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RESUMEN

El vino es el producto que resulta de la fermentacion alcohodlica
del jugo de uva. Si se usa otra fruta se debe denominar” vino de...”
acompanado del nombre de la fruta. La manufactura de vinos de otras
frutas distintas de la uva es muy popular en muchos paises del norte
europeo, donde las condiciones climaticas impiden el desarrollo de la
vitivinicultura. La CEE define los vinos de frutas como la bebida
alcoholica obtenida por la fermentacion parcial o completa de jugos de
frutas frescos, jugo concentrado o reconstituido; o macerado de pulpa con
la adicion de agua, azlicar o miel. Finalizada la fermentacion se puede
adicionar jugo fresco, concentrado o reconstituido. Los vinos de fruta
tendran una concentracion alcohdlica comprendida entre 8 y 14 %
(gramos / 100 mL).

La elaboracion de vinos de frutas citricas es popular en Turquia y
los paises asiaticos (China, Japon, Corea). En Argentina, una de las zonas
citricolas mas importantes se encuentra localizada en la Mesopotamia
Argentina, especificamente en la franja de suelos arenosos existentes
sobre la margen del rio Uruguay, en la provincia de Entre Rios. Dentro
de esta zona, en el Departamento Concordia, reviste gran importancia la
produccion de mandarinas y naranjas. Particularmente, de las diferentes
variedades cultivadas de naranjas merecen destacarse la Newhall y
Washington Navel (ombligo), Salustiana (comun) y Valencia.

A los efectos de utilizar algunas de estas variedades tipicas de la
zona para obtener una bebida alcoholica, en el presente estudio se
adaptaron tecnologias usadas en Enologia para elaborar “vino de
naranja”. Todo proceso biotecnologico con microorganismos comienza
con la eleccion de los mismos, por lo tanto este trabajo se inici6 con un
estudio ecoldgico de la flora epifitica de las 4 variedades de naranja antes
mencionadas, a los efectos de seleccionar especies aptas para la
elaboracion de vino de naranja, encontrdndose entre otras, una
Saccharomyces cerevisiae con buenas propiedades enologicas. Como el
objetivo era preparar mostos con jugo de naranja recién exprimido, jugo
pasteurizado y jugo concentrado reconstituido se procedio a la adaptacion
de esta levadura a cada uno de los mostos, en paralelo con una cepa
comercial de S. bayanus mediante la determinacién de las respectivas
curvas de crecimiento, encontrandose que ambas levaduras tuvieron un
crecimiento aceptable en todos los mostos; luego podrian ser usadas
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indistintamente para la elaboraciéon de vinos de naranjas. Como fue
preciso obtener la levadura autdctona en cantidades suficientes para la
vinificacion, se hizo necesario reproducir las mismas en condiciones
aerobias para lo cual se ensayaron los sistemas batch y fed batch,
lograndose mayores rendimientos con este tltimo por lo cual se lo uséd
como método de produccion de S. cerevisiae. La biomasa obtenida fue
analizada, comprobandose que la misma poseia excelentes caracteristicas
tecnoldgicas e higiénicas.

Para establecer las condiciones del proceso de fermentacion se
procedid a trabajar con mostos preparados con jugo de naranja natural,
jugo de naranja pasteurizado y jugo de naranja concentrado reconstituido,
con las dos levaduras (S. cerevisiae y S. bayanus), fermentando a dos
temperaturas (10 y 20°C), a dos pHs (el propio de los jugos y ajustado a
4,0), siguiendo la evolucion de algunos parametros quimicos y
microbioldgicos desde la inoculacion de las levaduras hasta la obtencion
de los vinos jovenes, lo cual permitié observar tanto las transformaciones
de los componentes de los mostos, como la produccion de distintas
sustancias durante la fermentacion alcohdlica, y verificar posibles
alteraciones microbianas. En este sentido se destaca que todos los vinos
de naranja elaborados a partir de mosto preparado con jugo de naranja
concentrado reconstituido experimentaron alteracion microbiana debidas
principalmente a la especie Leuconostoc mesenteroides y Acetobacter
sp., por lo cual fueron desechados antes de ser envasados. Los vinos
elaborados con mosto de jugo natural y pasteurizado fueron envasados y
sometidos a un proceso de maduracion durante 120 dias a dos
temperaturas (10 y 20°C). Al término de este periodo se analizaron
nuevamente los parametros fisicoquimicos y microbiolodgicos y se
realizaron pruebas de estabilidad.

