del vino no solo una bebida, sino una
experiencia [27]. Para modular el aroma es necesario conocer y saber cdmo manejar cada
una de sus posibles fuentes.

3. Compuestos aromaticos del vino

Un compuesto aromatico es una molécula quimica capaz de interactuar con el epitelio
olfativo en las fosas nasales en la parte superior interior de la nariz, provocando una
respuesta sensorial en el hipotalamo, solo las moléculas volatiles pueden llegar a este
punto, donde seran asociadas a un descriptor aromatico [28]. Aunque un compuesto sea
volatil, hay una gran variabilidad en el rango de concentraciones en el que realmente
capaz de ser percibido, su umbral de percepcion. Mientras que algunas moléculas como
el guaiacol tiene un umbral bajo, con solo 9,5 pg/L se percibe un aroma asociado a humo
y hospital; otras tienen un umbral alto como el succinato de etilo que necesita
concentraciones de 1.000.000 pg/L para llegar a sentirse como caramelo y café [29]. Los
umbrales que se mencionan en este trabajo fueron reportados por Farifia et al. [30] y
Carrau et al. [29]. Aunque un compuesto no llegue al umbral de percepcion, la suma de
varios compuestos descriptores aromaticos similares puede contribuir a que la nota
aromatica sea percibida igualmente [31].
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Los responsables del aroma del vino pueden dividirse en diferentes categorias segun su
origen y momento de formaciéon durante la vinificacion. Los aromas varietales o
primarios, provienen directamente de piel, pulpay semillas de la uva y son fundamentales
para definir la identidad y tipicidad del producto, entre estos estan los terpenos, pirazinas,
acidos fendlicos y carotenoides [32]. Los aromas prefermentativos se generan en el
periodo comprendido entre la cosecha de la uva y el inicio de la fermentacion alcohdlica.
Durante esta fase, diversos procesos quimicos y enzimaticos en presencia de oxigeno
afectan la composicién aromética del mosto, modificando la expresion de algunos
precursores aromaticos [33]. Los aromas fermentativos o secundarios, y los principales
para este estudio, son el resultado del metabolismo secundario de las levaduras en la
fermentacion alcohdlica y bacterias lacticas en el caso de que ocurra la fermentacién
malolactica. Los aromas de crianza o terciarios, también conocidos como bouquet, se
desarrollan durante el envejecimiento del vino como resultado de la transformacion de
compuestos aromaticos previos en barricas de roble, donde el vino esta en contacto con
oxigeno de manera controlada, o en botella, en un ambiente reductor [33].

De los més de 150 descriptores aromaticos del vino, aproximadamente 20 surgen de la
fermentacion, tanto los deseados como los clasificados como defectos arométicos. Entre
los compuestos volatiles mas relevantes se encuentran los alcoholes superiores, los ésteres
y los acidos grasos [34].

4. Composicién de la uva, matriz de la fermentacion

La uva es el fruto de la vid y constituye la materia prima principal de la elaboracion del
vino. Durante su proceso de maduracion, en la uva tienen lugar una serie de cambios
metabolicos que determinan la composicion final de compuestos que juegan un rol muy
importante en el color y sabor [35]. Por esta razon, lograr una maduracién éptima es
fundamental para asegurar una vinificacion adecuada [33].

Los principales componentes quimicos de la uva incluyen agua, sales minerales
provenientes del suelo, azucares, acidos, compuestos fenolicos, compuestos
nitrogenados, lipidos y terpenos. Los aztcares predominantes son la glucosay la fructosa
que se acumulan en la baya conforme avanza su maduracion. Antes del envero (la fase
donde comienza a crecer el grano de uva), la glucosa es el azicar mas abundante, pero
una vez finalizado este proceso, se alcanza un equilibrio glucosa/fructosa cercana a 1:1.
La presencia de estos azlcares es fundamental para la fermentacién, ya que de ellos
depende directamente la graduacion alcohdlica del vino [33] [36].

En relacién con los acidos organicos, la uva contiene principalmente acido tartarico y

acido malico, los cuales representan alrededor del 90% de los acidos totales. En menor
proporcion se encuentran el cido citrico, acido lactico, cetodcidos y &cido succinico [33].
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Otro grupo de compuestos clave en la calidad del vino son los compuestos fenolicos, los
cuales se encuentran principalmente en la piel y semillas de la uva. Los antocianos son
los principales responsables del color en los vinos tintos, mientras que los taninos influyen
en la percepcion de astringencia y amargor [37].

Finalmente, los terpenos, como el linalol, citronelol, geraniol, nerol y a-terpineol, juegan
un papel fundamental en el aroma del vino. Se encuentran en mayor concentracion en
variedades blancas siendo responsables del caracter aromatico caracteristico de estos
vinos [38], estos son los aromas primarios o varietales.

Entre ellas, por ejemplo, la cepa Ugni Blanc también conocida como Trebbiano Toscano,
es una de las variedades blancas mas cultivadas en el mundo y la tercera en Uruguay [39]
por su resistencia inclemencias del clima, enfermedades y buen rendimiento [40]; se
caracteriza por su alta acidez natural la hace ideal para la produccion de vinos frescos y
longevos. Su composicién quimica refleja una baja concentracion de compuestos
fenolicos, lo que le confiere un color palido y un perfil aromatico mas neutro y simple en
comparacion con otras variedades blancas mas aromaticas [41], esto la hace ideal para
ensayos de donde se busca identificar especificamente los aromas producidos por
levaduras. Lorenzo de Medici (1449-1492), en su poema The Partridge Hunt, hace
referencia a un vino Trebbiano describiéndolo como "suspicious” es decir de calidad
dudosa, pero sugiere que el deseo y la expectativa pueden hacer que cualquier cosa
parezca deliciosa:

"The Trebbiano wine was most suspicious,
But longing will make anything delicious."

En términos de azlcares, su acumulacién en la baya es moderada, lo que da como
resultado vinos con bajo contenido alcohdlico y una frescura caracteristica. Su equilibrio
entre acidez y azUcares hace que sea una de las variedades mas utilizadas en la produccion
de vinos base para espumosos y destilados de alta calidad [42]. Este caso refleja una
materia prima, la uva, con mucha presencia a nivel mundial pero que por si sola no puede
aportar un caracter distintivo a su subproducto, el vino, por lo que es necesario aplicar
una estrategia a lo largo del proceso para obtenerlo.

5. Vinificacion

La vinificacion es el proceso mediante el cual las uvas se transforman en vino, ilustrado
en la Figura 1y amayor detalle en la Figura 1 del Anexo 1, comienza con la cosecha de
la uva que se realiza cuando estas han alcanzado un grado de madurez adecuado y se
seleccionan manualmente. Estas son lavadas para eliminar los restos de tierra y suciedad.
Luego, las uvas pasan por el despalillado y prensado (las uvas blancas tienen un paso de
enfriamiento previo para reducir actividad enzimatica y oxidacion [41]), se separan los
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racimos de los tallos y se rompen suavemente las bayas para liberar su jugo (mosto) y
pulpa [35].

Al mosto se le agrega anhidrido sulfuroso, un antioxidante y conservante que tiene
actividad antibacteriana y antifungica dependiendo de su concentracion para evitar que
“levaduras salvajes” u otros microorganismos presentes en la uvay de la que no se conoce
su comportamiento comiencen la fermentacion. Su aplicacion debe ser controlada ya que
puede inhibir la fermentacion, afectar el sabor o aroma del producto final y causar alergias
en concentraciones excesivas. La concentracion maxima permitida es de 200 mg/L para
vinos con menos de 4 g/L de azucar expresado en glucosa [20].

Luego sigue la inoculacion de levaduras que daran paso a la fermentacion, este punto la
vinificacion de los vinos tintos y blancos toma caminos distintos; para los vinos tintos, se
realiza una maceracion al fermentar el mosto junto con los hollejos (pieles) y semillas, lo
que permite extraer color, taninos y compuestos aromaticos caracteristicos presentes en
la piel [43]. En cambio, las variedades blancas se fermentan unicamente el liquido, lo que
da como resultado un vino mas ligero y fresco [41]. Posteriormente en algunos casos se
puede realizar la fermentacion malolactica donde bacterias lacticas transforman el acido
malico a acido lactico; la actividad enzimética de las bacterias actla reduciendo la acidez
del medio, contribuyendo al cuerpo del vino, asi como al enriquecimiento del aroma y
sabor [33].
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Después de la fermentacion, en los vinos tintos se realiza el prensado, y pasa por un
periodo de maduracién y crianza en barricas de roble para aportar complejidad y aromas
mas intenso; finalmente todos son filtrados para eliminar impurezas y asegurar la
estabilidad fisicoquimica y son embotellados y etiquetados.

A instancias de este trabajo, se hara hincapié en la fermentacion alcoholica ya que si bien
los procesos previos y posteriores a la fermentacion aportan diferentes caracteristicas
organolépticas que en conjunto forman el caracter de cada vino, en este punto es donde
las levaduras entran en juego para aportar los aromas fermentativos o secundarios.

6. Levaduras de vinificacion

Las levaduras son organismos unicelulares pertenecientes al reino Fungi [33]. Las
levaduras involucradas en la fermentacion alcohodlica se agrupan en Saccharomyces y no-
Saccharomyces.

La diversidad de levaduras presentes en el vifiedo y en la bodega influye en la dinamica
de fermentacion y en la composicion final del vino, ya que cada cepa posee una capacidad
metabolica Unica para producir etanol, transformar precursores aromaticos y generar
compuestos volatiles. Por esta razon se ha implementado el aislamiento, caracterizacion
y comercializacion de levaduras para saber cuales son mas aptar para el tipo de producto
que se desea [44].

6.1. Saccharomyces cerevisiae

En el grupo Saccharomyces se destaca Saccharomyces cerevisiae, la levadura
predominante en la fermentacién del vino. Aunque rara vez se encuentra en la superficie
de la uva, es comun en el ambiente de la bodega como tanques, herramientas y los mostos
[45].

Desde el punto de vista biotecnologico, S. cerevisiae es un organismo ampliamente
estudiado y utilizado en multiples industrias debido a su facilidad de manipulacién
genética y su capacidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales [46]. Su
genoma, completamente secuenciado, ha permitido entender mejor sus mecanismos
metabolicos y su interaccion con otros microorganismos en el proceso de fermentacion;
tanto asi que ha sido la principal levadura utilizada en la fermentacion alcohdlica a lo
largo de los afios debido a su alta capacidad fermentativa. La eficiencia fermentativa se
refiere a que la mayor parte de su metabolismo hacia la via principal de la fermentacion
alcohdlica, transformando azlcares en etanol y didxido de carbono. Este enfoque
metabolico prioriza la rapida conversion de los azucares del mosto en alcohol, lo que
asegura una fermentacion completa y estable. Sin embargo, como consecuencia, la
produccién de metabolitos secundarios, compuestos aromaticos y de interés sensorial,
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suele ser mas limitada por lo que el perfil aroméatico que aporta la vino no es muy
complejo [46].

Esta caracteristica la hace altamente competitiva en el medio, ya que la acumulacion de
etanol inhibe el crecimiento de otras levaduras y microorganismos al igual que su
capacidad de asimilar nitrogeno [47] y produccidn de péptidos antimicrobianos [48]. A
su vez ha demostrado una gran resistencia a condiciones de fermentacion, como altas
concentraciones de azucar, pH bajo, calor [30] [49].

El uso extensivo de S. cerevisiae en la vinificacion y la falta de complejidad sensorial ha
llevado a una cierta estandarizacion de los productos en el mercado, ya que los
metabolitos secundarios responsables del perfil aromatico dependen de cada cepa [50]
[51].

6.2. No-Saccharomyces

Las levaduras no-Saccharomyces, también llamadas levaduras nativas o autdctonas,
representan mas del 99% de la poblacion presente en el exterior de uvas y mostos [44];
[52].

Se han identificado tres grupos principales dentro de las levaduras no-Saccharomyces:
levaduras oxidativas, que no juegan un papel en la fermentacion del vino; levaduras
fermentativas moderadas, como Hanseniaspora spp., Candida spp., Metschnikowia
pulcherrima y Pichia spp., que predominan en las primeras etapas de fermentacion; y
levaduras altamente fermentativas, como Torulaspora delbrueckii y Lachancea
thermotolerans, que pueden completar la fermentacion alcohélica o influir en sus etapas
finales [53] [54].

Las levaduras no-Saccharomyces han cobrado relevancia en la vinificacion debido a su
capacidad para aportar mayor complejidad aromatica y diversificacion en los vinos al no
enfocar tanto su metabolismo en la produccién de etanol sino mas bien en la produccién
de metabolitos secundarios. Tradicionalmente, estas levaduras fueron vistas como
agentes de deterioro, ya que algunas especies pueden producir compuestos indeseables
como acido acetico en exceso [55]. Pero al ser adecuadamente seleccionadas dentro de la
gran diversidad de cepas, pueden mejorar la calidad del vino gracias a la produccion de
metabolitos secundarios durante la fermentacion alcoholica [51] [56].

Ademas, las levaduras no-Saccharomyces contribuyen a la liberacién de aromas
varietales de lauva. Se haidentificado que la mayoria de las levaduras no-Saccharomyces
presentan mayor actividad de la enzima B-glucosidasa que las Saccharomyces [54]. La
mayoria de los aromas en las uvas se encuentran en forma no volatil, unidas a un azlcar
por enlaces glucosidicos. Estos glucdsidos se liberan por accion de la enzima B-
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glucosidasa, especialmente durante la fermentacion, haciendo el aroma perceptible al
olfato [55].

Entre ellas se han estudiado Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora osmophila y
Hanseniaspora vineae.

Hanseniaspora vineae

En 2002, H. vineae fue aislada de vifiedos uruguayos por el Area de Enologia y
Biotecnologia de Fermentaciones de Facultad de Quimica y se iniciaron estudios para
caracterizala, encontrando que menos del 5% de las especies apiculadas tenian un impacto
positivo en el aroma del vino, y dentro de este grupo, aproximadamente el 90%
correspondia a H. vineae. ElI genoma fue secuenciado por primera vez en 2013 [57],
siendo el primer genoma de una levadura apiculada en ser caracterizado. En 2022
Oenobrands®, empresa que provee soluciones biotecnoldgicas para la vinificacion,
comenzo a comercializar la cepa T02/05F bajo el nombre Fermivin® VINEAE HV205,
esta cepa produce 10 veces méas acetatos y el doble de bencenoides, compuestos
aromaticos, en comparacién a S.cerevisiae [58], recomendado tanto para vinos tintos,
rosados, blancos y espumantes.

A diferencia de otras Hanseniasporas, H. vineae ha mostrado una mayor tolerancia al
etanol, pudiendo completar fermentaciones hasta 10-11% de alcohol por volumen,
mientras que otras especies del género no superan el 6% de alcohol. Esto se debe en parte
a que su genoma presenta un mayor nimero de copias de los genes ADH, responsables
de la resistencia al etanol [57].

A nivel metabdlico, H. vineae exhibe una alta capacidad para producir compuestos
aromaticos como ésteres acetatos y benzenoides, especificamente 2-feniletanol, tirosol,
triptofol, y alcohol bencilico asi como sus correspondientes ésteres, por lo cual también
se caracteriza: tiene un gran potencial para acetilar. Ademas, genera menores
concentraciones de alcoholes superiores y acidos grasos de cadena media, lo que reduce
el impacto de aromas negativos y favorece la percepcion de frescura y frutosidad [59].

Otra caracteristica importante es su capacidad para producir enzimas extracelulares como
B-glucosidasa y proteasas. Como ya se ha mencionado, estas enzimas tienen un impacto
positivo en la liberacion de precursores aromaticos de la uva y en la estabilidad proteica
de los vinos blancos. En estudios recientes, se ha observado que algunas cepas de H.
vineae pueden reducir la turbidez de los vinos blancos en hasta un 50%, disminuyendo la
necesidad de tratamientos con bentonita, una arcilla que se utiliza en el tratamiento
clarificante [60].