Para seleccionar las condiciones de elaboracién mas favorables
para la obtencion de un vino de naranja aceptable, se aplicd un disefio
experimental estadistico del tipo factorial equilibrado 2%, resultando 16
ensayos para cada cepa. Esto permiti6é concluir que con un in6culo de S.
cerevisiae, los mejores resultados analiticos se obtuvieron con mosto de
jugo de naranja pasteurizado, pH 4,0, fermentacion a 10 °C y maduracion
a 20 °C. En cambio con S. bayanus, se preferiria la fermentacion de
mosto de jugo de naranja pasteurizado a pH: 4,0, 20 °C y madurados a 20
°C.
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SUMMARY

Wine is the resulting product of grape juice alcoholic
fermentation. If a different fruit is used, it should be referred to as “...
wine”, using the name of the fruit as a modifier. Wine-making from fruits
other than grapes is very popular in many northern European countries
where climatic conditions hinder the development of viticulture. The
European Economic Community defines fruit wines as the alcoholic
beverage obtained by the complete or partial fermentation of fresh,
concentrated or reconstituted juices; or pulp maceration with the addition
of water, sugar or honey. Once the fermentation process is finished,
fresh, concentrated or reconstituted juice can be added. Fruit wines
usually have an alcoholic fermentation between 8 and 14 % (gram / 100
mL).

Wine made from citrus fruit is very popular in Turkey and some
Asian countries (China, Japan and Korea). In Argentina, one of the most
important citrus-growing areas is located in the area known as the
Mesopotamia, specifically on the sandy strip of the Uruguay River bank,
in the province of Entre Rios. The Concordia department in this region is
well known for its orange and tangerine production. Newhall,
Washington Navel, Salustiana and Valencia are some of the most
important varieties.

In this work some technologies used in oenology were adapted in
order to produce orange wine. Every biotechnological process starts with
the selection of microorganisms; consequently an ecological study of the
native / indigenous flora was undertaken in the aforementioned varieties
in order to choose the more adequate species. A strain of S. cerevisaie
with good oenological properties was found. As the objective was to
prepare musts with fresh juice, pasteurised juice and reconstituted
concentrate, this yeast was adapted to each must by determining the
respective growth curves. A parallel study was carried out using a
commercial strain of S. bayanus. It was found that both yeasts had an
acceptable growth in all musts, hence, it was concluded that they could
be used indistinctly in orange wine-making.

Since it was necessary to obtain the native flora in the amounts
required for fermentation, they were reproduced in aerobic conditions
using batch and fed-batch systems. The highest yields were obtained with
the second procedure; as a result this was used to produce S. cerevisiae.
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The resultant biomass was analysed and it was found that it had excellent
technological and hygienic characteristics.

In order to set up conditions for the fermentation process, work
with musts prepared with fresh orange juice, pasteurised juice and
reconstituted concentrate, with both yeasts ((S. cerevisiae y S. bayanus),
at two fermentation temperatures (10 and 20 °C), two pHs (their own and
another adjusted at 4.0) was carried out following the evolution of some
chemical and microbiological parameters from yeast inoculation to the
production of young wines. Thus, must component transformation as
well as the production of different substances could be observed during
alcoholic fermentation. It was also possible to verify microbial spoilage.
It should be noted that all orange juice wines made from reconstituted
orange juice showed microbial contamination due to the presence of
Leuconostoc mesenteroides and Acetobacter sp., therefore they were
discarded before being bottled.

Wines produced with natural and pasteurised juice were bottled
and subjected to a maturation process during 120 days at two
temperatures (10 y 20 °C). At the end of this period, physico-chemical
and microbiological parameters were further analysed and stability tests
were conducted.

In order to select the most convenient manufacturing conditions
for the production of an acceptable orange juice, a full factorial design of
2" type was applied, resulting 16 tests for each strain. It was concluded
that with a §. cerevisiae inoculum, the best analytical results were
obtained with pasteurised orange juice musts, pH: 4.0, fermentation at 10
°C and maturation at 20 °C whereas with S. bayanus, fermentation of
pasteurised orange juice must at pH: 4.0, 20 °C and maturation at 20 °C
should be preferred.
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RESUM

El vi és el producte que resulta de la fermentacié alcoholica del
suc de raim. Si s’usa una altra fruita s’ha de denominar “vi de...”
acompanyat del nom de la fruita.. La manufactura de vins d’altres fruites
diferents del raim és molt popular en molts paisos del nord europeu on
les condicions climatiques impedeixen el desenvolupament de la
vitivinicultura. La UE defineix els vins de fruites com la beguda
alcoholica obtinguda per la fermentacié parcial o completa de sucs de
fruites frescos, suc concentrat o reconstituit; o maceracié de polpa amb
I’addici6 d’aigua, sucre o mel. Finalitzada la fermentacid es pot
addicionar suc fresc, concentrat o reconstituit. Els vins de fruita tindran
una concentracio alcoholica compresa entre 8 1 14 % (grams / 100 mL).