Ademaés, se ha estudiado el comportamiento de H. vineae en diversos tipos de vino. El
analisis quimico de los compuestos aromaticos producidos revela que los vinos
fermentados con H. vineae contienen una cantidad considerablemente mayor de estos
compuestos en comparacion con los inoculados con S. cerevisiae, lo que podria explicarse
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por duplicaciones de genes ARO, relacionados con la produccidn de estos compuestos y
altamente expresados en esta cepa [61]. Sin embargo, se observd que los mostos
inoculados con H. vineae requieren mas tiempo para completar la fermentacion en
comparacién con S. cerevisiae; no obstante, las vinificaciones lograron finalizar, y este
mayor tiempo de fermentacion no debe considerarse necesariamente un aspecto negativo,
ya que las fermentaciones mas lentas pueden tener beneficios organolépticos al prevenir
la volatilizacion de aromas deseados y ser mas eficientes energéticamente al requerir
menos energia para su refrigeracion [60] [62].

7. Fermentacion alcohdlica

Es la forma en la que las levaduras metabolizan de los azlcares presentes en el jugo de
uva, principalmente la glucosa, y a partir de su degradacion obtienen la energia necesaria
para su crecimiento y actividad metabolica [33]. Este proceso se da a una temperatura de
entre 20°-30° para vinos tintos y entre 10°-20° para vinos blancos. Dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno, pueden seguir dos rutas metabdlicas principales, la
fermentacion alcohdlica o la respiracion celular. Ambos procesos comienzan con la via
metabdlica central, la glicolisis, donde la glucosa es transformada en piruvato, siendo
primero fosforilada y convertida en fructosa-1,6-bifosfato, lo que requiere el consumo de
dos moléculas de ATP, para luego ser escindida en dos compuestos de tres carbonos:
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato y finalmente, en la Gltima fase el
gliceraldehido-3-fosfato es oxidado y transformado en piruvato, generando una ganancia
neta de dos moléculas de ATP por cada glucosa metabolizada [63]. En ausencia de
oxigeno, las levaduras llevan a cabo la fermentacion alcohdlica, un proceso en el cual el
piruvato es transformado en etanol y diéxido de carbono [33]. Esta transformacion ocurre
en dos pasos: primero, el piruvato es descarboxilado por la enzima piruvato
descarboxilasa, dando lugar a acetaldehido y liberando CO.. Luego, el acetaldehido es
reducido a etanol mediante la accién de la alcohol deshidrogenasa, en un proceso que
permite regenerar el NAD+ necesario para que la glicdlisis continte [63], de esta manera
se generen los compuestos caracteristicos del vino [50]. Este proceso se ilustra en la
Figura 2.
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Si bien se consumen la glucosa y la fructosa durante el proceso y se encuentran en
concentraciones similares en la uva madura, S. cerevisiae muestra una clara preferencia
por la glucosa, consumiéndola en primera instancia antes de metabolizar la fructosa [64].
Al finalizar el proceso, la mayoria del azlcar residual suele ser fructosa, la cual tiene un
mayor poder endulzante en comparacion con la glucosa [63].

El etanol es el segundo componente méas abundante en el vino después del agua y el que
crea mayor interés como producto de la via principal de la fermentacion. La cantidad de
etanol en el vino final depende, en gran medida, de la concentracién inicial de azlcares
en el mosto y de la eficiencia de las levaduras utilizadas en la fermentacion [33]. Segun
las condiciones, el tipo de producto y la capacidad fermentativa de las levaduras se
necesita entre 16 y 18 g de azlcar/L, para producir un 1% vol. de etanol durante la
fermentacidn alcohdlica, los mostos deben contener entre 180 y 288 g de azlcar/L para
obtener vinos de 10 a 16% vol. de etanol. Desde un punto de vista sensorial, el etanol
aporta ciertas caracteristicas organolépticas al vino. Posee un leve dulzor, una acidez
moderada y un ligero amargor. Ademas, desempefia un papel fundamental como solvente
y transportador de otros compuestos aromaticos, contribuyendo a la percepcion de aromas
y sabores en el vino [65].

Ademas de estos productos principales, también se surgen productos secundarios por vias
secundarias del metabolismo de los azlcares ilustradas en la Figura 2, como el glicerol
[66] que no tiene un impacto directo en el aroma del vino. Pero los metabolitos
secundarios que influyen mayormente, como los bencenoides, isoprenoides, acetoina,
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alcoholes superiores, acidos grasos y sus éstres; estos son los aromas secundarios o
fermentativos. Los principales se detallan a continuacion.

Alcoholes superiores

Todas las levaduras poseen la capacidad de generar alcoholes superiores, los cuales
constituyen el grupo predominante de compuestos aromaticos en las bebidas alcohdlicas.
Estos alcoholes se distinguen por su aroma y sabor intensos, con notas picantes o célidas
[49] [67]. Se clasifican en dos tipos principales: alifaticos y arométicos. Dentro del grupo
de los alifaticos se encuentran el 1-propanol, el alcohol isoamilico y el alcohol isobutilico,
mientras que entre los aromaticos destacan el alcohol 2-feniletilico y el tirosol [36].

Los alcoholes superiores pueden formarse a través de rutas anabolicas, a partir de glucosa,
0 mediante vias catabdlicas, a partir de aminoacidos presentes en el medio. Su formacién
se debe al catabolismo de aminoacidos, el cual sigue la ruta de Ehrlich [68], Figura 3.
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Figura 3. Ruta de Ehrlich.

Esta via metabdlica se compone de tres etapas principales [69] con genes reportados como
sus moduladores. En la primera fase, las transaminasas codificadas por los genes AROS,
ARQ9, BAT1y BAT?2 catalizan la conversion de los aminoacidos en sus correspondientes
a-cetoacidos mediante un proceso de desaminacion. Posteriormente, estos a-Cetodcidos,
como el piruvato, pasan a aldehidos a través de la accion de una de las cinco
descarboxilasas presentes en su genoma (Pdclp, Pdc5p, Pdc6p, ArolOp y Thi3p).
Finalmente, la reduccidon de los aldehidos a alcoholes superiores es llevada a cabo por un
grupo de alcohol deshidrogenasas, incluyendo Adhlp a Adh6p y Sfalp [69]. En este
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ultimo caso, su sintesis puede involucrar la incorporacion de nitrégeno amoniacal a
esqueletos de cetodcidos mediante transaminacion, con posibles funciones estructurales
en la formacion de proteinas. Dentro de este grupo, los compuestos mas comunes son el
2 y 3-metilbutanol, el propanol, el butanol, el pentanol, el alcohol 2-feniletilico y el 3-

metiltio-1-propanol [70].

La composicion y concentracion de estos compuestos en el vino dependen de diversos
factores, entre ellos, la cepa de levadura empleada durante la fermentacion y la
disponibilidad de aminoéacidos en el medio [50]. En la Tabla 1 se presentan alguno de

ellos.

Tabla 1. Alcoholes superiores en vinos junto a su descriptor aromatico asociado y umbral
de percepcion (mg/L). Adaptado de [49]; [29]; [53].

Compuesto Descriptor Umbral (ug/L)

1-pentanol Quimico, aceite de fusel, 2.500 - 64.000
desagradable

1-butanol Vinoso, medicina 500 - 10.000

1-propanol Vinoso, esmalte de ufias 40.000

Alcohol isoamilico AJcohéIico, esmalte de 250 - 31.0000
ufias

Alcohol isobutilico Quimico, aceite de fusel 565 - 228.000

2 'y 3 metil 1-butanol Dulce, papa 1.000

Alcohol 2 feniletilico Rosa, talco, miel 10.000

Tirosol Amargo, quimico 200.000

Triptofol N/I N/I

Alcohol bencilico Floral, rosa, fendlico, 200.000

N/I, no identificado.

balsamico
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Acidos grasos

Los é&cidos organicos poseen una volatilidad insuficiente como para influir
significativamente en el perfil aromatico del vino, a excepcién del acido acético. La
biosintesis de estos acidos puede ocurrir a través de la descarboxilacion oxidativa del
acido piravico con la incorporacion de coenzima A, o bien de forma paralela a la
produccion de &cido férmico, también derivado del acido piravico y la coenzima A [71],
se ilustra en la Figura 2.

Los &cidos de cadena media o larga, con méas de seis carbonos, suelen presentar notas
aromaticas lacteas, evocando ciertos tipos de queso, aunque sus concentraciones en los
vinos suelen ser bastante bajas y pueden tener un impacto negativo en la calidad, dentro
de este grupo estan el acido hexanoico, octanoico y decanoico y los acidos 2 y 3-
metilbutanoico. A su vez son constituyentes esenciales en la membrana celular [30].

Por otro lado, se generan acidos grasos ramificados de cadena corta, con menos de seis
carbonos, se originan en los procesos de anabolismo y catabolismo de los aminoacidos,
como el acido acético y butirico, con notas de vinagre, mantequilla rancia. Algunos de
los acidos mencionados se presentan en la Tabla 2.

Durante el proceso fermentativo, se observa un aumento en la concentracion de los acidos
grasos de cadena corta, mientras que aquellos de cadena larga tienden a reducirse [49]
[30]. En altas concentraciones pueden afectar el crecimiento de las levaduras.

Tabla 2. Acidos grasos en vinos junto a su descriptor aromatico asociado y umbral de
percepcion (mg/L). Adaptado de [29] [53].

Compuesto Descriptor Umbral (ug/L)
Acido acético Vinagre, rancio 150.000

Acido butirico Queso, rancio 2.200-4.000
Acido isobutirico Transpiracién, agrio 8.100

Acido 2 y 3- | Queso azul 250

metilbutanoico
Acido hexanoico Grasoso, rancio, queso 420

Acido octanoico Grasoso, rancio, jabonoso 500
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Acido decanoico Grasoso, rancio, 1.000
desagradable

Esteres

Los ésteres se forman en la fermentacion alcohodlica por la reaccion entre alcoholes y
acidos grasos de manera intracelular. Los ésteres alcohdlicos (acetatos de alcoholes
superiores) se generan cuando la enzima alcohol acetiltransferasa (AATase) transfiere un
grupo acetilo desde el Acetil-CoA a un alcohol superior; estos suelen tener menor umbral
de percepcion que sus respectivos alcoholes por lo que son percibidos mas facilmente
[72].

Por otro lado, los ésteres de acidos grasos, ésteres etilicos, se forman cuando una esterasa
cataliza la reaccion entre un acido graso activado, Acil-CoA, y etanol [73]. La sintesis de
estos ésteres esté influenciada por factores como la cepa de levadura, la disponibilidad de
nitrégeno asimilable y la temperatura; los ésteres de acidos grasos de cadena corta aportan
mas aromas que los de cadena larga. Son los principales responsables de los aromas
afrutados y florales en el vino [29]. En la Tabla 3 se describen algunos de estos.

Tabla 3. Esteres en vinos junto a su descriptor aromatico asociado y umbral de percepcion
(mg/L). Adaptado de [29] [53].

Compuesto Descriptor Umbral (ug/L)
Acetato 2 feniletilo Frutado, miel, floral 250

Acetato de tirosol Frutado, floral 2000

Acetato de tritofol Jazmin, notas especiadas 5000

Acetato de isoamilo Banana, pera 30

Hexanoato de etilo Banana, manzana, violetas  5-200
Octanoato de etilo Durazno, manzana verde 14

Decanoato de etilo Dulce, avellana 200
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Teniendo en cuenta que cada especie de levadura tiene un metabolismo diferente al
momento de producir estos productos secundarios, el perfil aromatico sera caracteristico
del metabolismo secundario de cada cepa de levadura [65].

8. Cultivo mixto

El cultivo mixto de levaduras es una estrategia biotecnologica utilizada en vinificacion
que busca combinar las propiedades fermentativas de Saccharomyces cerevisiae con el
potencial aromatico de levaduras no-Saccharomyces. Mientras que S. cerevisiae se
caracteriza por su eficiencia en la fermentacion alcohdlica y su capacidad para convertir
la mayor parte de los azucares del mosto en etanol, las levaduras no-Saccharomyces
aportan una mayor diversidad de metabolitos secundarios, como ésteres, alcoholes
superiores y compuestos volatiles que enriquecen el perfil sensorial del vino [74]. Sin
embargo, estas Ultimas presentan una menor tolerancia al etanol y frecuentemente no son
capaces de completar la fermentacion por si solas, lo que hace necesaria la incorporacién
de S. cerevisiae para asegurar la estabilidad microbioldgicay el grado alcoholico deseado
[75].

Para llevar a cabo un cultivo mixto existen dos estrategias principales: la co-inoculacion
y la inoculacion secuencial. En la co-inoculacion, ambas levaduras se agregan al mismo
tiempo al mosto. Esta técnica permite una fermentacion mas rapida y puede ser ventajosa
desde el punto de vista operativo, pero conlleva el riesgo de que S. cerevisiae, por su
rapido consumo de nutrientes y su resistencia al estrés fermentativo, inhiba el crecimiento
de la levadura no-Saccharomyces. Esta dominancia metabolica puede limitar la expresion
de los compuestos aromaticos deseados, dado que S. cerevisiae tiende a monopolizar el
medio desde las primeras etapas [76].

Por otro lado, la inoculacion secuencial permite modular el proceso. En este enfoque,
primero se inocula la levadura no-Saccharomyces, permitiéndole actuar durante un
periodo inicial de la fermentacion para que libere sus compuestos aromaticos, y luego se
incorpora S. cerevisiae para completar la conversion de azucares en etanol [77]. Esta
estrategia ha mostrado mejores resultados en términos de retencion y expresion de aromas
diferenciales, ya que la levadura no-Saccharomyces dispone de un entorno menos
competitivo durante sus primeras etapas de crecimiento [75].

Este tipo de fermentacion controlada puede generar vinos con mayor complejidad
sensorial, mas frescura y con perfiles diferenciados segun la cepa utilizada [43].

9. Quorum Sensing

El término quorum sensing (QS) inicialmente fue ampliamente estudiado en bacterias
donde se lo vi6 relacionado con la produccion de biopeliculas y toxinas, pero en afios
recientes su investigacion se ha expandido a hongos y levaduras, incluyendo
Cryptococcus neoformans, H. uvarumy S. cerevisiae [78].
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Es un mecanismo de comunicacion celular dependiente de la densidad poblacional en
microorganismos. A través de la secrecion y deteccion de moléculas sefializadoras, 10s
microorganismos coordinan respuestas colectivas al estado del medio como la
disponibilidad de nitrégeno o la presencia de etanol en funcion del nimero de individuos,
de manera de adaptarse y sobrevivir [79]. Este sistema regula procesos clave como la
morfogeénesis, la produccion de metabolitos secundarios, la formacion de biopeliculas,
esporulacién, cambios morfoldgicos y regulacion de la virulencia y la respuesta a cambios
ambientales [80].

En S. cerevisiae, el QS funciona mediante la produccion y acumulacion de moléculas de
sefializacion, Ilamadas moléculas de quorum sensing (QSMs, por sus siglas en inglés)
[79]. Cuando la concentracion de estas moléculas alcanza un umbral critico, se activan
vias de sefalizacion intracelular que modifican la expresion génica y provocan cambios
en la fisiologia celular. En S. cerevisiae las QSM reportadas son el 2-feniletanol, el
triptofol y el tirosol. Estas moléculas se sintetizan a partir de la ruta de Ehrlich, activando
la expresion los genes ARO9 y ARO10, generando un bucle de retroalimentacion positiva
que incrementa aun mas su produccion. Ademas, ARO80 actia como regulador
transcripcional clave activando la expresion de ARO9 y ARO10 en respuesta a las QSMs,
mientras que los genes Tpk2p y Flo8-FLO11 regulan la morfogénesis en funcion de la
densidad celular [80].

Estas moléculas no solo acttan como sefiales reguladoras del crecimiento celular, sino
que también resultan ser los metabolitos secundarios que influyen en las caracteristicas
organolépticas del vino al contribuir a su perfil aromatico, moléculas como 2-feniletanol
y tirosol estan asociadas a descriptores aromaticos descriptos anteriormente [81]. Es decir,
las mismas moléculas que la levadura produce para “hablar” con sus pares, son las que
después determinan la expresion aromatica del vino. Por lo que se si es posible
comprender como las levaduras se comunican entre si mediante sefiales quimicas
dependientes de la densidad celular, si se logra entender en qué momento las levaduras
empiezan a “escucharse” y como responden a estas sefiales, es posible definir mejor el
momento oportuno para inocular cada especie, optimizando la técnica de cultivo mixto y
asi potenciar al maximo la produccion de aromas deseables y la eficiencia fermentativa.
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Hipotesis

Existe una estrategia 0ptima para realizar la inoculacion de S.cerevisiae en cultivo mixto
con H.vineae M12/196F. Este sistema de interaccion entre las dos especies esta regulado
por compuestos volatiles y permite maximizar la calidad aromatica de vinos producidos

con variedades neutras de uva.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar una estrategia 6ptima de inoculacion de S. cerevisiae y H. vineae en cultivo
mixto, e identificar compuestos producidos en las primeras horas de la fermentacion
claves en su interaccidn, obteniendo vinos de calidad con elevada complejidad aromatica.

Objetivos especificos

e Caracterizar la cinética fermentativa de H.vineae M12/196F. Identificar y
cuantificar concentraciones de compuestos aromaticos producidos en las primeras
72 horas de esta.

e Estudiar el efecto de compuestos bioactivos producidos por H.vineae M12/196F
en concentraciones fisiologicas (correspondientes a las primeras 72 horas de
fermentacidn) sobre la cinética de crecimiento de cepas de Hanseniaspora y de
Saccharomyces. Identificar moléculas con potencial quorum sensing.

e Estudiar el efecto de compuestos bioactivos producidos por H.vineae M12/196F
en concentraciones fisiologicas sobre la cinética fermentativa y produccion de
aromas de una cepa seleccionada por su compatibilidad con S.cerevisiae.

e Evaluar el impacto de diferentes estrategias de inoculacion en el aroma del vino,
identificando la que proporcione el mejor balance entre produccion de etanol,
intensidad y complejidad aromatica.
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Metodologia

1. Insumos

Los insumos utilizados en el presente trabajo pertenecen al Area de Enologia y
Biotecnologia de las fermentaciones y el Laboratorio de Biotecnologia de los Aromas del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CYTAL), de Facultad de
Quimica; en el marco del proyecto “Cultivos mixtos y uvas: cooperacion y competencia
entre levaduras e interacciones con compuestos bioactivos durante la fermentacion”, un
proyecto investigacion Fundamental Fondo Clemente Estable con fondos de la Agencia
Nacional de Investigacion e Innovacion (ANII).

Asi también las levaduras utilizadas fueron adquiridas o aisladas por el Area de Enologia
y Biotecnologia de las fermentaciones, Tabla 4.

Tabla 4. Cepas Saccharomyces y no-Saccharomyces utilizadas.

Nombre Género Especie Origen
TS28 | Saccharomyces Saccharomyces Oenobrands,
cerevisiae Montpellier,
Francia
3C | Saccharomyces Saccharomyces Oenobrands,
cerevisiae Montpellier,
Francia
KU1 | Saccharomyces Saccharomyces Vifiedos uruguayos
cerevisiae
ALG804 | Saccharomyces Saccharomyces Oenobrands,
cerevisiae Montpellier,
France
MS522 | Saccharomyces Saccharomyces Vifiedos uruguayos
cerevisiae
0035 | Saccharomyces Saccharomyces Universidad de
cerevisiae California, Davis
0030 | Saccharomyces Saccharomyces Universidad de
cerevisiae California, Davis
M12/196F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
T02/25F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
M12/196F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
TE11/48F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
TO02/05F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
T02/19F | no-Saccharomyces Hanseniaspora vineae Vifiedos uruguayos
AWRI1280 | no-Saccharomyces Hanseniaspora Vifiedos uruguayos
uvarum
AWRI3579 | no-Saccharomyces Hanseniaspora Vifedos
osmophila australianos
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2. Estrategia experimental

2.1.Caracterizar la cinética fermentativa de H.vineae M12/196F.
Identificar y cuantificar concentraciones de compuestos
aromaticos producidos en las primeras 72 horas de esta

Se realizaron fermentaciones a escala laboratorio, microfermentaciones en matraces,
de la cepa H.vineae M12/196F que no esta siendo comercializada pero tiene potencial
de ser de interés para la industria por su alta produccién de bencenoides [82]. Se
caracteriz6 el crecimiento y cinética fermentativa; se extrajeron, identificaron y
cuantificaron aromas en los primeros tres dias de la fermentacién. El esquema
experimental de esta seccion se ilustra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema experimental de la seccion 2.1.

2.1.1. Fermentacién de H.vineae

Se descongelaron las cepas de levadura que se encontraban almacenadas a -70 °C y fueron
cultivadas en placas de WLN agar [83] a 28 °C por dos dias.

Se realizaron microfermentaciones en matraces estériles de 250 mL, por triplicado; cada
uno en 75 mL de simil mosto que asemeja la composicion del jugo de uva; 100 g/L de
fructosa; 100 g/L de glucosa; 2,5 g/L tartrato acido de potasio; 3,0 g/L acido L-malico;
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0,2 g/L é&cido citrico; 1,14 g/L fosfato dipotasico; 1,22 g/L sulfato de magnesio; 0,44 g/L
dicloruro de calcio dihidratado; 10 mL stock vitaminas; 1 mL stock oligoelementos; stock
aminoacidos 10 mL. Se filtré con filtro estéril MiniSart de 0,22 um y se agreg6é 10 mg
ergosterol disuelto en EtOH 97%.

El stock de amino&cidos cuenta se conforma de Fenilalanina (Phe) 0,10 mg/mL, Tirosina
(Tyr) 0,241 mg/mL, Tript6fano (Trp) 1,205 mg/mL, Isoleucina (lle) 2,411 mg/mL, Acido
aspartico (Asp) 4,218 mg/mL, Acido glutamico (Glu) 6,026 mg/mL, Arginina (Arg)
9,040 mg/mL, Leucina (Leu) 3,616 mg/mL, Treonina (Thr) 4,218 mg/mL, Glicina (Gly)
0,603 mg/mL, Glutamina (GIn) 2,411 mg/mL, Alanina (Ala) 1,205 mg/mL, Valina (Val)
2,411 mg/mL, Metionina (Met) 1,808 mg/mL, Serina (Ser) 4,821 mg/mL, Histidina (His)
1,808 mg/mL, Lisina (Lys) 3,013 mg/mL, Prolina (Pro) 6,026 mg/mL y Asparagina (Asn)
1,808 mg/mL. Estos se mezclan en una plancha para homogeneizar y calentar a entre 100
°Cy 70 °C al mismo tiempo. Posteriormente se filtré con un filtro estéril MiniSart de 0,22
um.

Estos fueron inoculados con 1x10° cél/ml de H.vineae M12/196F en condiciones de
esterilidad a partir de colonias crecidas en WLN agar. Los matraces estaban tapados con
algodon y aluminio para evitar contaminaciones y permitir la liberacién de gas. La
fermentacion se realiz6 a 20 °C en estufa refrigerada.

2.1.2. Seguimiento de cinética fermentativa y poblacional

Cada dia se agitaron levemente los matraces de manera manual para evitar gradientes de
concentracion y sedimentacion de las levaduras; al igual que mejora la aireacion y
liberacion de COa.

Posteriormente a la agitacion se pesaban los matraces en balanza de precision ya que la
liberacion de CO- producido por el proceso fermentativo, se traduce en una pérdida de
peso de los matraces a lo largo de los dias y es utilizada como forma indirecta de medir
la cinética fermentativa. EI CO> potencial se calculé con la Ecuacion 1 de Anexo 2 a
partir de los azlcares presentes en el simil mosto.

Se realizaron recuentos en camara de Neubauer con azul de metileno 0.01%, citrato de
sodio 2%; de muestras extraidas a las 24, 48 'y 72 horas de la fermentacion para determinar
la densidad celular. EI nimero de cél/ml fue calculado con la Ecuacién 2 del Anexo 1.
Ademas de recuento en placa, utilizando la Ecuacion 3 también en Anexo 1.

El resto de la muestra fue almacenada en freezer a -20 °C.

2.1.3. Extraccién de compuestos libres con cartuchos Isolute ENV+

Al finalizar el tiempo de fermentacion correspondiente a cada triplicado, el contenido del
matraz fue centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos para recuperar el sobrenadante donde
se encuentran los compuestos producidos y liberados al medio extracelular, el pellet
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compuesto de restos de levaduras fue descartado. El sobrenadante se almaceno a -20 °C
en vasos de recoleccion estériles.

El método adaptado por Boido. et al. [84] permite separar tanto los compuestos
aromaticos libres (aquellos que estan en su forma volatil y pueden percibirse directamente
a través del olfato) de los que se encuentran en forma ligada (aquellos conjugados con
otras moléculas como azUcares en forma de glicosidos de manera que no son volatiles y,
por lo tanto, no contribuyen al aroma del vino de manera inmediata). Los cartuchos
utilizados contienen una resina polimérica de estireno-divinilbenceno, cuya estructura ha
sido modificada para convertirla en un material adsorbente altamente hidrofobico.

Se prepard el estandar interno 2-octanol y n-heptanol en un matraz aforado de 10,00 mL
se agregaron 3,4 pL de estandar de 2-octanol y 3,4 uL de estandar de n-heptanol. La
solucién se complet6 hasta volumen con metanol. Las concentraciones finales obtenidas
fueron de 0,278 g/L para 2-octanol y 0,279 g/L para n-heptanol.

La muestra se preparé tomando 50 mL en un matraz de 100 mL al que se le adicion6 0,1
mL de estandares internos y se enrasé con agua destilada.

Se acondicionaron los cartuchos Isolute ENV+ (International Sorbent Technology Ltd.,
Mid Glamorgan, UK) [85], para esto se prepar0 el sistema manifold conectandolo a la
bomba de vacio, agregando los cartuchos con 1 g de un polimero de estireno-
divinilbenceno (SDVB) altamente reticulado al sistema manifold utilizando adaptadores;
los espacios donde no se conectaron cartuchos se tapan con tapones para asegurar el vacio
del recipiente; a su vez a los cartuchos se conectan jeringas de 50 mL a modo de
contenedor para que la muestra. Los cartuchos se lavaron con 15 mL de metanol y
posteriormente se activaron con 20mL de agua destilada. Se esquematiza el proceso de
elucion en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema del procedimiento de retencion y elucion de los distintos compuestos
aromaticos de muestra para cartuchos ISOLUTER ENV+. 1. Pretratamiento de la
muestra, dilucién. 2. Lavado de la fase con solventes metanol, miscible en agua para la
eliminacion de interferencias, posterior lavado con agua. 3. Pasaje de la muestra. 4.
Elucion de interferencias con agua. 5. Elucion de los compuestos volétiles libres con
diclorometano. 6. Elucion de los compuestos ligados con metanol.

La extraccion se realizé eluyendo la muestra a través de la resina, luego esta se lavo con
20 mL de agua. Se quito el recipiente de plastico y se agregaron agujas y frascos de vidrio
color &mbar con aluminio a modo de tapa para recolectar la muestra. Se eluyd la fraccién
libre en el cartucho con 30 mL de diclorometano, adaptando el sistema de presion
controlada para tener un flujo de 4-5 mL/min. La fraccion libre se almacend ON en el
freezer a -20 °C para que se congelase el agua. Para lavar los cartuchos se volvié a agregar
el recipiente de plastico y 30 mL de metanol.

Para la concentracion la fraccion libre ya congelada esta se sacd del freezer y
rapidamente (para evitar que se descongele el agua) se transfirié a un matraz seco a través
de un embudo con lana de vidrio, se sec6 agregando sulfato de sodio anhidro, se agitd
levemente y filtré nuevamente con lana de vidrio a un balén de 100 mL. Se concentr6 con
una columna Vigeraux en el balon de vidrio con piedras de ebullicién dentro, para que no
se creen burbujas al elevar la temperatura, en un bafio a 45 °C hasta un volumen de 4 mL
aproximadamente. Una vez llegado al volumen se trasvaso a un vial y se termin6 de
concentrar hasta 200 pL con corriente de nitrégeno.

2.1.4. Ildentificacion de compuestos extraidos

La identificacion se realizo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas, GC-MS, en un espectrometro de masas Shimadzu-QP 2010 ULTRA (Tokio,
Japoén) equipado con una columna capilar Stabilwax (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 pm de
espesor de pelicula; Restek Corporation, Bellefonte, PA, EE.UU.). Para el GC la
temperatura del horno era de 40 °C, la del inyector 240 °C en modo split. Para el MS la
fuente de iones de temperatura es de 200 °C, la de la interfase 240 °C. Se tuvieron en
cuenta los indices de retencion lineal segun el indice de kovats o indice de retencion y su
fragmentacion que se comparo con las de bibliotecas de espectros de referencia para su
identificacion [86] [87] [88] [89].

2.1.5. Cuantificacion de compuestos extraidos

Los cromatogramas extraidos del GC-MS fueron analizados en el programa Lab solutions
[90] La cuantificacion se realizo integrando los picos de los compuestos, tomando de
referencia el area del estandar 2-octanol y n-heptanol de concentracion conocida, las
concentraciones se calcularon utilizando la Ecuacion 4, Anexo 3.
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2.2. Estudio de efecto de compuestos bioactivos producidos por
H.vineae M12/196F en  concentraciones  fisioldgicas
(correspondientes a las primeras 72 horas de fermentacion) sobre
la cinética de crecimiento de cepas de Saccharomyces y de
Hanseniaspora. Identificacién de moléculas con potencial quorum
sensing

Los experimentos que se explican en esta seccion sirvieron para estudiar como las
concentraciones fisioldgicas de algunos los compuestos identificados y cuantificados en
la seccién anterior afectaban el crecimiento de cepas de levaduras Saccharomyces y
Hanseniaspora.

2.2.1. Precultivos

Se realizan precultivos en 5 mL de YPD (20 g/L glucosa; 20 g/L peptona; 10 g/L extracto
de levadura) en tubos estériles a partir de una colonia de cada una de las cepas crecidas
en WLN. Se crecieron ON en shaker a 120 rpm y 25 °C.

2.2.2. Siembra de microplaca

Del compuesto correspondiente se realizan diluciones a partir de soluciones mas
concentradas [91] de manera de llegar a la concentracion producida por H.vineae
M12/196F en cada momento, utilizando la Ecuacion 5, Anexo 4.

Se sembraron 250 uL por pocillo, con 225 uL de simil mosto con la dilucion del
compuesto a analizar y 25 uL del in6culo de manera de que sean 10° cél/mL por pocillo,
esto se calcula a partir del recuento en microscopio Optico en camara de Neubauer,
Ecuacion 1, Anexo 2.

Las distintas cepas de levaduras se sembraron en placas de 96 pocillos de manera
horizontal, a excepcion de la Gltima fila donde no se sembré ninguna levadura y funciona
como blanco. De manera vertical y de a tres columnas se sembraron las concentraciones
del compuesto seleccionado de manera que las primeras tres columnas corresponden a la
concentracion producida por H.vineae M12/196F a las 24 horas, las siguientes tres a la
de 48 horas, de igual manera las otras tres para las 72 horas y las ultimas son triplicados
de control negativo sin compuesto. El esquema de siembra se ilustra en la Figura 6, tanto
para las levaduras Saccharomyces (Figura 6a) y las no-Saccharomyces (Figura 6b).
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Figura 6. Esquema de siembra de placa de 96 pocillos. a. Cepas de levaduras
Saccharomyces. b. Cepas de levaduras no-Saccharomyces.

Cada placa se dejé creciendo en el lector de placas TECAN por 48 horas, utilizando el
programa Magellan [92] seteado para que se tomaran medidas de absorbancia a 620 nm
cada 20 minutos con un total de 97 ciclos a 25 °C (con un rango de temperatura entre 24
y 26 °C).

2.2.3. Analisis de parametros de crecimiento

Los archivos extraidos del lector de placas TECAN fueron procesados mediante el
software GATHODE [93], un paquete de software para analizar series temporales de
mediciones de densidad Optica registradas con ayuda de un lector de placas. Permite
extraer parametros de crecimiento como la fase de latencia, el tiempo de duplicacion, el
tiempo que tarda en llegar a su maximo crecimiento y la velocidad de crecimiento.

Estos datos se analizaron el comando de andlisis estadistico de los datos mediante
ANOVA con el programa de analisis y visualizacion de datos STATISTICA 7.0 [94]. Se
calcularon y las diferencias significativas de Tukey.