L’elaboraci6 de vins de fruites citriques és popular a Turquia i els
paisos asiatics (Xina, Japo, Corea). A 1’Argentina, una de les zones
citricoles més importants, es troba localitzada a la Mesopotamia
argentina, especificament a la franja de sols arenosos existents sobre la
marge del riu Uruguai, a la provincia d’Entre Rios. Dins d’aquesta zona
al departament Concordia revesteix gran importancia la produccid de
mandarines 1 taronges. Particularment, de les diferents varietats
cultivades de taronges mereixen destacar-se la Newhall 1 Washington
Navel (melic), Salustiana (comuna) i Valéncia.

A Tefecte d’utilitzar algunes d’aquestes varietats tipiques de la
zona per a obtenir una beguda alcohdlica, en el present estudi es van
adaptar tecnologies usades en enologia per a elaborar “vi de taronja”. Tot
procés biotecnologic amb microorganismes comenga amb 1’eleccid
d’aquests, per tant aquest treball es va iniciar amb un estudi ecologic de
la flora epifitica de les 4 varietats de taronja abans esmentades a I’efecte
de seleccionar especies aptes per a 1’elaboracio de vi de taronja, trobant-
se entre altres, una S. cerevisiae amb bones propietats enologiques. Com
I’objectiu era preparar mostos amb suc de taronja acabat d’esprémer, suc
pasteuritzat i suc concentrat reconstituit, es va procedir a ’adaptacio
d’aquest llevat a cadascun dels mostos, en paral-lel amb una soca
comercial de S. bayanus mitjancant la determinaci6 de les respectives
corbes de creixement, on es va trobar que ambdods llevats van tenir un
creixement acceptable en tots els mostos; després podrien ser usats
indistintament per a ’elaboracié de vins de taronges. Com va ser
necessari obtenir el llevat autocton en quantitats suficients per a la
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vinificacio, es va fer necessari reproduir aquests en condicions aerobies,
per a la qual cosa es van assajar els sistemes batch i fed batch, 1 es van
aconseguir majors rendiments amb aquest ultim, per la qual cosa se’l va
usar com a metode de produccio de S. cerevisiae. La biomassa obtinguda
va ser analitzada, 1 es va comprovar que posseia excellents
caracteristiques tecnologiques 1 higieniques.

Per a establir les condicions del procés de fermentacid, es va
procedir a treballar amb mostos preparats amb suc de taronja natural, suc
de taronja pasteuritzat i suc de taronja concentrat reconstituit, amb els
dos llevats (S. cerevisiae 1 S. bayanus), que van fermentar a dues
temperatures (10 1 20°C), a dos pH (el propi dels sucs i ajustat a 4,0),
seguint I’evolucié d’alguns parametres quimics 1 microbiologics des de la
inoculaci6 dels llevats fins a ’obtencid dels vins joves, la qual cosa va
permetre observar tant les transformacions dels components dels mostos,
com la produccié de distintes substancies durant la fermentacid
alcoholica, 1 verificar possibles alteracions microbianes. En aquest sentit
es destaca que tots els vins de taronja elaborats a partir de most preparat
amb suc de taronja concentrat reconstituit van experimentar alteracid
microbiana  degudes  principalment a ’espécie  Leuconostoc
mesenteroides 1 Acetobacter sp., per la qual cosa van ser rebutjats abans
de ser envasats. Els vins elaborats amb most de suc natural i pasteuritzat
van ser envasats i sotmesos a un procés de maduraci6é durant 120 dies a
dues temperatures (10 i 20°C). A I’acabament d’aquest periode es van
analitzar novament els parametres fisicoquimics 1 microbiologics i es van
realitzar proves d’estabilitat.

Per a seleccionar les condicions d’elaboracié més favorables per a
I’obtencié d’un vi de taronja acceptable es va aplicar un disseny

experimental estadistic del tipus factorial equilibrat 2K i van resultar 16
assajos per a cada soca. Aix0 va permetre concloure que amb un inocul
de S. cerevisiae, els millors resultats analitics es van obtenir amb most de
suc de taronja pasteuritzat, pH 4,0, fermentacio a 10 °C i maduraci6 a
20°C. En canvi, amb S. bayanus es preferiria la fermentacié de most de
suc de taronja pasteuritzat a pH 4,0, 20 °C 1 madurats a 20 °C.
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I.1. Historia de la fermentacion alcohdlica