En estudios de crecimiento celular de levaduras, los pardmetros cinéticos permiten
evaluar la eficiencia y dindmica del proceso. El tiempo maximo se refiere a cuanto tarda
el cultivo en llegar a la velocidad maxima de crecimiento, un aumento en este valor indica
un crecimiento fue mas lento. El tiempo de duplicacion, corresponde al intervalo
requerido para que la poblacion de microorganismos se duplique, su incremento sugiere
una menor tasa de proliferacion. La duracién de la fase de latencia es el tiempo que
tarda en comenzar la fase exponencial, su prolongacion implica que la levadura enfrenta
desafios en la adaptacién, ya sea por estrés ambiental, deficiencia de nutrientes o la
necesidad de activar rutas metabdlicas especificas. La velocidad de crecimiento mide la
rapidez con la que aumenta la biomasa, su incremento refleja condiciones favorables para
el desarrollo celular y una eficiente asimilacion de sustratos [93].
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Mediante el programa se determinaron en qué condiciones habia diferencias significativas
para cada uno de estos. Para mejor visualizacion del efecto producido se disefid un
sistema de puntuacion en el que si un parametro que presenta diferencia significativa
demuestra que una concentracion de compuesto favorece el crecimiento de la levadura,
se le suma un punto (+1), si por el contrario lo desfavorece se le resta un punto (-1) y si
no presenta diferencias significativas, o sea que no le afecta de ninguna manera y por lo
tanto no presenta diferencias significativas, no se le adjudica puntaje (0). Esto se repite
para cada parametro de crecimiento de cada cepa de levadura bajo cada concentracion de
compuesto.

2.3 Estudio del efecto de compuestos bioactivos producidos por H.vineae
M12/196F en concentraciones fisiologicas sobre la cinética
fermentativa y produccion de aromas de una cepa seleccionada por
su compatibilidad con S.cerevisiae

A partir del punto anterior se seleccionaron compuestos que favorecieran o
desfavorecieran el crecimiento de cada una de las cepas, algunos de los compuestos de
mayor interés pasaron a este estudio para ver su efecto sobre la fermentacion de la
levadura Saccharomyces si se agrega en esas mismas concentraciones fisiologicas de
manera exdgena. Este y cada uno de los siguientes ensayos de fermentacion fueron
detenidos al dia 10, no porque se considerara que la fermentacién habia terminado, sino
para evitar la aparicién de defectos aromaticos que pueden aparecer por tratarse de una
escala de laboratorio y no reflejan lo que sucederia a escala industrial con mayor
agitacion.

2.3.1. Eleccion de cepa de S.cerevisiae

Para seleccionar la cepa de S.cerevisiae a utilizar se disefié un experimento en microplaca
a modo de observar el efecto de un mosto fermentando por H.vineae M12/196F sobre el
crecimiento de distintas cepas de S.cerevisiae de manera global y no solamente
compuesto por compuesto, se realizé un cultivo en simil mosto por 24 horas en agitacién
120 rpm y este mosto ya centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos, se filtraron 10 mL con
filtro esteril MiniSart de 0,22 pm y luego se le agreg6 52 pL de solucion de nutrientes (50
uL extracto de levadura, 2 pL tiamina) fue utilizado como medio para sembrar una placa
de 96 pocillos con las siete cepas de S.cerevisiae a utilizadas. Se sembraron 225 pL de
este mosto, los pre-cultivos de las siete cepas de S.cerevisiae fueron realizados como se
describe en el Punto 2.1.1. Se ilustra en la Figura 7.

En las otras tres columnas se inocularon las cepas, pero con mosto nuevo sin nutrientes
para ver el potencial maximo de crecimiento, cuando el medio tiene todos los nutrientes.
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Figura 7. Procedimiento de microplaca con cepas de S.cerevisiae en mosto fermentado
por H.vineae M12/196F.

Se realiz6 el mismo analisis descrito en el punto 2.2.3 de manera de seleccionar la cepa
de S.cerevisiae cuyo crecimiento se viera mas favorecido por el mosto fermentado de
H.vineae M12/196F.

2.3.2. Fermentacidn de S.cerevisiae TS28 en simil mosto con compuestos
agregados

Las fermentaciones de S.cerevisiae TS28 se realizaron por triplicado de igual manera que
se detalla en puntos anteriores, pero en este caso cada triplicado se les agreg6 de manera
exogena la concentracion producida en determinado momento por H.vineae M12/196F
de los compuestos seleccionados a partir de su efecto favorable o negativo sobre la
fermentacion analizado en el punto anterior.

2.3.3. ldentificacion y cuantificacion de compuestos durante la
fermentacion junto al compuesto seleccionado

La extraccién de compuestos libres con cartuchos Isolute ENV+ y concentracion de estos
en matraces con columna Vigeraux, asi como su identificacion y cuantificacion por GC-
MS siguen el procedimiento ya mencionado anteriormente, en los 2.1.3; 2.1.4y 2.1.5.

2.4 Extraccion de ADN de levaduras para secuenciacion

Para la extraccion de ADN gendmico de las levaduras, se empleo inicialmente el kit
QIAGEN Genomic DNA [95] especifico para levaduras, siguiendo el protocolo estandar
recomendado por el fabricante. Sin embargo, debido a la baja cantidad de ADN
recuperado en las muestras procesadas, se implementaron modificaciones al
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procedimiento con el objetivo de mejorar la disrupcion celular y optimizar la recuperacion
del material genético.

En una de las modificaciones, antes de la lisis celular, las células fueron sometidas a
nitrogeno liquido para inducir la crio trituracion del material, facilitando la ruptura de la
pared celular mediante la posterior pulverizacion mecénica. En otra variante del
protocolo, se aplicd sonicacion previa a la extraccion durante 5 minutos, utilizando un
sonicador de laboratorio con parametros controlados de amplitud y tiempo de exposicion,
con el fin de fragmentar la estructura celular mediante cavitacion ultrasonica antes del
proceso de lisis enzimatica.

Las muestras obtenidas tras cada procedimiento fueron sometidas a analisis de calidad e
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando buffer TAE y
tincion con GreenSafe [96] para la visualizacion del ADN bajo luz UV.r

2.5 Evaluacion del impacto de diferentes estrategias de inoculacién en el
aroma del vino, identificando la que proporcione el mejor balance
entre produccion de etanol, intensidad y complejidad aromatica

Se disefiaron los experimentos de manera de caracterizar las fermentaciones con co-
inoculacién e inoculaciones secuenciales el momento de inoculacién de la levadura
Saccharomyces a una fermentacion de no-Saccharomyces.

2.5.1. Caracterizacion del mosto de uva

Se utiliz6 mosto blanco de uva Ugni Blanc cedido por GRUPO TRAVERSA S.A [97].
Se le midi6 densidad utilizando un densimetro portatil Anton Paar, asi como la
temperatura para relacionar la densidad a los gramos de azUcar (utilizando la Tabla 5,
Anexo 5) el pH, la refractometria y se determind el nitrogeno asimilable mediante el
método de Sdrensen [98].

Para eliminar cualquier microorganismo presente en el mosto se agregd 200 uL/L de
Dimetil dicarbonato (DMDC). Se esper6 5 horas para que este se degradara en agua y
CO; antes de utilizar el mosto.

2.5.2. Fermentacién con cultivo mixto

Se realizaron microfermentaciones en mosto blanco de uva Ugni Blanco como se explica
en el punto 2.1.1. En las pruebas de fermentaciones mixtas se realiz6 una co-inoculacién
simultanea de H.vineae M12/196F y S.cerevisiae TS28; asi como inoculaciones
secuenciales que comenzaron la fermentacion con H.vineae M12/196F, a una de ellas se
le inoculo con S.cerevisiae TS28 a las 24 horas, la otra a las 48 horas y la Gltima a las 72
horas. Cada vez que se inoculd con S.cerevisiae TS28 se agrego solucion de nutrientes
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(15 pL/L de tiamina y 375 pL/L de extracto de levadura). Cada fermentacion se realizo
por triplicado como se ilustra en la Figura 8.

Dia0 Dial Dia2 Dia 3 Dia 7 Dia 10
H.y
M12/196F : —
+ S.¢TS28 + T ST Extracciéon y concentraciéon
de compuestos libres
S.cTS28 +
Hoy MIZAISE  1iomina + YE J
A \
* ey + et * [
S.c TS28 +
H.y M12119\6.F Tiamina + YE
GC-MS
S.c TS28 +
H.v M12/196F Tiamina + YE
N\ N

-> S SR

Figura 8. Estrategia experimental del punto 2.5.2.

Las fermentaciones se mantuvieron en estufa refrigerada a 20°C, agitandolas diariamente.

2.5.3. Determinacion de cinética fermentativa y recuento de levaduras en
placa.

Los matraces fueron pesados diariamente y muestras de cada uno fueron plaqueados en
WLN luego de 24 horas de inoculacién y al séptimo dia de fermentacion.

2.5.4. ldentificacion y cuantificacion de compuestos durante la
fermentacion mixta

La extraccidn de compuestos libres con cartuchos Isolute ENV+ y concentracion de estos
en columna Vigeraux, asi como su identificacion y cuantificacion por GC-MS siguen el
procedimiento ya mencionado en los 2.1.3; 2.1.4; 2.1.5 en muestras extraidas el dia 10.

2.5.5. Determinacion del perfil aromatico

Para caracterizar el perfil aromatico de cada fermentacion, los compuestos identificados
se agruparon segun sus descriptores sensoriales: frutal, floral, miel, mantecoso,
especiado, herbaceo, queso o rancio, y graso. A cada compuesto se le calcul6 su Odor
Activity Value (OAV), definido como la relacién entre su concentracion en el vino y su
umbral de percepcion sensorial.
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2.5.6. Caracterizacion quimica del fermentado

Fueron analizadas concentraciones de glucosa, fructosa y etanol al mosto de uva previo a
la fermentacion y luego de esta mediante HPLC. Se realizaron curvas de calibracién para
ambos casos, Anexo 5. Se utilizé una columna SUPELCOGEL C-610H (30cm x 7.8mm,
9mu), fase movil fue sulfurico 0,005N, la temperatura del horno 60 °C, la temperatura del
detector RID 60 °C, la temperatura detector UV 40 °C, la temperatura de la columna 60°C

y un flujo de 0,5 mL/min.
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Resultados y discusion

1. Caracterizacion de la cinética fermentativa de H.vineae M12/196F.
Identificacién y cuantificacion de concentraciones de compuestos
aromaticos producidos en las primeras 72 horas de esta

1.1. Seguimiento de cinética fermentativa y crecimiento poblacional

Para evaluar la cinética de fermentacion, se llevaron a cabo microfermentaciones en un
medio simil mosto, monitoreando el crecimiento de H.vineae M12/196F a lo largo del
proceso fermentativo. En la Figura 9 se evidencia que durante las primeras 24 horas la
curva comienza a incrementarse, marcando la transicion de la fase de latencia a la fase
exponencial. En esta etapa, las levaduras se han adaptado al medio y han activado sus
rutas metabolicas fermentativas, utilizando los azlcares fermentables como principal
fuente de carbono y energia mediante la fermentacion alcohdlica, donde los convierten
en etanol y CO2. La produccion de este ultimo gas se empled como un indicador indirecto
de esta cinética, con muestreos realizados en los primeros tres dias para su posterior
andlisis de compuestos volatiles.

8_
v vy v’ ® Dial
44 m Dia2
- 6= v
= Y A Dia3
= 4
— 4 YY v Control
) 4
& 4
=1)] 2 - Y
.A
0-*IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 10 20 30
Tiempo (Dias)

Figura 9. Gréfica de cinética fermentativa a lo largo del tiempo. ~®- , medida tomada el
dia 1. ™ medida tomada el dia 2. &, medida tomada el dia 3. ¥, medidas tomadas
hasta el final de la fermentacién como control.

La fase exponencial se extendio aproximadamente hasta los dias 19-20, durante este
tiempo la tasa de division celular se mantiene [99]. A partir de este punto, la variacion en
el peso de los matraces se torné6 minima, la curva mostro una tendencia hacia la meseta,
sugiriendo que la poblacién celular ha alcanzado su densidad maxima y ha entrado en un
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estado de mantenimiento metabolico, donde las levaduras continan con funciones
fisiologicas esenciales, pero sin replicarse activamente, lo que indica una disminucion en
la tasa de produccion de CO: y la transicion a la fase estacionaria [33].
Comparativamente, estudios previos con H. vineae han reportado fermentaciones de
menor duracion [72]. Estas diferencias pueden deberse a que, si bien se partié de simil
mostos con la misma concentracion de azlcar y nutrientes, se utilizaron las mismas
condiciones, la agitacion diaria que se hace de forma manual puede haber sido diferente
entre los operarios, dando lugar a el cultivo se comportara diferente. Ademas hay que
considerar que aunque la fermentacion se dio como finalizada, en este experimento se
siguié midiendo la perdida de CO; hasta el dia 32 para completar la curva de cinética
fermentativa; mientras que los estudios que utilizan H.vineae M12/196F finalizan
aproximadamente al dia 12, ya que a escala de laboratorio no se realizan los mismos
tratamientos que en la bodega y pueden dar pie a compuestos volatiles que interfieran con
la caracterizacion de los aromas; de ahora en mas los experimentos realizados fueron
terminados al dia 10 por esta razon.

A partir de la concentracion inicial de azucares en el mosto, se estim6 una produccién
tedrica de 9,68 g CO»/100 mL al final del proceso mediante la Ecuacion 1 del Anexo 2,
mientras que la cuantificacion experimental arrojé un valor de 7,48 g CO2/100 mL, lo que
indica una eficiencia fermentativa ligeramente inferior a la esperada, aunque dentro de un
rango aceptable y similar a estudios previos con otras cepas de H.vineae [47].
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3x107
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Figura 10. Recuento de células vivas a lo largo de la fermentacién.

Esto se puede correlacionar con la cantidad de células vivas, Figura 10, estas crecen hasta
llegar a 3.13x107 células al dia 10, mientras que Martin et al. [82] logra aproximadamente
4x107 para el dia 13. Por lo que si bien se tenia un nimero similar de levaduras que
comportaron de manera distinta aln en las mismas condiciones experimentales, el Unico
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factor que cambid es la agitacion ya que se realizé de forma manual y puede variar entre
operadores, dando a entender la importancia de la agitacion para el crecimiento de
H.vineae M12/196F.

1.2.Compuestos identificados

Se identificaron y cuantificaron 30 compuestos volatiles producidos durante la
fermentacion alcohdlica de H.vineae M12/196F en los primeros tres dias de fermentacion,
de los que se decidio seguir estudiando 10 de intereés clasificados en alcoholes superiores,
acetatos y acidos grasos de cadena corta. El interés de estudiar los acetatos es por la alta
capacidad de H.vineae de acetilar alcoholes superiores, mientras que los &cidos grasos
pueden tener un rol de comunicacién celular. La cuantificacion de cada compuesto se
desglosa a continuacion. Las concentraciones se muestran mas en detalle en la Tabla 6,
Anexo 2.

Alcoholes superiores

Dentro de este grupo se identifico al alcohol 2-feniletilico, tirosol, triptofol y alcohol
bencilico, las concentraciones se observan en la Figura 11 acompafiadas de la curva de
crecimiento.

Tanto el alcohol 2-feniletilico como el tirosol muestran un incremento significativo en su
concentracion que acompafia el crecimiento celular, siendo los que se producen en mayor
proporcion; esto coincide con que la produccion de ambos esta regulada por la densidad
celular [70]. Por un lado, el alcohol 2-feniletilico no supera su umbral de percepcién de
10.000 pg/L en las primeras 72 horas de fermentacion; aunque las fermentaciones con
esta cepa indican que al dia 12 si lo supera y se perciben los aromas de rosa y miel [82];
el incremento exponencial indica que podria haber llegado a esta concentracion si se
hubiera seguido el experimento.

Si bien el alcohol bencilico tampoco supera los 200.000 ug/L necesarios para detectarlo
esto se debe a que se mantiene en concentraciones muy bajas al inicio de la fermentacion.
A pesar de su bajo nivel de produccion, también tiene un umbral de percepcion
relativamente bajo, pudiendo alcanzar hasta 620 pg/L a los 12 dias de fermentacion [82],
por lo que se podria llegar a detectar sus notas aromaticas floral, rosa, fenolico y
balsdmico. Aunque es producido en bajas concentraciones en comparacion a otros
compuestos, es muy caracteristico de H.vineae y no se ha visto en fermentaciones de
S.cerevisiae [82].

El triptofol es el que cuenta con un comportamiento méas llamativo pues alcanza su
maximo a las 48 horas, pero decrece a las 72 horas, no siguiendo la curva de crecimiento
celular. Esto sugiere una posible transformacion o degradacion, que la mayoria del
alcohol haya sido convertido en su forma acetilada mediante alcohol acetiltransferasas,
enzima con alta actividad en esta levadura; esta forma del compuesto es mas volatil y se
acumula en el medio como parte del perfil aromatico de la fermentacion. Este proceso
podria estar indicando un proceso de sefializacion. Tampoco se especifica un descriptor
aromatico, ni su umbral de percepcion, lo que hace dificil evaluar su impacto en la calidad
sensorial.
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Figura 11. Dinamica de produccion de alcoholes superiores y curva de crecimiento
celular de H. vineae M12/196F durante la fermentacion.

Al momento de caracterizar las diferentes cepas de H.vineae por [100] la cepa M12/196F
se destacé por su alta produccion de alcoholes superiores, casi en igual proporcion que
S.cerevisiae M522.

Esteres

Dentro de este grupo se estudiaron los ésteres alcoholicos, entre ellos el acetato 2-
feniletilo, el acetato de tirosol y el acetato de triptofol. Sus concentraciones se muestran
en la Figura 12.

El acetato 2-feniletilo experimenta un aumento notable en su concentracion, valor similar
previamente reportado [82], superando su umbral de percepcidn, 250 pg/L, lo que indica
que su contribucion al aroma es significativa incluso en etapas tempranas de la
fermentacidn. Este compuesto es conocido por aportar aromas de fruta tropical, manzana,
miel y florales (concretamente rosa). Este es otro de los compuestos en los que se
encuentra una diferencia de produccion entre las Saccharomyces y no-Saccharomyces, en
especial el género Hanseniaspora, dentro de la cual la cepa M12/196F se ha destacado
por ser la mayor productora. La concentracién del acetato concuerda con ser la que esta
en mayor proporcion con que su alcohol precursor también sea el mas presente, por lo
gue se da una acetilacion muy eficiente. La produccion final del acetato alcanza
aproximadamente 46% de la concentracion del alcohol, lo que confirma una alta tasa de
acetilacion.
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El acetato de tirosol también presenta un incremento considerable, partiendo de 386,0
pg/L a las 24 horas y alcanzando 2448,74 ug/L a las 72 horas, superando en este punto
su umbral de percepcion de 2000 pg/L, dando lugar a notas afrutados y florales. Si bien
no esté caracterizado para esta cepa, la cepa comercial M02/25F presentd una produccion
de 4547 pg/L a los 12 dias de fermentacion por lo teniendo en cuenta el tiempo que le
tomd6 a M12/196F llegar a la mitad de este valor, se podria suponer que puede producir
mas que M02/25F. El acetato de tirosol se encuentra en concentraciones mayores que su
alcohol precursor desde el inicio al igual que Martin et al. [59]. Esto indica que la
acetilacion ocurre de manera muy eficiente y rapida por parte de H. vineae M12/196F.

El acetato de triptofol es el compuesto que muestra las mayores concentraciones en todos
los tiempos de medicion, iniciando en 4111,18 pg/L a las 24 horas y superando el umbral
de 5000 pg/L para percibir los aromas afrutados y florales al llegar a 7334,3 pg/L a las
48 horas. El caso mas extremo de alta acetilacion es el del triptofol, que muestra una
concentracion maxima a las 48 horas, su acetato es producido en una cantidad muy
superior desde las primeras horas de fermentacion. Esto indica que H. vineae M12/196F
convierte casi todo el triptofol en su forma acetilada de manera inmediata, con una
eficiencia extremadamente alta.
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Figura 12. Dinamica de produccion de acetatos y curva de crecimiento celular de H.
vineae M12/196F durante la fermentacion.

En la caracterizacion de Martin et al. [82] esta cepa resulto ser la mayor productora de
acetatos y los valores son similares a los presentados por Valera et al. [72].

Acidos grasos de cadena media

Se observa un incremento progresivo de los acidos hexanoico, octanoico y decanoico a
lo largo del tiempo, Figura 13, lo que sugiere que H. vinea M12/196 metaboliza
activamente los precursores lipidicos y aminoacidicos durante la fermentacion. En el
comportamiento general de las no-Saccharomyces, estas suelen producir menos cantidad
de &cidos grasos que las Saccharomyces [74].
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El acido hexanoico, que presenta notas aromaticas a queso Yy grasa, incrementa su
concentracion a lo largo del tiempo. Este comportamiento indica una activacion de rutas
metabdlicas vinculadas a la sintesis y degradacién de lipidos, con posibles efectos sobre
la estabilidad de la membrana celular y la supervivencia de la levadura a condiciones
fermentativas. En términos sensoriales, su concentracion final no supera el umbral de
percepcion.

Por otro lado, el &cido octanoico, con descriptores rancios y grasosos, aumenta de 35,14
po/L a 152,81 pg/L, también sin superar el umbral de percepcion.

El acido decanoico, que alcanza 598,07 ug/L y tampoco supera el umbral de percepcion
es conocido por conferir notas cerosas y jabonosas en altas concentraciones. Se ha
sugerido que este compuesto podria contribuir a la percepcion de volumen en boca de los
vinos fermentados con H. vineae M12/196F, debido a su interaccién con otros lipidos y
polisacaridos liberados durante la fermentacion.
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Figura 13. Dindmica de producciéon de &cidos grasos de cadena media y curva de
crecimiento celular de H. vineae M12/196F durante la fermentacion.

Ninguno de estos compuestos supera el umbral de percepcion por lo que no afectarian
negativamente a los aromas en este punto.

Teniendo en cuenta los compuestos que superaron el umbral de percepcion, en este
fermentado se debe de percibir aroma floral, a rosas, frutado y miel; aromas buscados en
vinos blancos y vinos de maceracion carbonica [43] [41].
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2.  Estudio del efecto de compuestos bioactivos producidos
por H.vineae M12/196F en concentraciones fisioldgicas
(correspondientes a las primeras 72 horas de
fermentacion) sobre la cinética de crecimiento de cepas de
Hanseniaspora y de Saccharomyces. ldentificacion de
moléculas con potencial quorum sensing

Se evalu6 el impacto de los compuestos bioactivos con sus diferentes concentraciones
mencionados en el punto anterior en el crecimiento de distintas cepas de levadura. A
través de este andlisis, se determind si la presencia de los compuestos favorece, inhibe o
no altera el crecimiento de las levaduras evaluadas.

Los parametros de crecimiento analizados fueron el tiempo maximo, el tiempo de
duplicacion, duracion de la fase de latencia y la velocidad de crecimiento explicados en
el Punto 2.2.3 de Metodologia.

La combinacién de estos parametros permite evaluar de manera integral el impacto de un
compuesto en el crecimiento de las levaduras, de modo que, segun los valores obtenidos
y su tendencia general, se puede concluir si dicho compuesto favorece, inhibe o no tiene
un efecto significativo sobre la proliferacion celular a grandes rasgos. Las graficas que se
presentan a continuacion evallan estos pardmetros con el criterio explicado en el punto
2.2.3 de Metodologia y el desarrollo de sus valores en el Anexo 6.

Alcohol 2-feniletilico

En S.cerevisiae este alcohol esta reportado como QSM cuando hay poco nitrégeno en el
medio [69]. En general se ve que afecta positivamente el crecimiento de estas cepas,
Figura 14a. Estas son buenas productoras de alcoholes superiores, por lo que su presencia
en el medio parece indicar un metabolismo funcional.
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Figura 14. Efecto del alcohol 2-feniletilico en concentraciones producidas a las 24, 48 y
72 horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp segun sistema de puntuacion disefiado.
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En contraste, las Hanseniasporas, Figura 14b, parece ser menos eficiente en la sintesis
de alcoholes superiores, lo que podria hacer que el alcohol 2-feniletilico acte como un
factor de estrés en lugar de un promotor del crecimiento. La inhibicion severa de la cepa
TO02/25F sugiere una sensibilidad especifica, probablemente debida a diferencias en la
estructura de su membrana celular o en la regulacion de genes involucrados en la
detoxificacion de compuestos aromaticos.

Acetato 2-feniletilo

En todas las cepas de S. cerevisiae la exposicion a la concentracion de las 24 horas
muestra un crecimiento favorecido moderado, lo que indica un efecto positivo
generalizado en la fase inicial del crecimiento. Sin embargo, a las 48 horas, menos cepas
muestran este beneficio, ya sea de igual manera o moderado. Lo que sugiere que el
compuesto podria ser metabolizado o que su impacto positivo disminuye con el tiempo.
No obstante, la cepa KU1 es una excepcion, ya que sigue viéndose favorecida hasta
alcanzar un puntaje maximo, lo que podria indicar una mayor eficiencia en la asimilacién
o tolerancia del compuesto. A las 72 horas, la tendencia se mantiene con una disminucién
del efecto positivo en la mayoria de las cepas, pero esta vez la cepa 3C muestra un mayor
beneficio, sugiriendo que diferentes cepas pueden expresar mecanismos diferenciales de
adaptacion a la presencia prolongada del éster en el medio.

Por otro lado, las Hanseniasporas solo presentan tres cepas con un crecimiento favorecido
por la presencia del acetato, siendo la méas beneficiada H. osmophila. Sin embargo, a
medida que aumenta la concentracién y el tiempo de exposicion, el efecto positivo en esta
cepa disminuye, lo que indica que el compuesto podria estar generando un efecto tdxico
o limitante en concentraciones mas elevadas. Esto podria estar relacionado con la menor
capacidad de H. vineae para metabolizar ésteres en comparacion con S. cerevisiae, lo que
Ilevaria a una acumulacion del compuesto en el medio y, en consecuencia, a una reduccion
del crecimiento celular.
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Figura 15. Efecto del acetato 2-feniletilo en concentraciones producidas a las 24, 48y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp. segun sistema de puntuacion disefiado.
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Posiblemente este acetato producido por H.vineae M12/196F es positivo para el
crecimiento S.cerevisiae, por lo que esta estaria produciendo el alcohol 2-feniletilico muy
eficientemente, este es el precursor de este acetato, de manera que H.vineae M12/196F lo
acetile y asi obtener este compuesto que lo beneficia en su crecimiento; dando lugar a una
interaccion sinergistica entre ambas levaduras donde ambas se ven beneficiadas [101].

Tirosol

Esta identificado como QSM en S.cerevisiae y se produce bajo determinada densidad
celular. Ademas de ser muy eficiente para su produccion [53]. Beneficia el crecimiento
de manera moderada y equitativa entre todas las concentraciones a grandes rasgos, aunque
con la concentracion de las 72 horas las cepas 3C y TS28 muestran un crecimiento mas
favorecido.
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Figura 16. Efecto del tirosol en concentraciones producidas a las 24, 48 y 72 horas de
fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de S.cerevisiae
a. y b. Hanseniaspora spp. segun el sistema de puntuacion disefiado.

En las cepas de Hanseniaspora, se ve una tendencia a que no ayude al crecimiento o lo
haga levemente. Esto indica que la capacidad de este género para asimilar este alcohol
aromatico es mas limitada en comparacion con S. cerevisiae, 10 que puede estar
relacionado con una menor eficiencia en la regulacion de la ruta de Ehrlich o con
diferencias en la estructura de la membrana celular que hacen que el compuesto no sea
tan beneficioso [102]. Sin embargo, la cepa T02/25F muestra una marcada inhibicién de
hasta -3 puntos, similar a la inhibicion observada con el alcohol 2-feniletilico. Esto
sugiere gque esta cepa tiene una sensibilidad particular a los alcoholes aromaticos, lo que
la llevaria a producir el acetato 2-feniletilo por el que se caracteriza [58].

Acetato de tirosol

En S. cerevisiae, se ve una respuesta generalizada de ayudar muy poco o negativamente
el crecimiento, por lo que no todas las cepas pueden metabolizarlo o utilizarlo con la
misma eficiencia. A las 48 horas, la respuesta se vuelve mas heterogénea, lo que sugiere
que el compuesto podria estarse acumulando o generando un efecto negativo en el
metabolismo de algunas.
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Figura 17. Efecto del acetato de tirosol en concentraciones producidas a las 24, 48 'y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp segun sistema de puntuacion disefiado.

Las cepas de Hanseniasporas muestran el mismo patron observado con el acetato de
tirosol es el opuesto al de su correspondiente alcohol, lo que coincide con la capacidad de
acetilacion de este género ya que la mayoria de las cepas se ven beneficiadas (a excepcion
de T02/25F).

Triptofol

Este alcohol favorece claramente a varias cepas de S. cerevisiae de manera diferenciada
a lo largo del tiempo, pero en mayor medida a en las primeras 24 horas, siendo KU1 y
M522 las que sugieren tener una mayor capacidad para aprovecharlo el triptofol a largo
plazo.
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Figura 18. Efecto del triptofol en concentraciones producidas a las 24, 48 y 72 horas de
fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de S.cerevisiae
a. y b. Hanseniaspora spp segun sistema de puntuacion disefiado.

El comportamiento del triptofol en cepas Hanseniasporas muestra una respuesta mas
variada en comparacion con otros alcoholes aromaticos evaluados anteriormente, lo que
indica que, si bien esta especie generalmente presenta una menor capacidad para
metabolizar estos compuestos en comparacion con S. cerevisiae [82]. Inclusive la cepa
T02/25M no se vio afectada (aunque tampoco beneficiada) a diferencia de su respuesta
negativa ante otros alcoholes.

Acetato de triptofol
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Los resultados obtenidos muestran una clara disminucion en el beneficio en comparacion
a su alcohol tanto para las cepas de S.cerevisiae, las cuales son beneficiadas en menor
medida e incluso a mayores concentraciones son afectadas, como las Hanseniasporas
donde el efecto se ve més claramente también disminuir su crecimiento, pero incluso
verse afectadas negativamente.
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Figura 19. Efecto del acetato de triptofol en concentraciones producidas a las 24, 48y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp. segun sistema de puntuacion disefiado.

Comparando estos resultados con el triptofol, se observa que el alcohol tuvo un efecto
mucho mas positivo en las cepas de Hanseniaspora. La conversion del triptofol a su forma
acetilada parece reducir su impacto positivo en esta especie; puede que la acumulacién
del compuesto acetilado muy eficientemente podria generar estrés celular o compuesto
cause una inhibicidén como lo registrado para bacterias por [103]; aunque sea parte de su
metabolismo.

Alcohol bencilico

Los efectos del alcohol bencilico en el crecimiento de S. cerevisiae y las Hanseniasporas
presentan una tendencia distinta similar al del triptofol beneficiandose ambas; aunque
algunas cepas de Hanseniaspora se ve mas favorecidas que S. cerevisiae, inclusive
H.uvarum y H. osmophila que en [82] presentaron menor produccion de este compuesto
en comparacion de H.vineae; esto puede deberse a la capacidad de H.vineae de producir
este alcohol por lo que debe poder tolerarlo mejor.
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Figura 20. Efecto del alcohol bencilico en concentraciones producidas a las 24, 48 y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp., segun sistema de puntuacion disefiado.

Dado que H. vineae generalmente presenta una menor capacidad para metabolizar
alcoholes aromaticos, seria esperable que la acumulacién de alcohol bencilico en el medio
resultara en un efecto inhibitorio, como ocurre con otros alcoholes en esta especie. Sin
embargo, su efecto positivo sugiere que puede estar desempefiando un papel distinto, ya
sea actuando como un modulador de la membrana celular, afectando indirectamente la
regulacion de la expresion génica en estas cepas.

Acido hexanoico

Mostré un efecto notablemente negativo en S.cerevisiae, con una mayor inhibicion
observada en la concentracion de 48 horas, lo que indica que este compuesto no solo
afecta el crecimiento celular, sino que su toxicidad se incrementa al aumentar la
concentracion [104]. El efecto negativo puede deberse a que al ser poco lipofilico no es
capaz de atravesar la membrana, acumulandose en el exterior de manera similar a lo
reportado para el &cido octanoico [105]. En procesos fermentativos, la presencia de acidos
grasos volatiles en altas concentraciones se asocia con efectos negativos en la produccién
de biomasa y en la viabilidad celular, pero en este estudio se trabajaron con
concentraciones tan pequefias que no se considera que sea altamente tdxico.

a. b.