La fermentacién alcohdlica fue determinada cuantitativamente
por Lavoisier (1743 — 1794) quien, estudiando esta fermentacion, enuncia
el principio de conservacion de la materia y expresa una “ecuacion
algebraica” para este fendmeno:

Mosto de uva = Acido carbonico + Alcohol

Posteriormente Gay- Lussac (1778 — 1850) expresa lo mismo con
la ecuacion que lleva su nombre:

CeHi;0g — > 2 C,HsO +2 CO, + 57 Kcal / mol

Berzelius describe la fermentaciéon como un fendémeno catalitico,
similar a la descomposicion del agua oxigenada por una esponja de
platino y expresa la idea de fermentos orgéanicos.

Posteriormente Cagniard de la Tour y Schwan observan en el
microscopio que existia una estrecha dependencia entre la multiplicacion
de pequefios microorganismos y la intensidad de la fermentacién de
mostos de vinos o de cervezas donde se desarrollaban.

Sin embargo el mundo cientifico no aceptaba esta opinion hasta
que Pasteur (1822 — 1895) demostr6 en 1872 que aquellos
microorganismos vivian y se desarrollaban a expensas de las materias
primas azucaradas, descomponiéndolas en alcohol y CO,, y que tales
organismos vivientes constituian los “fermentos organizados”.

Liebig (1803 — 1873) se declard contrario a dicha hipotesis
considerando que los fermentos organicos eran sustancias de naturaleza
proteica que producian un desdoblamiento natural de las moléculas de
azucar. Estas opiniones de Liebig, verdaderamente eran precursoras del
concepto de enzimas, pero no fueron aceptadas en su época.

En 1896, Buchner (1860 — 1917) efectué un descubrimiento
importante que compatibilizaba la idea de “microorganismos
fermentativos” de Pasteur y de “enzimas” de Liebig, demostrando que la
accion fermentativa estaba en las células vivas de levaduras, pero que
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podia ser extraida de ellas destruyendo las células con acetona o
triturando con arena, obteniendo un jugo que a pesar de hallarse libre de
células era capaz de reproducir todas las fases de la fermentacion
alcoholica de la glucosa (Brock and Madigan, 1991).

1.2. Elaboracion de bebidas alcohdlicas: Vino

En esencia, las bebidas alcohdlicas son soluciones aromatizadas
de etanol, derivadas de numerosos sustratos, que pueden ser cereales,
uvas u otras frutas, o carbohidratos en general (Lee, 1996).

La fermentacién alcoholica es el proceso biotecnologico maés
antiguo realizado por el hombre. Primero se utiliz6 como método de
conservacion de frutas, pero después se adoptd para elaborar bebidas
alcoholicas, tal como los vinos.

Los mayores paises productores de vino en orden de volumen
decreciente son Italia, Francia, Espafia, Argelia, Argentina, Portugal y
Estados Unidos.

La elaboracion de vino se origind6 en Egipto y Mesopotamia
mucho antes del afio 2000 aC, y se extendié a toda la region del
Mediterraneo, la cual continua siendo la mayor area de produccion
vinicola en el mundo. Otras regiones en las que se produce extensamente
suelen tener un clima similar al de la zona mediterranea, por ejemplo,
California, Argentina, Chile, Sudafrica y Australia.

El mosto de uva debido a su alto contenido de azlcares
(aproximadamente 200 g/L) y su natural acidez (pH 3,5) es un medio
selectivo para las levaduras vinicas y puede considerarse que, en general,
contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de estos
microorganismos. Adicionalmente contiene otros constituyentes que
aportan al aroma y sabor del vino.

Hay una gran variedad de vinos y su calidad y caracter varian
considerablemente. Los vinos secos son aquellos en que los azucares del
jugo fermentan en su totalidad en tanto que en los vinos dulces, parte del
azucar se deja o adiciona después de la fermentacion.

Todo lo desarrollado sobre vinificacion se refiere a "vinos de uva"
de los cuales existen principalmente dos tipos: vinos blancos y vinos
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tintos. La produccion de ambos difiere en algunas etapas, por lo cual se
puede hablar de wvinificacion en blanco y vinificaciébn en tinto
(Aleixandre, 1999).

Los vinos blancos s6lo emplean el zumo de uva tras el prensado y
ademas este mosto se clarifica para eliminar los solidos en suspension.
Para conseguir vino tinto, se deja el hollejo en el liquido con el fin de
transmitirle su color o bien para aumentar el sabor del producto.