4 47
g ] - S8 2 B Hov T02/25F
= > 2 o
E 5 3C £ 3 = v MI12/196}
g ALG804 = v TE11/48F
< o ™ ~
2o KUL 9, B /1 T02/05F
£ 414 III I . M52 g = Hv T02/19F
g 2 . 0030 Z g 1280
£ 3 W 0035 & Ho 3579
=¥ =9

-4 T T T 0 T T T

24 48 72 24 48 72
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)

Figura 21. Efecto del &cido hexanoico en concentraciones producidas a las 24, 48y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp., segun sistema de puntuacion disefiado.

Observando a las cepas de Hanseniaspora se ve que no tuvo un impacto significativo en
su crecimiento. Estos resultados sugieren una diferencia importante en la tolerancia de
estas especies a acidos grasos de cadena corta, lo que puede estar relacionado con
diferencias en la composicién y estabilidad de la membrana celular, posiblemente no le
afecte que se acumule en el exterior; asi como se podria intuir una diferente capacidad de
detoxificacion de compuestos lipofilicos entre géneros.

Acido octanoico
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En S. cerevisiae, mostro un efecto positivo en varias cepas a lo largo del tiempo de manera
moderada en contraste con el acido hexanoico, que las afectd negativamente. En cuanto
al metabolismo, esta reportado que S. cerevisiae, es capaz de difundir un poco de este
acido a través de su membrana pero vuelve a salir en forma disociada pues tiene afinidad
a detoxificarla, el resto se acumula en la membrana citoplasmatica [105].
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Figura 22. Efecto del &cido octanoico en concentraciones producidas a las 24, 48 'y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora spp., segun sistema de puntuacion disefiado.

La respuesta diferencial de Hanseniasporas puede deberse a que no presente esta
capacidad de detoxificacion.

Acido decanoico

La tendencia vista en los dos &cidos anteriores se repite para este, las cepas de S.
cerevisiae se ven mayormente beneficiadas, especialmente para la concentracion de las
24 horas; mientras que se hizo mas notorio que no favorece al crecimiento de las
Hanseniasporas. El &cido decanoico (C10:0) tiene una cadena mas larga que los acidos
hexanoico (C6:0) y octanoico (C8:0), lo que lo hace més lipofilico y le permite integrarse
mas por difusion pasiva en membranas celulares de varias cepas de S. cerevisiae [106],
no asi en el caso de las Hanseniasporas.

Esta fuerte respuesta positiva en varias cepas sugiere que S. cerevisiae es capaz de
asimilar y metabolizar eficientemente el acido decanoico, posiblemente utilizandolo en
vias de sintesis de lipidos de membrana [106] de manera que no se acumula en el
citoplasma y no llega a concentraciones que resulten toxicas.

En contraste las cepas de Hanseniaspora muestran una inhibicion generalizada que
sugiere no pueden metabolizarlo eficientemente, y que su acumulacion a tan bajas
concentraciones en el interior celular ya podria estar generando efectos toxicos, como
alteraciones en la fluidez de la membrana o interferencia con rutas metabdlicas esenciales.
Todas las cepas de H.vineae suelen producir &cidos en mucha menor proporcién que las
S.cerevisiae[82], por lo que tiene sentido que les afecte mas.
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Figura 23. Efecto del acido decanoico en concentraciones producidas a las 24, 48 'y 72
horas de fermentacion de H.vineae M12/196F en el crecimiento de distintas cepas de
S.cerevisiae a. y b. Hanseniaspora ssp. segun sistema de puntuacion disefiado.

Pareceria que a mayor cantidad de carbonos en los acidos y por lo tanto ser mas
lipofilicos, tienen mayor capacidad de entrar a la membrana, Entre ambas especies estaria
variando la capacidad de metabolizarlos o como les afecta su acumulacion tanto dentro
como fuera del citoplasma. no metabolizados. resultados son consistentes con la hipétesis
de que los acidos grasos de cadena media pueden generar toxicidad en levaduras con una
menor capacidad de metabolizacion lipidica, como H. vineae. Su estructura de membrana
podria no estar adaptada para incorporar estos compuestos sin sufrir alteraciones, lo que
explicaria por qué su acumulacién genera un efecto toxico progresivo en esta especie. Al
entrar a la célula el &cido se disociaria, liberando protones que acidifican el citoplasma y
afectan procesos metabdlicos esenciales, incluyendo la produccién de ATP y el
mantenimiento del gradiente de protones necesario para la respiracion celular [106].

En base a estos estudios sobre el crecimiento, para los estudios de fermentacion se decidid
seguir con la concentracion de acetato 2-feniletilo producida a las 24 horas por H.vineae
M12/196F (252,57 pg/L), la concentracion de triptofol producida a las 24 horas (33,25
ng/L), ambas por contribuir positivamente al crecimiento de las cepas de S.cerevisiae;
mientras que como contraparte que desfavorezca el crecimiento se siguié estudiando al
acido hexanoico producido a las 48 horas (28,42 pg/L).

3. Estudiar el efecto de compuestos bioactivos producidos por
H.vineae M12/196F en concentraciones fisioldgicas sobre la
cinética fermentativa y produccién de aromas de una cepa
seleccionada por su compatibilidad con S.cerevisiae

3.1. Eleccion de cepa de S.cerevisiae a utilizar

La seleccion de las cepas de levaduras y la estrategia de inoculacion juegan un papel clave
en la modulacion del perfil aromatico durante la fermentacion. Se siguié utilizando la
cepa H. vineae M12/196F como levadura no-Saccharomyces, pero era necesario
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encontrar a su contraparte Saccharomyces. Para determinar cul era la cepa mas adecuada
se evalud el crecimiento de varias en un medio previamente fermentado por H. vineae
M12/196F. Este medio fue empleado para cultivar las cepas de S. cerevisiae en un lector
de placas, permitiendo analizar sus parametros de crecimiento como se hizo en la seccion
anterior. Entre las cepas evaluadas, S. cerevisiae TS28 mostrd el mejor desempefio a lo
largo del tiempo, por lo que fue seleccionada para los ensayos posteriores.

3.2. Compuestos identificados

Las micro-fermentaciones de S.cerevisiae TS28 a las que se le agregaron los compuestos
seleccionados como posibles moléculas de quorum sensing fueron analizadas para
determinar los productos obtenidos al dia 10 al igual que la dindmica poblacional a lo
largo del tiempo, las concentraciones se muestran en la Tabla 6. Se compararon las
concentraciones producidas por cada tratamiento con las de la fermentacion de
S.cerevisiae TS28 sola, como control.

La adicion exdgena de acetato de 2-feniletilo y triptofol mostré un efecto modulador
positivo sobre la produccién de varios compuestos de interés en la fermentacion,
particularmente favoreciendo la sintesis de alcoholes de cadena larga como el 1-heptanol
y del diol 2,3-butanodiol, ademas de estimular la formacion de acidos grasos de cadena
media y larga como el &cido octanoico y decanoico [34]. Estos resultados sugieren que
ambos compuestos podrian estar activando rutas metaboélicas asociadas al aumento de la
complejidad aromatica del vino. Sin embargo, también se observo una inhibicion parcial
en la formacion de ciertos alcoholes superiores, como el isobutilico y el isoamilico, lo
que indica un efecto especifico sobre distintas rutas del metabolismo de aminoacidos.

Por otro lado, el acido hexanoico tuvo un efecto mas restrictivo sobre la produccion de
compuestos deseables. Aunque en algunos casos promovid levemente la sintesis de
ciertos alcoholes y acidos, en general tendié a reducir la produccién de metabolitos
volatiles clave, como el &cido decanoico y el acido octanoico, ademas de inhibir
parcialmente la formacion de alcoholes superiores. Estos resultados indican que su
presencia podria generar una condicion de estrés que fuerza una mayor eficiencia
fermentativa (como se observo en la produccion de CO:), pero a costa de una menor
diversificacion aromética.

En conjunto, se concluye que el acetato de 2-feniletilo y el triptofol actian como
moduladores positivos del perfil aromatico, mientras que el acido hexanoico, aunque
puede estimular la fermentacion, tiende a restringir la produccion de compuestos
aromaticos complejos, lo que debe tenerse en cuenta al momento de disefiar estrategias
de cultivo mixto o uso de aditivos.

Tabla 6. Concentraciones de compuestos volatiles de mostos Ugni Blanc con agregado
de compuestos seleccionados; fermentado con S.cerevisiae TS28. Los resultados se
presentan como media * desviacion estandar, las letras diferentes corresponden a valores
significativamente distintos segun el método LSD de Fisher.
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Compuesto  S.c S.c +acetato 2- S.c + triptofol S.c +
(ug/L) feniletilo hexanoico
Alcoholes Alcohol 3633,4+206,1°¢ 30784 +486,1%  2966,1+ 332,32 3905,9 + 386,7 ¢
isobutilico
Alcohol
AICONOT 75669,9 + 919,7 74276,3+9802,1  71028,1 + 11128 74601,1 + 9090,7
isoamilico
1-heptanol 551,8 + 45,5 560,7 + 99,0 619,4 + 68,5 574,3 + 87,2
23 559,9 + 196,7 ° 1068,2 +183,3%  1184,4+2508° 896,2 + 49,1 b
butanoidiol
Metionol 1271,9 + 1438 1261,9 + 2334 1209,2 + 2137 1134,4 + 1595
Alcohol 2= ) 1005410110 228081 +2825  234642+37634 224605 + 45763
feniletilico
Tirosol 3292,5 + 553,1 3457,0 + 7221 3414,6 +562,9 2751,8 + 1177
Triptofol 1303,3 +558,1 1635,9 + 631,8 1016,1 + 471,9 984,7 + 335 4
Esteres 4-
hidroxibutanoa 3016,6 + 400,6 3975,8 + 664.6 3011,9 + 4654 2908,6 + 3293
to de etilo
Compuestos | tsina 867,0 + 180,2 10031 +170,0 8603+ 2264 822,5 + 46,9
carbonilicos
A-hidroxi-2- 50 44 476 950,5 + 132,1 960,8 + 202,1 8111+ 113,7
) butanona
Acidos
grasos  de | Acido 2,00, o0 187,24 76,6 ° 383,1+1103" 283,9 + 17,7
cadena metilpropanico
media )
Acido 9194 +131.1 918,7 + 81,6 9431+ 1776 8054 + 355
r]exan0|c0
Acido
. 2496,1 + 219,9 2669,1+ 61,4 2672,2 +725,9 2271, 6 + 30,2
QCtanOICO
Acido
. 1070,3 + 1108 1965,3 +14,4 1307,2 + 4264 1105,7 + 38,2
decanoico

En general, los alcoholes superiores y &cidos grasos de cadena media y larga fueron los
mas afectados, con el 2,3-butanodiol y el acido decanoico presentando los mayores
aumentos en presencia de los aditivos. Ademas, la tendencia sugiere que triptofol y
acetato 2-feniletilo favorecen la sintesis de ciertos compuestos, mientras que el acido
hexanoico tiende a reducir la produccion de algunos metabolitos clave.

3.3. Recuento poblacional y cinética fermentativa

Se realizaron recuentos de unidades formadoras de colonias (ufc/mL) en diferentes etapas
de la fermentacion para observar su posible impacto en la dinamica poblacional de la
levadura y seguimiento de la cinética fermentativa.
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Figura 24. Recuento de colonias de microfermentacion de S.cerevisiae TS28 a lo largo
de la fermentacion (un dia luego de la inoculacién al igual que al dia seis y dia 10), junto
con el recuento de la fermentacién de S.cerevisiae TS28 sin compuesto (control) a.
Agregado de acido hexanoico b. Agregado de acetato 2-feniletilo. c. Agregado de
triptofol.

Si bien la poblacion aumenta en el tiempo, la presencia de &cido hexanoico mostré una
notable reduccion en la concentracion de células viables, (Figura 24a). Al primer dia la
fermentacion suplementada con este acido alcanzé una tasa 37,36% menor la del control,
por lo que se puede ver que el efecto es temprano. En el dia seis, el crecimiento se
mantuvo por debajo del control con la misma tendencia. Para el dia 10, la poblacion
celular aument6 con respecto a los dias anteriores, con una diferencia del 7,14% de
ufc/mL con la fermentacion sin compuesto. Estos resultados indican que tiene un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de S. cerevisiae TS28, con el impacto mas fuerte en las
primeras etapas de la fermentacion, aunque su efecto negativo se atentia a medida que el
proceso avanza. Pero por otro lado resulto ser la fermentacion que produjo mayor
cantidad de CO», Figura 25, por lo que estaria funcionando como un factor de estrés que
fuerza a la levadura a fermentar para producir mas energia en vez de replicarse [106].

En presencia de acetato 2-feniletilo hay un incremento en la concentracion de células
viables en comparacién con el control a lo largo de la fermentacion (Figura 24b),
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rondando un promedio de 11% mayor cantidad de ufc/mL en todo momento. La adicion
de este acetato parece estimular el crecimiento de S. cerevisiae TS28, especialmente en
las primeras etapas de la fermentacion. Sin embargo, a medida que la fermentacion
avanza, la diferencia en crecimiento con respecto al control disminuye. Esto sugiere que
el efecto positivo del compuesto puede ser mas pronunciado en la fase exponencial del
crecimiento, pero menos relevante a medida que la fermentacion se estabiliza y se
alcanzan condiciones limitantes. La liberacion de CO2 se mantiene en el rango del control,
por lo que solo beneficiaria el crecimiento, Figura 25.

6-
- S.cTS28 + Triptofol
E - S.¢TS28 + Acetato
= 4- 2-feniletilo
S . S.cTS28 + Acido
% hexanoico
8 2 -+ S.cTS28
Yy
0 ;
0

Tiempo (Dias)
Figura 25. Curva de cinética fermentativa de cada uno de los agregados exdgenos a la
fermentacion.

Ante el triptofol el crecimiento de S. cerevisiae TS28 mostrd un aumento progresivo en
la concentracion de células viables en comparacion con el control a lo largo de la
fermentacion (Figura 24c); viéndose la diferencia mas clara al tercer dia de fermentacion
con una diferencia del 22,45% mas ufc/mL que el control. Estos resultados indican que
el triptofol promueve el crecimiento de S. cerevisiae TS28, con un efecto estimulante que
se intensifica a medida que avanza la fermentacion. La tendencia sugiere que este
compuesto podria estar favoreciendo la actividad metabdlica de la levadura, prolongando
la fase de crecimiento exponencial y mejorando la viabilidad celular en las ultimas etapas
del proceso fermentativo. La curva de fermentacion tiene la misma tendencia que el
acetato 2-feniletilo, queda dentro del rango del control.

Finalizando con la seccion de fermentacidn, tanto el acetato de 2-feniletilo y el triptofol,
producidos por H. vineae M12/196F a las 24 horas de fermentacion, favorecieron tanto
el crecimiento de S. cerevisiae como la produccion de compuestos aromaticos deseables,
destacandose como moduladores positivos del perfil sensorial. En cambio, el &cido
hexanoico producido a las 48 horas no promovio el crecimiento ni la formacion de aromas
complejos, aunque su adicidn exdgena estimulo la fermentacion. Con esto ya se obtienen
indicios de que las 24 horas es el momento en el que la comunicacion celular lleva a la
produccién de aromas agradables y no defectos aromaticos.
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4. Presencia de genes

No se logro extraer suficiente ADN como para realizar la secuenciacion del genoma de
H.vineae M12/196F utilizando el kit de extraccion enzimética ni siquiera cuando se
agrego disgregacion mecanica utilizando nitrogeno liquido o sonicando. Esto concuerda
con antecedentes del laboratorio, cuando se quiso modificar otras cepas de esta especie y
se dificulto acceder al material genético. El protocolo que utiliza fenol:cloroformo para
extraer ADN de S.cerevisiae mostro una mejor eficiencia al verse bandas mas definidas
al correr la muestra en gel de agarosa.

El tiempo restante no fue suficiente para realizar la secuenciacién y analizar su cantidad
de copias de genes reportados por estar involucrados en las rutas metabdlicas de
produccion de los compuestos aromatico estudiados, como ARO80 que regula la ruta de
Ehrlich, promoviendo la biosintesis de estos alcoholes; ademas de la regulacion del
crecimiento filamentoso y la adhesién celular por los genes Flo8 y Tpk2, relacionados
con el QS en S.cerevisiae [81].

Aunque esto no se pudo estudiar en la cepa H.vineae M12/196F que fue la principalmente
utilizada; si se buscaron copias de estos genes en otras cepas también mencionadas en
este estudio y con las que se cuenta con el genoma secuenciado, H.vineae T02/05AF y
H.vineae T02/19AF. Para determinar la presencia y el nimero de copias de los genes se
realizé un analisis de alineamiento utilizando la herramienta BLAST del NIH [107] con
los genomas de las cepas. Se observé que H.vineae T02/05AF tiene una copia de Tpk2,
una de ARO80 y ninguna de Flo8. Mientras que H.vineae TO2/19AF tiene dos copias de
Tpk2, una de AROB8O e igualmente ninguna de Flo8. Si bien no se puede asegurar cuantas
copias tendrd H.vineae M12/196F pues se ha demostrado que las distintas cepas se
comportan y producen compuestos de manera diferente [82] pero se puede hipotetizar que
sera similar.

5. Evaluacion del impacto de diferentes estrategias de
inoculacion en el aroma del vino, identificando la que
proporcione el mejor balance entre produccion de etanol,
intensidad y complejidad aromatica

5.1. Caracterizacion fisicoquimica del mosto y vino

Para caracterizaron las fermentaciones para comprender mejor su desarrollo, asi como
determinar el contenido del mosto de uva Ugni Blanc para tener valores de partida.
Inicialmente se analizé el contenido de azucar utilizando el equipo de Anton Parr y
correlacionando la densidad por la tabla se 204 g/L de azucar y 12,0 % de alcohol
probable. Se determinaron varios parametros necesarios para los vinos de calidad, Tabla
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5. La determinacion inicial del nitrégeno en el mosto de 120 mg/L, el suficiente para que
no haya deficiencia en la fermentacion.

La curva de calibracion de tanto de la curva de calibracién de la glucosa como de la
fructosa tenian un maximo de 50 g/L, si bien este valor es mayor al esperado en un vino
terminado (2-5 g/L), no etiene porque serlo para un mosto fermentando y menos aun para
un jugo de uva. Por lo que el dato inicial del azlcar total serd en base al medido con el
equipo de Anton Parr.

Tabla 5. Concentracién media £ desviacion estandar de los principales parametros de
control de calidad de los vinos, a los 10 dias de fermentacion por HPLC.

Muestra Etanol Glucosa Fructosa  Azlcar AzuUcar residual
(%oviv) (g/L) (g/L) total (g/L) (%)

Co- 86+13 7,7+22 27,1+0,8 34,7 17,00

inoculacion 0

horas

Inoculacién | 7,1+01 20,7+22 430%+49 63,79 31,36

S.c TS28 a

las 24 horas

Inoculacion | 6,8+1,3 293+77 56,1+8,1 86,23 42,26

S.c TS28 a

las 48 horas

Inoculaciéon | 6,3+01 341+09 648+10 98,97 48 51

S.c TS28 a

las 72 horas

En todos los experimentos sucedio que no se llego a los 12% v/v de etanol esperados por
la concentracion de azucar inicial ni el exigido por la normativa para que sea un vino de
calidad preferente.

Esto se relaciona con que, si bien en todos los casos el consumo de glucosa es mayor que
el de fructosa, lo cual es esperable ya que estas levaduras prefieren al primero para la
glicolisis [36], ninguno llega al 2-5% de azlcar residual que exige la normativa,
especialmente el tipo de vino hecho con Ugni Blanc deberia ser un vino seco, 0 sea con
poco contenido de azlcar. Este alto nivel de azucar no es deseado porque puede causar
un desequilibrio en la estabilidad fisicoquimica del producto.
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Estos parametros no reflejan las caracteristicas que exige la normativa pero hay que tener
en cuenta que el experimento se detuvo al dia 10 con la intencion de estudiar los aromas
que es el principal objetivo de este trabajo, no se esper6 a que la fermentacion finalizara
para evitar la aparicion de compuestos indeseados pero que conlleva que el azlcar y el
etanol presentes no reflejen lo que podria llegar a ser si se hubieran dejado fermentando
hasta depletar completamente los azUcares.

Por otro lado, es necesario tener en cuenta que este es un experimento a escala laboratorio,
en un matraz de vidrio y con agitacion minima una vez al dia. No refleja exactamente lo
que sucede en la bodega, donde se manejan mayores volumenes, se tienen reactores de
acero inoxidable y la misma fermentacion crea burbujas que permiten un mayor
intercambio gaseoso, ademas de los remontados que se realizan. Por esto no se puede
decir que esto sucederia a escala industrial, pero si puede dar una perspectiva del proceso.

5.2. Determinacion de cinética fermentativa y recuento de levaduras en placa

Para los estudios de cinética de fermentacion se realizaron micro-fermentaciones en jugo
de uva Ugni Blanc, que se dieron por finalizadas el dia 10. En la Figura 26 se presenta la
cinética de cada una de las fermentaciones, todas comenzaron con H.vineae M12/196F y
S.cerevisiae TS28 siendo inoculada en diferentes momentos por triplicado; una co-
inoculacion a las 0 horas junto con H.vineae M12/196F, otra a las 24 horas, a las 48 horas
y una mas a las 72 horas.

107 Oh

24h
48h
72h

frowe

g C0O,/100 mL

Tiempo (Dias)

Figura 26. Cinética de micro-fermentaciones para distintos tiempos de inoculacion de
S.cerevisiae TS28 a H.vineae M12/196F.

La muestra tomada a las 0 horas present6 la mayor produccion de COz, lo que sugiere que
la fermentacion fue mas eficiente en esta condicion. Esto puede atribuirse a la temprana
presencia de S. cerevisiae TS28, que como ya se ha mencionado tiene una alta capacidad
fermentativa. Dado que S. cerevisiae es mas eficiente en la conversion de azucares en
etanol y CO2, su inoculacion temprana favorece una mayor produccion de este gas. Por
el contrario, cuando la fermentacion comienza con H.vineae M12/196F, esta consume los
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azucares y nitrégeno del medio; cuando mas se retrase la inoculacion de S. cerevisiae
TS28 menos fuentes de energia encuentra en el medio [99]; esta competencia por los
nutrientes hace que la fermentacion se enlentezca y sea menos eficiente. A su vez, la fase
de latencia de la no-Saccharomyces es méas prologada, el agregado de S. cerevisiae TS28
al medio aumenta la velocidad de fermentacion [77].

a. b.
3x107- 8x107 =
S.cerevisiae TS28
ineae Q
6x107 I mm Hvineae M12/196F
2x107 I
E LM E
3 I o 407
= =
1x107 I
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Figura 27. Recuento de colonias para la co-inoculacion, y las inoculaciones secuenciales
a las 24, 48 y 72 horas. a. un dia luego de la inoculacion de S. cerevisiae TS28 b. a la
mitad de la fermentacion.

En cuanto a la dinamica poblacional, al dia siguiente de incorporar Saccharomyces al
medio, Figura 27a, se observa que en la co-inoculacién S.cerevisiae TS28 se encuentra
en mayor cantidad que H.vineae M12/196F, posiblemente porque ya comenzd a
aventajarle y consumir mas los nutrientes del medio; aunque esta es la excepcion ya que
en las inoculaciones secuenciales H.vineae M12/196F es la mayoritaria ya que ha tenido
mas tiempo por desarrollarse sin competencia [75]. Al hacer el seguimiento a la mitad de
la fermentacion, Figura 27b, que los roles se han invertido y S.cerevisiae TS28 impuso
en el medio como era esperado, no solo por su capacidad de consumir azucares y captar
nitrdgeno mas eficientemente, sino porque también el alcohol producido por ella seré su
estrategia para eliminar a la competencia, en este caso H.vineae M12/196F [54].

5.3. Identificacion y cuantificacion de compuestos durante la fermentacion mixta

De igual manera que en ensayos anteriores, los compuestos identificados al dia 10 se
clasificaron en grupos descriptos a continuacion; estos se observan en la Figura 28.

Alcoholes superiores

El alcohol que se encontré en mayor proporcion es el alcohol isoamilico, especificamente
a las 24 horas de inocular S.cerevisiae TS28, pasando levemente su umbral de percepcién
de 40.000 pg/L, por lo que podria ser perceptible un leve aroma frutal y alcoholico. De
igual manera la mayor produccion del alcohol 2-feniletilico se da la inoculacion de las 24
horas, pero también a las 48 horas, en ambos casos superan el umbral de 10.000 pg/L por
lo que se percibirian aromas a rosas, talco y miel.
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Por otro lado, el tirosol presenta una concentracion similar en las inoculaciones las
secuenciales, solo se obtiene menos en el caso de la co-inoculacion. Igualmente esta
concentracion es mayor a la producida por la fermentacion de H.vineae en solitario, por
lo que seria S.cerevisiae la responsable de la produccion [53]. Mientras que el alcohol
isobutilico no llega al umbral de percepcion.

Finalmente, el triptofol es el que presenta menor concentracion en todos los casos al igual
que en la fermentacion de H.vineae M12/196F, y aunque eran experimentos diferentes,
al igual que en ese caso lo curioso sucede a las 48 horas (Punto 1.2). Al fermentar
H.vineae M12/196F por si sola, la maxima concentracion de este alcohol se lograba al
segundo dia de fermentacion (258,72 ug/L) para luego descender abruptamente (15,56
ug/L); pero en la fermentacién mixta al agregar Saccharomyces en ese momento se logra
que la produccion de final al dia 10 sean la menor de todos los casos.

En todos los casos, a medida que la inoculacion secuencial era méas tardia se ve el
incremento en la concentracion de alcoholes, especificamente en la inoculacion de las 24
horas al final del experimento [108].

Cetonas

Por otro lado, la acetoina, con un aroma mantecoso, y su forma reducida el 2,3
butanoidiol, descripto como dulce y alcohdlico; son poco olorosos. En las fermentaciones
las levaduras “fuertes” se producen ambos, mientras que las débiles solo aparece la
acetoina [109]. Esto sucedi6 en las fermentaciones con H.vineae M12/196F donde solo
se vio produccion de acetoina; al igual que otras levaduras apiculadas como
H.guilliermondii [109]. Mientras que la S.cerevisiae produce muy poco, méas bien la
consume [110]. No influirian directamente en el aroma, pero si puede indicar como es la
convivencia entre levaduras en el medio y puede ser precursor de otros aromas.
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Figura 28. Produccién de compuestos aromaticos junto con sus concentraciones es escala
de colores (ug/L) al dia 10 de fermentacion para distintos tiempos de inoculacion de
S.cerevisiae TS28.

Acidos grasos de cadena media

El acido 2 metilpropanoico tiene un umbral de percepcion de 2.300 pg/L, en ninguna de
las inoculaciones se deberia percibir. El &cido butanico, tiene un umbral muy bajo, de 173
ng/L, pero aun asi tanto la co-inoculacion como la secuencial de 24 horas presentan una
concentracion apenas por encima del umbral, por lo que deberia haber notas a queso
rancio; mientras que las 48 y 72 es un poco mayor; por lo que pueden sentirse el descriptor
de manera mas intensa.

La mayor concentracién de acido hexanoico se da en la inoculacion de las 48 horas
superando el umbral de percepcidn por lo que se podria percibir grasa y queso; a su vez
este es el momento en el que se considerd que afectaba negativamente a la mayoria de las
cepas de S.cerevisiae y es inapreciable para las cepas de Hanseniaspora. Podria estar
dandose una interaccion, de manera que las cepas de Hanseniaspora intentan competir
con sus antagonistas y liberando esos compuestos indeseados en el medio [101]. De la
misma manera el acido octanoico y decanoico estan en mayores concentraciones y pasan
el umbral de percepcion al agregar S.cerevisiae TS28 a las 48 horas de fermentacion. En
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la Figura 29 observa que en tanto en las inoculaciones de las 48 horas y 72 horas aparecen
compuestos relacionados con defectos aromaticos relacionados con queso, rancio y grasa.

Esteres

El 4-hidroxibutanoato de etilo es un éster hidroxilado derivado del acido 4-hidroxibutirico
y el etanol, no contribuye tanto al aroma sino mas bien al cuerpo del vino [111]. El acetato
de 2 feniletilo super su umbral en todas las condiciones pero se destaca en la de las 24
horas, en este caso H.vineae M12/196F paso de producir 2.000 ug/L por si sola a 4.700
ug/L en presencia de S.cerevisiae TS28, dando un aroma aun mas frutal, mieloso y floral
[108]. El 2 metoxi 4 vinifenol (4-vinylguaiacol) tiene un umbral muy pequefio de 40 ug/L
de clavo y curry, es superado en todos los casos pero nuevamente tiene mas a las 24 horas
[112]. Se repite este comportamiento para el acetato de tirosol y triptofol.

En base al analisis de los compuestos volatiles, se observa que la mayor parte de aromas
deseados se encuentran en la inoculacion secuencial de 24 horas, se describir a este
fermentado (no es un vino final, sino que es un vino en fermentacion) como
mayoritariamente floral, especificamente con sensacion a rosas, frutal, alcoholico y notas
de especies.

Con este analisis se caracterizo el perfil aromatico de las fermentaciones, en la Figura 29
se puede observar como los compuestos mencionados actualmente fueron agrupados
segln sus descriptores aromaticos para representarlos a partir de sus OAVS
(Odor activity value), una relacion entra la concentracion y el umbral de percepcion.

Floral

mmmmm Co-inoculacion Ohs

Herbaceo Frutal I Secuencial 24hs

I Secuencial 48hs
I Secuencial 72hs

Graso Mantecoso

Queso, rancio

Figura 29. Perfiles aromaticos obtenidos con las diferentes estrategias de inoculacion. Se
representan las sumas de OAVSs para los compuestos detectados por GC-MS clasificados
segun sus descriptores aromaticos primarios.
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El perfil aromatico varid segun la estrategia de inoculacion empleada. La coinoculacion
simultanea present6 aromas florales, frutales y a miel de forma moderada, mientras que
los descriptores mantecoso y especiado se percibieron en menor intensidad. En la
inoculacion secuencial a las 24 horas, se destacd un perfil mas intenso en notas florales,
miel y especiadas, con presencia mas sutil de aromas mantecosos y frutales. La
inoculacion a las 48 horas mostré un predominio del cardcter mantecoso, acompafiado
de leves notas florales, de miel, herbaceas y grasas. Por ultimo, la inoculacion
secuencial a las 72 horas present6 un perfil més frutal, con descriptores mantecoso y
rancio en menor proporcion.

Por la variedad de grupos aromaticos, su intensidad y falta defectos aromaticos el mejor
perfil lo tiene la inoculacién secuencial de las 24 horas, teniendo notas buscadas en
vinos blancos e incluso vinos tintos jovenes. Ademas, present6 una cinética de
fermentacion con una corta fase de latencia y produccion de COz esperada, teniendo de
esta manera un balance entre la produccion de etanol y el perfil aromatico buscado para
diferenciar el producto mientras demuestra tener potencial para ser eficiente
fermentativamente.
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Conclusiones

A partir de los estudios de crecimiento se identificaron al acetato de 2-feniletilo, el
triptofol y al &cido hexanoico como moléculas con potencial de participar en la dindmica
de interaccion entre S.cerevisiae TS28 y H.vineae M12/196F. Especificamente el triptofol
muestra un cambio de concentracion que puede indicar sefializacion celular y el acetato
2-feniletilo puede evidenciar una interaccién sinergistica entre ambas especies. De igual
manera los ensayos del efecto sobre la fermentacidn sefialan que estos dos compuestos en
concentraciones fisiologicas producidas a las 24 horas por M12/196F favorecerian
positivamente la aparicion de aromas agradables, a diferencia de la concentracion de
acido hexanoico producido a las 48 horas.

El momento Optimo de inoculacion de S.cerevisiae TS28 es a las 24 horas de

fermentacion, tras la inoculacion de H.vineae M12/196F en el tiempo 0, logrando el mejor
balance entre produccion de aromas deseables y una fermentacion alcohodlica eficiente.
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Perspectivas

Los hallazgos obtenidos en este estudio abren diversas lineas de investigacion que
permitiran profundizar en el conocimiento de la regulacion genética y metabdlica de H.
vineae en el contexto de la produccion de compuestos aromaticos en fermentaciones.

Primeramente, se espera optimizar el protocolo la extraccion de ADN para H. vineae,
secuenciar la cepa utilizada en este estudio y analizar los genes relacionados con rutas
metabolicas de compuestos aromaticos. A su vez seria Util para realizar estudios de
transcriptomica para confirmar la funcion de QS de las moléculas estudiadas.