La fermentaciéon del mosto es un proceso bioquimico muy
complejo, en el que intervienen e interaccionan levaduras, mohos y
bacterias, siendo las primeras los microorganismos clave en la
vinificacion, ya que son los responsables de la fermentacion alcohdlica,
la principal reaccion en la conversion del mosto en vino. Estos
microorganismos pueden ser endogenos (provenientes de la piel de las
uvas y de las superficies de las bodegas) o exdgenas (cultivos estarter
seleccionados) (Torija et al., 2003).

Tanto las levaduras como las bacterias pueden ejercer una accioén
beneficiosa o ir en detrimento de la calidad de los vinos.

En una uva sana y madura prensada asépticamente la poblacion
microbiana total en el mosto puede variar entre 10° y 10° UFC/ mL
(Walker, 1999).

Las levaduras que participan en la fermentacion del vino son de
dos tipos: 1) las llamadas levaduras silvestres que se encuentran en las
uvas cosechadas y que se transfieren al jugo y 2) las levaduras de vino
cultivadas, las cuales se adicionan al jugo para iniciar la fermentacion.

Una diferencia importante entre las levaduras silvestres y las
levaduras de vino cultivadas es su tolerancia al etanol. La mayor parte de
las levaduras silvestres pueden tolerar solamente alrededor de un 4 %
v/v de etanol; cuando la concentracion de alcohol llega a este punto, la
fermentacion se detiene.

Sin embargo hay estudios que demuestran que especies de non
Saccharomyces, en particular Kloeckera apiculata, Candida stellata,
Torulaspora delbrueckii y Saccharomycoides ludwigii, sobreviven largos
periodos durante la fermentacion, es asi que la inoculacioén con levaduras
selectas de Saccharomyces cerevisiae no garantiza que las mismas sean
las dominantes durante todo el proceso(Ciani y Picciotti, 1995).
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La levadura de vino puede tolerar hasta un 12 % a 14 % de etanol
antes de detener su desarrollo. En los vinos no fortificados, el contenido
alcanzado de este alcohol esta determinado parcialmente por la tolerancia
de la levadura al mismo y en parte por la cantidad de azicar contenida en
el jugo. El contenido de alcohol etilico de la mayor parte de los vinos no
fortificados varia de 8 a 14 %.( p/v) Los vinos fortificados, por ejemplo
el jerez, tienen un alto contenido de alcohol, aproximadamente del 20 %,
el cual se logra por adicion de destilados como el brandy.

Ademas de producir menor contenido alcohoélico, ciertas especies
de levaduras silvestres pueden producir metabolitos que afectan
negativamente las caracteristicas organolépticas del producto final,
motivo por el cual historicamente se ha evitado su presencia en el
proceso de vinificacion. Actualmente este concepto esta siendo revisado.

En muchas bodegas alin se conserva la practica de sulfitar el
mosto para inhibir las levaduras silvestres. La levadura cultivada es
resistente al sulfitado y se adiciona como cultivo de iniciacion a partir de
un cultivo puro desarrollado en jugo de uva esterilizado o pasteurizado.
Durante las etapas iniciales hay aire en el liquido y se efectia un
crecimiento aerobico de la levadura, después a medida que se acaba el
aire y se desarrollan condiciones anaerdbicas se inicia la produccion de
alcohol.

Luego se realiza el trasiego. El vino se separa del sedimento, que
contiene la levadura y el precipitado orgdnico y se almacena a menor
temperatura para el afiejamiento, desarrollo del aroma y clarificacion
posterior.

La clarificacion final se puede acelerar por adicion de sustancias
denominadas agentes refinantes, o bien se filtra a través de tierras de
diatomeas, asbestos o filtros de membrana.

Entonces el vino se embotella y se guarda para ser envejecido o
comercializdo. Por lo comun el vino tinto se afieja durante varios afios
después de embotellado, pero el vino blanco se comercializa sin afiejarlo
por largos periodos.

Durante el proceso de envejecimiento ocurren cambios quimicos
complejos que dan como resultado un mejoramiento del sabor, olor (o
aroma) y/o bouquet.
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1.3. Antecedentes de elaboracion de vinos de frutas

La mayor parte del vino se elabora a partir de uvas y a menos que
se especifique otra fuente, la palabra vino se refiere al producto que
resulta de la fermentacion del jugo de uva (Brown ef al., 1989).

La manufactura de vinos de otras frutas distintas de la uva es muy
popular en muchos paises del norte europeo donde las condiciones
climaticas impiden el desarrollo de la vitivinicultura, especialmente en
Polonia, Rusia y Alemania. En Gran Bretana sélo una pequefia cantidad
es producida a escala comercial, pero es muy comun la elaboracion
casera artesanal de vinos de distintas frutas. En los distintos paises se
usan diferentes frutas para tal fin.

La Asociacion de Productores de Sidra y Vinos de Frutas de la
Comunidad Econdmica Europea (CEE) define los vinos de frutas de la
siguiente manera:

“Vino de fruta:bebida alcohdlica obtenida por la fermentacion
parcial o completa de jugos de frutas frescos, jugo concentrado o
reconstituido;o macerado de pulpa con la adicion de agua, azucar o
miel. Finalizada la fermentacién se puede adicionar jugo fresco,
concentrado o reconstituido™.

“Los vinos de frutas tendrdn una concentracion alcohdlica
comprendida entre 8 y 14 % (gramos / 100 mL). Pueden ser sin
carbonatar o carbonatados por la inyeccion de CO, o por fermentacion
secundaria.” (Jarvis, 1996).

En cuanto a los vinos citricos, los conocimientos mas actualizados
que se tienen sobre su elaboracion son de Turquia y los paises asidticos
(China, Japon, Corea), entre los cuales se pueden citar los estudios sobre
la produccion de vino de naranja realizados por Arici and Yuecel, (1994)
en China; el aislamiento e identificacion de levaduras para la produccion
de vino de naranja de Young-Hwan-Ko et al. (1997) en Corea; estudios
basicos de las técnicas de produccion de vino de naranja de Yuo-Young-
Wang and Guo-Qing-He (2000) en China; estudios de los componentes
del flavor en vinos de naranjas variedad Kozan y el efecto del color de
las botellas y las condiciones de almacenamiento sobre el amarronado de
vino de naranja, ambos de Selli et al. (2002-2003) en Turquia.
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Sin embargo, hay antecedentes bibliograficos que datan de
muchos afios, tales como los de Hendrickson y Kesterston (1965) que
describen los subproductos que se pueden aprovechar de la manufactura
de los citricos, entre ellos vinos de pomelo y naranja, citando un trabajo
de von Loesecke de 1936. En este ultimo, se expresa que si bien el jugo
de estos citricos puede ser convertido en vino de sabor y aroma
agradables, se requiere la adicion de azicar y condiciones de elaboracion
cuidadosamente controladas.

Braverman en Los agrios y sus derivados (1952), menciona y
describe los pasos para obtener los vinos de agrios, a los cuales define
como productos obtenidos por fermentacion con levaduras vinicas, de
zumos procedentes de frutas maduras de las variedades menos 4cidas,
adicionadas de azuicar, con el fin de obtener vinos de mds cuerpo y
menos acidos. En Handbook of Citrus by- products and Processing
Technology (Braddock, 1999), en el capitulo “Bioconversion products”
también nombra los vinos citricos, pero no especifica el proceso para su
elaboracion.

En la bibliografia especifica de procesos biotecnologicos y
elaboracion de vinos, si bien en general hay un apartado sobre vinos de
distintas frutas, no hay informacion sobre variables de los procesos
tecnoldgicos, levaduras wusadas, caracteristicas fisicoquimicas 'y
sensoriales de los productos. Dentro de esta bibliografia cabe sefialar:
Fabricacion de vinos de Vogt (1971); Introduccion a la biotecnologia de
Brown et al. (1989), Biotecnologia de la fermentacion de Ward (1991);
Bebidas: Tecnologia, Quimica, Microbiologia, de Varnam y Sutherland
(1997).

Mas recientemente, autores como Kolb (2002) han recopilado
practicas artesanales asi como también algunos aspectos industriales
sobre la produccion de “bebidas similares al vino” a partir de frutas, pero
concretamente sobre vino de naranja es poco lo que explica, haciendo
hincapié solo en el hecho de la diferencia en la obtencién del zumo de
esta fruta para su posterior fermentacion. Destaca ademdas que al igual
que el zumo de pifia, el de naranja ofrece la gran dificultad de su
contenido en acido citrico que puede ser metabolizado por diversas
bacterias, las cuales obstaculizan la fermentacion alcoholica.

La escasa disponibilidad de datos sobre la tecnologia de
elaboracion y las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del vino de
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naranja imposibilita cotejar los resultados obtenidos con productos
similares; por lo cual se hizo necesario adaptar las practicas enologicas y
comparar los resultados del producto elaborado, principalmente con los
vinos de uva de los cuales existe profusa bibliografia; y con vinos de
otras frutas, tales como el kiwi (Soufleros ef a/,2001) y mango (Obisanya
etal., 1987).

Los vinos de kiwi son muy importantes en la economia de Grecia,
por la gran produccion de esta fruta, lo que hace que aquellas
consideradas de descarte se usen como materia prima para la produccion
de vinos (Luh and Wang, 1984). La informacion actual sobre técnicas de
elaboracion de este producto ha sido reportada por Soufleros et al., 2001.