A su vez se podria evaluar el potencial industrial de los compuestos producidos en
fermentacion mixta dado que muchos tienen aplicaciones en la industria alimentaria y
biotecnolégica. Un andlisis detallado de su produccion en distintos escenarios
fermentativos permitird determinar su posible uso como saborizantes o aditivos
industriales, de manera similar a la acetoina, un compuesto ampliamente utilizado en la
industria de alimentos. Para ello, se podrian llevar a cabo pruebas de fermentacion a escala
piloto y caracterizacion quimica de los compuestos producidos.
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Difusion
En el marco de esta tesis, el proyecto de investigacion se presento en los siguientes
congresos en formato de poster impreso.

e XV Congreso Nacional de Microbiologia / VV Encuentro Nacional de Jovenes
Investigadores de Microbiologia. Montevideo, Uruguay (2024).

e 45° Congreso Mundial de la Vifia y el Vino. Dijon, Francia (2024).
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Anexo 1.
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Figura 1. Diagrama de flujo de la vinificacién.
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Anexo 2. Cinética fermentativa y recuento de levaduras

Ecuacion 1. CO2 liberado
CeH1206=2 C2HsO + 2 CO2
180 g/mol = 46 g/mol + 44 g/mol
CeH1206 €n simil mosto = 200 g/L
200 g/L _
180 g/L
2*44 g/mol * 1,1 =96,8 g/L =9,68 g en 100 mL

Ecuacién 2. Célculo de cél/mL
n° de levaduras contadas .25 . Factor de dilucién .103

Ecuacién 3. Calculo de ufc/mL

n° de levaduras contadas . Factor de dilucion

Volumen de siembra
Anexo 3. Cuantificacién de compuestos identificados por GC-MS

Ecuacion 4. Concentracion de compuestos (ug/L)

[éstandar]. drea del compuesto 0,0001. 1000000. 1000
volumen extraido

area del éstandar

Tabla 6. Concentraciones de compuestos producido por H.vineae M12/196F durante las
24, 48 'y 72 horas de fermentacion, cuantificados por GC-MS.

Compuesto (ug/L) 24 horas 48 horas 72 horas
Acetato 2- | 252,5 + 26,9 1420,2 + 146, 3272,1£721,6
feniletilo
Alcohol 2 | 2750,7 + 240,5 4909,6 + 389,4 7110,6 £ 1094
feniletilico
Acetato de tirosol H 386,1+11,4 1056,9 + 7,7 2448,7 + 188,1
Tirosol | 123,5+44,4 366,3 = 18,7 458,7 + 48,1
Acetato de | 4111,8 + 224,0 7334,3+£812,5 9102.2 £ 1179,3
triptofol
Triptofol | 33,4+12,1 258,7+11,2 155+£35,2
Alcohol bencilico | 26,8 +3,1 282+272 49,1+7,3
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Acido hexanoico
Acido octanoico

Acido decanoico

Anexo 4. Microplacas

55+11

354 +6,2

123,3+14,3

20,5+4,2

68,1+11,8

146,5 + 16,2

Ecuacion 5. Volumen a pesar para soluciones

Ci.Vi=Cf.Vf

511 +10,3

152,8 £43,1

598,1+514

Anexo 5. Caracterizacion fisicoquimica del mosto y fermentacion

Tabla 6. Densidad a 15°C, concentracion de aztcar y alcohol probable.

Densidad | Azucar | Alcohol | Densidad | Azucar | Alcohol | Densidad | Azucar | Alcohol

(g/L) (g/L) | probable| (g/L) (g/L) | probable| (g/L) (g/L) | probable

(% vol.) (% vol.) (% vol.)
1049 100 59 1073 164 9,6 1097 228 13.4
1050 103 6,0 1074 167 9,8 1098 231 13,6
1051 106 6,2 1075 170 10,0 1099 234 13.8
1052 108 6.3 1076 172 10,1 1100 236 13,9
1053 111 6,5 1077 175 10,3 1101 239 14,1
1054 114 6,7 1078 178 10,5 1102 242 14,3
1055 116 6,8 1079 180 10,6 1103 244 14,4
1056 119 7.0 1080 183 10,8 1104 247 14,6
1057 122 7.2 1081 186 10,9 1105 250 14,7
1058 124 7.3 1082 188 11,0 1106 252 14,9
1059 127 7.5 1083 191 11,2 1107 255 15,0
1060 130 7.6 1084 194 11,4 1108 258 15,2
1061 132 7.8 1085 196 11,5 1109 260 15,3
1062 135 7.9 1086 199 11,7 1110 263 15,5
1063 138 8.1 1087 202 11,9 1111 266 15,7
1064 140 8,2 1088 204 12,0 1112 268 15,9
1065 143 8.4 1089 207 12,2 1113 271 16,0
1066 146 8.6 1090 210 12,3 1114 274 16,2
1067 148 8,7 1091 212 12,5 1115 276 16,3
1068 151 8.9 1092 215 12,6 1116 279 16,4
1069 154 9,0 1093 218 12,8 1117 282 16,6
1070 156 9,2 1094 220 12,9 1118 284 16,7
1071 159 9,3 1095 223 13.1 1119 287 16,9
1072 162 9,5 1096 226 13,3 1120 290 171
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Figura 1. Curva de calibracion para HPLC. a. Glucosa b. Fructosa c. Etanol

Anexo 6. Efecto de compuestos volatiles sobre el crecimiento.

Tabla 7. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato 2-feniletilo producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad
Cepas de|  '€MP de la fase Tiempo de .
maximo de de - .| Puntaje
Saccharomyces I de — duplicacion
crecimiento . crecimiento
latencia
TS28 0 1 0 0 1
3C 1 1 0 0 2
ALG804 1 1 0 0 2
KU1l 1 1 0 0 2
M522 1 1 0 0 2
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Tabla 8. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato 2-feniletilo producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de . duplicacion Puntaje
crecimiento : crecimiento
latencia

TS28 0 0 0 1 1
3C 0 1 0 0 1
ALG804 1 0 0 0 1
KU1 1 1 1 1 4
M522 0 0 0 0 0
0030 1 1 0 0 2
0035 0 0 0 0 0
Cepas de

Saccharomyces

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
TO02/05F 0 0 0 0 0
TO02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 1 1 2

Tabla 9. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato 2-feniletilo producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad
Cepas de| '€MP de la fase Tiempo de '
maximo de de - | Puntaje
Saccharomyces I de . duplicacion
crecimiento . crecimiento
latencia
TS28 1 0 0 0 1
3C 1 1 1 1 4
ALG804 0 0 0 0 0
KU1 1 1 0 0 2
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Tabla 10. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de alcohol 2-feniletilico producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas
de Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _— duplicacién Puntaje
crecimiento : crecimiento
latencia

TS28 1 0 0 0 1
3C 0 0 0 0 0
ALG804 1 1 1 1 4
KU1 1 1 0 0 2
M522 0 0 0 1 1
0030 0 0 0 0 0
0035 0 0 1 1 2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F -1 -1 -1 -1 -4
TEL11/48F 0 1 1 0 2
T02/05F 0 0 0 0 0
T02/19F 0 1 0 0 1
AWRI1280 0 0 1 0 1
AWRI3579 0 1 1 0 2

Tabla 11. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de alcohol 2-feniletilico producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas
de Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad
Cepas de| ' 'SMP de la fase Tiempo de '
maximo de de -~ |Puntaje
Saccharomyces . de — duplicacion
crecimiento . crecimiento
latencia
TS28 1 0 0 0 1
3C 0 0 0 0 0
ALG804 1 1 1 1 4
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Tabla 11. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de alcohol 2-feniletilico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas
de Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacion

Puntaje

TS28

0

3C

ALG804

KU1

M522

0030

0035

OO0, FL,|IO|F

OO0k, |O

RO|IO|O(kRr|O|O

PO, IOFr OO

NIOIFRLIN MO

Cepas de
Hanseniaspora

M12/196F

T02/25F

TE11/48F

T02/05F

T02/19F

OO0 |O0|F

AWRI1280

AWRI3579
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Tabla 12. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de tirosol producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Duracion

Cepas de T'?”.‘po de la fase Velocidad Tiempo de .
maximo de de - | Puntaje
Saccharomyces o de . duplicacion
crecimiento : crecimiento
latencia
TS28 0 1 0 1 2
3C 1 1 0 0 2
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Tabla 12. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de tirosol producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Duracion

Cepas de T'?”.‘po de la fase Velocidad Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacién Puntaje
crecimiento : crecimiento
latencia

TS28 0 1 -1 1 1

3C 1 1 0 0 2
ALG804 1 1 0 0 2
KU1 1 1 0 0 2
M522 1 1 0 0 2
0030 0 0 0 0 0
0035 1 1 0 0 2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 -1 0 0 -1
T02/25F -1 0 0 0 -1
TE11/48F 0 0 0 0 0
T02/05F 0 0 0 0 0
T02/19F 0 -1 0 0 -1
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 13. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de tirosol producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad
Cepas de|  '€MP de la fase Tiempo de .
maximo de de 4 .~ |Puntaje
Saccharomyces . de — duplicacion
crecimiento , crecimiento
latencia
TS28 1 1 0 1 3
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Tabla 14. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de tirosol producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de . duplicacion Puntaje
crecimiento : crecimiento
latencia

TS28 1 1 -1 0 1
3C 1 1 -1 -1 0
ALG804 1 1 0 0 2
KU1 0 1 0 0 1
M522 0 1 0 0 1
0030 0 0 0 0 0
0035 0 0 0 0 0
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 1 1 0 0 2
TO02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
TO02/05F 0 0 0 0 0
TO02/19F 0 -1 0 0 -1
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 15. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de tirosol producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacion

Puntaje
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Tabla 16. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de tirosol producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

1

0

o

3C
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Tabla 17. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de triptofol producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

89



Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje
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Tabla 18. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracién
de triptofol producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
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latencia

Velocidad
de
crecimiento
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duplicacién

Puntaje
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Tabla 19. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de triptofol producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

1

3C

ALG804

KU1

M522

0030

0035

=R R

= i e

OO0 |O|O|O

OO0 |O|O|O

NIOINININININ

Cepas de
Hanseniaspora

M12/196F

T02/25F

TE11/48F

T02/05F

T02/19F

AWRI1280

AWRI3579

P |O|0O0|0O|O0O|O
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RININOO|O|O

Tabla 20. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de triptofol producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 -1 0 -1 -1 -3
3C 1 1 0 0 2
ALG804 0 1 -1 -1 -1
KU1 1 1 0 1 3
M522 1 1 0 2
0030 1 1 1 1 4
0035 1 1 0 0 2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F -1 -1 -1 -1 -4
TE11/48F 0 0 0 0 0
T02/05F 0 0 0 0 0
TO02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 -1 -1 -2
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 21. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de triptofol producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 0 0 -1 -1 -2
3C 0 1 0 0 1
ALG804 0 0 0 0 0
KU1 1 1 0 1 3
M522 0 0 0 0 0
0030 0 0 0 0 0
0035 1 1 0 0 2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F -1 -1 0 0 -2
TE11/48F 0 0 0 0 0
TO02/05F 0 0 0 1 1
T02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 1 -1 -1 1
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 22. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de acetato de triptofol producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 0 0 -1 -1 -2
3C 0 1 0 0 1
ALG804 0 0 -1 -1 -2
KU1 1 1 -1 -1 0
M522 0 0 0 0 0
0030 0 0 0 0 0
0035 0 0 -1 -1 -2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
T02/05F 0 0 0 1 1
TO02/19F 0 0 0 0 2
AWRI1280 0 0 -1 -1 -2
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 22. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de alcohol bencilico producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

-1
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Tabla 23. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de alcohol bencilico producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

1

3C

ALG804

KU1
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0030

0035
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Tabla 24. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de alcohol bencilico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

1

3C

ALG804

KU1
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0030

0035
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Tabla 25. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido hexanoico producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 1 1 -1 -1 1
3C 1 1 -1 -1 1
ALG804 1 1 -1 -1 1
KU1 -1 1 -1 -1 -1
M522 1 1 -1 -1 1
0030 0 0 0 0 0
0035 1 1 -1 -1 1
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
T02/05F 0 0 0 0 0
TO02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 26. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido hexanoico producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 -1 -1 -1 -1 -4
3C 0 0 -1 -1 -2
ALG804 0 0 -1 -1 -2
KU1 -1 0 -1 -1 -3
M522 0 0 -1 -1 -2
0030 -1 0 0 0 -1
0035 0 0 -1 -1 -2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
TO02/05F 0 0 0 0 0
T02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 27. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido hexanoico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 0 1 0 0 1
3C 1 1 -1 -1 0
ALG804 0 0 -1 -1 -2
KU1 -1 0 -1 -1 -3
M522 0 0 -1 -1 -2
0030 0 0 0 0 0
0035 0 0 -1 -1 -2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
T02/05F 0 0 0 0 0
TO02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 28. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido octanoico producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 1 0 0 0 0
3C 0 0 0 0 0
ALG804 0 0 0 0 0
KU1 0 0 0 0 0
M522 0 0 1 0 1
0030 0 0 -1 1 0
0035 0 0 0 0 0
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 0 0 0
TO02/05F 0 0 0 0 0
T02/19F 0 0 0 0 0
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 29. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido octanoico producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Cepas de
Saccharomyces

Tiempo
maximo de
crecimiento

Duracion
de la fase
de
latencia

Velocidad
de
crecimiento

Tiempo de
duplicacién

Puntaje

TS28

1
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Tabla 30. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido octanoico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 1 1 0 0 2
3C 0 1 0 0 1
ALG804 0 0 0 0 0
KU1 0 0 0 0 0
M522 1 1 -1 -1 0
0030 1 1 0 -1 1
0035 0 1 0 0 1
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 1 0 1 2
T02/25F 0 1 0 0 1
TE11/48F 1 0 0 0 1
TO02/05F 1 1 0 0 2
T02/19F 0 0 -1 -1 -2
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 30. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido octanoico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 1 1 0 0 2
3C 0 1 0 0 1
ALG804 0 0 0 0 0
KU1 0 0 0 0 0
M522 1 1 -1 -1 0
0030 1 1 0 -1 1
0035 0 1 0 0 1
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 1 0 1 2
T02/25F 0 1 0 0 1
TE11/48F 1 0 0 0 1
T02/05F 1 1 0 0 2
TO02/19F 0 0 -1 -1 -2
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 31. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido decanoico producido a las 24 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 0 1 -1 -1 -1
3C 1 1 0 0 2
ALG804 1 1 1 1 4
KU1 1 1 1 1 4
M522 1 1 1 1 4
0030 1 1 1 1 4
0035 1 1 1 1 4
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 1 1 2
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 -1 -1 -2
TO02/05F 0 0 -1 -1 -2
T02/19F 0 0 -1 -1 -2
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0

Tabla 32. Puntuacidon de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido decanoico producido a las 48 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| /. de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de - duplicacién Puntaje
crecimiento . crecimiento
latencia

TS28 0 1 -1 -1 -1
3C 1 1 0 0 2
ALG804 1 1 1 1 4
KU1 1 1 1 1 4
M522 1 1 0 0 2
0030 0 0 0 0 0
0035 1 1 0 0 2
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 -1 -1 -2
TE11/48F 1 0 -1 -1 -2
T02/05F 0 0 -1 -1 -2
TO02/19F 0 0 -1 -1 -2
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0
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Tabla 33. Puntuacion de cada parametro de crecimiento en presencia de la concentracion
de &cido decanoico producido a las 72 horas por H.vineae M12/196F sobre cepas de
Saccharomyces y Hanseniaspora.

Tiempo Duracion Velocidad .
Cepas de| . . de la fase Tiempo de .
Saccharomyces maximo de de de _ duplicacion Puntaje
crecimiento , crecimiento
latencia

TS28 0 0 0 0 0
3C 0 1 0 0 1
ALG804 0 1 0 0 1
KU1 0 1 0 0 1
M522 0 0 0 0 0
0030 0 0 0 0 0
0035 1 0 0 0 1
Cepas de

Hanseniaspora

M12/196F 0 0 0 0 0
T02/25F 0 0 0 0 0
TE11/48F 0 0 -1 -1 -2
TO02/05F -1 -1 -1 -1 -4
T02/19F 0 0 -1 -1 -2
AWRI1280 0 0 0 0 0
AWRI3579 0 0 0 0 0
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