1.4. Justificacion

En Argentina, una de las zonas citricolas mdas importante se
encuentra localizada en la region llamada Mesopotamia, especificamente
en la franja de suelos arenosos existentes sobre la margen del rio
Uruguay, en los Departamentos de Concordia, Federacion y norte del de
Colon de la provincia de Entre Rios, continuando al norte hacia la
provincia de Corrientes. Su produccidon especialmente de naranjas y
mandarinas, reviste gran importancia desde el punto de vista econdmico
para la region.

Particularmente, de las diferentes variedades cultivadas de
naranjas merecen destacarse la Newhall y Washington Navel (ombligo),
Salustiana (comun) y Valencia.

La produccion estimada en toneladas / afio para la naranja en los
afios que van de 2000 a 2002 fue: 789.000, 913.500, y 780.000
(estimado), respectivamente. Es de hacer notar que en general la
produccion ha ido en aumento a pesar de la importante reduccion en la
zafra de 2002. Esta merma se dio especialmente en las variedades tardias
tal como la naranja Valencia.

A los efectos de utilizar una materia prima tipica de la zona para
obtener un nuevo producto, adaptando tecnologias usadas en enologia, se
desarrolld el presente estudio, cuyos Objetivos y Plan de trabajo se
describen a continuacion:
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Objetivos generales:

Estudiar el comportamiento tecnologico de distintas especies
de levaduras aisladas de la flora epifitica de la naranja en
paralelo con una levadura vinica comercial, utilizando mostos
preparados con jugo fresco de naranja, jugo concentrado
reconstituido y jugo pasteurizado.

Obtener diferentes vinos de naranja usando, por un lado, las
levaduras aisladas mas adecuadas y, por otro, la levadura
comercial.

Comparar entre si los productos obtenidos para establecer
cudl de las levaduras utilizadas y qué condiciones de proceso
rinden el vino de naranja con mejores caracteristicas.

Objetivos especificos:

Aislar levaduras de la flora epifitica de al menos 4 variedades
de naranjas para utilizarlas como in6culos para la obtencion
de vino de naranja.

Adaptar dichos aislamientos en paralelo con una levadura
vinica comercial a mostos preparados a partir de jugo de
naranjas recién exprimidas, jugo pasteurizado y jugo
concentrado reconstituido, para encontrar las condiciones
optimas de desarrollo.

Definir las condiciones de cultivo para la obtencion de
biomasa de la/s levaduras/s seleccionada/s.

Establecer las condiciones del proceso de fermentacion de los
mostos de naranja y seleccionar la/s levaduras/s mas
apropiadas para la fermentacion a los efectos de obtener
fundamentalmente una bebida agradable y de baja graduacion
alcohdlica.

Para alcanzar los objetivos propuestos se cumplimento el
siguiente disefio experimental:

1.- Estudio ecolégico de levaduras de la flora epifitica de 4
variedades de naranjas obtenidas de la region citricola entrerriana durante
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la zafra 2000; y seleccion de especies aptas para la elaboracion de vino
de naranja teniendo en cuenta sus propiedades funcionales.

2.- Adaptacion de una Saccharomyces cerevisiae aislada de jugo
de naranja fermentado en paralelo con una Saccharomyces bayanus
(comercial) a tres tipos de mosto de naranja: jugo fresco, jugo
pasteurizado y jugo concentrado reconstituido.

3.- Determinacion de los requerimientos nutricionales de S.
cerevisiae a los efectos de obtener biomasa.

4.- Obtencion de biomasa por sistema batch. Comprobacion del
efecto Crabtree.

5.- Obtencién de biomasa por fed-batch. Calculo de rendimientos.

6.- Determinacion de las caracteristicas de calidad y enologicas de
la biomasa obtenida.

7.- Fermentacion de los mostos usando las dos levaduras, S.
cerevisiae 'y S. bayanus 10C 18-2007, dos pHs: 3,5 y 4 y dos
temperaturas de proceso: 10°C y 20°C sobre los tres mostos de naranja,
jugo natural, jugo pasteurizado y jugo concentrado reconstituido.

8.- Seguimiento de la evolucion de algunos parametros quimicos
y microbioldgicos desde la inoculacion hasta la obtencion del vino joven.

9.- Ensayos de maduraciéon a dos temperaturas 10°C y 20°C
durante 120 dias y caracterizacion quimica y microbiologica del producto
final.

10.- Aplicacion de un disefio experimental, para seleccionar las
condiciones de elaboracion mas favorables para la obtencién de un vino
de naranja aceptable.



PRIMERA PARTE:
ECOLOGIA DE LEVADURAS VINICAS,
SELECCION Y ADAPTACION A MOSTOS
DE JUGO DE NARANJA



CAPITULO 1
AISLAMIENTO, IDENTIFICACION,
SELECCION DE LEVADURAS
AUTOCTONAS
DEL JUGO DE NARANJA NATURAL Y
FERMENTADO
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1.1.- INTRODUCCION

La transformacion del mosto en vino es un proceso espontaneo
llevado a cabo por las levaduras, principalmente de la especie
Saccharomyces cerevisiae. El origen de ¢éstas constituye un tema
controvertido, tradicionalmente se asumia que todas las especies
involucradas en la fermentacion vinica provenian de la superficie de la
uva. Algunos estudios posteriores evidencian que s6lo especies de non
Saccharomyces estan presentes en la superficie de la fruta, mientras que
S. cerevisiae proviene fundamentalmente del entorno de las bodegas
(Torija et al., 2002).

Sin embargo, actualmente los procesos de produccién de vino
tienden al uso de cultivos iniciadores con lo cual la fermentacion es mas
rapida y predecible. Para obtener vinos de buena calidad, agradables y sin
defectos sensoriales es importante conocer cual es el rol que juegan las
levaduras en la fermentacion. En el mercado hay una gran variedad de
levaduras vinicas pero éstas no siempre pueden ser usadas con idéntico
resultado, por lo cual cada vez mas se seleccionan cepas autoctonas para
utilizarlas como estarter. Ellas se adaptan con mayor facilidad a los
mostos y se obtienen vinos con caracteristicas especificas (Walker,
1999).

La seleccion de levaduras nativas requiere del aislamiento e
identificacion de las levaduras asociadas a procesos fermentativos
espontaneos como etapas previas al proceso de seleccion sustentado en la
evaluacion de ciertas propiedades tecnoldgicas indicativas de su
potencial capacidad para uso enoldgico (Pérez et al., 1999).

El estudio del origen de las levaduras en la industria vinica puede
ser dividido en dos partes:

» Los vifiedos, los cuales constituyen un ecosistema natural
influenciado por las practicas de cultivo y

» Las bodegas asociadas con la fermentacion del mosto, el
almacenaje y posterior envasado de los vinos.

Los vifiedos: Son pocos los estudios realizados sobre la ecologia
microbiana de los vifiedos comparados con los realizados sobre el mosto
y la fermentacion, ademas es necesario el uso de un muestreo adecuado,
técnicas de pre-aislamiento, métodos de enriquecimiento, medios de
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cultivo para aislamiento y tiempo de incubacion perfectamente
coordinados. Esto dificulta el conocimiento de la ecologia microbiana de
la uva (Martini et al., 1996).

En términos generales la informacion disponible sobre los

vifiedos se puede resumir asi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8

9)

Los niveles de microorganismos en uvas maduras estdn
comprendidos entre 10°- 10° UFC/g y consisten mayoritariamente
de varias especies de levaduras, bacterias del acido lactico y del
acido acético (Fleet, 1999) y hongos filamentosos.

Las fuentes de levaduras y microorganismos afines incluyen todo
el entorno de la vid como el suelo, el aire, otras plantas y
animales vectores (Davenport, 1974).

Los insectos son el principal vector para el transporte de las
levaduras (Mortimer and Polsinelli, 1999).

La colonizacion por levaduras en las uvas estd influenciada
principalmente por el grado de madurez (Rosini ef al., 1982).

La ocurrencia y desarrollo de microorganismos sobre la piel de
las uvas es afectada por lluvia, temperatura, variedad de fruta y
aplicacion de agroquimicos (Davenport, 1974; Van der
Westhvizen et al., 2000 b; Sabate ef al., 2002).

Las levaduras estan mayoritariamente sobre la superficie de las
uvas en los lugares donde hay secreciones de las frutas. Otra
fuente es la capa cerosa que posibilita la adherencia de las células
microbianas y su colonizacion (Belin, 1972).

Las levaduras de la clase Basidiomycetes (oxidativas), de las
cuales  enologicamente interesan las  Sporobolomyces,
Cryptococcus, Rhodotorula y Filobasidium son mayormente
encontradas en el ambiente de los vifiedos (suelo, corteza, hojas,
uvas) asi como también Aureobasidium pullulans, el cual es
habitual en la piel de la uva (Davenport, 1974; Sabate et al.,
2002).

Las levaduras apiculadas, como Hanseniaspora y Kloeckera spp.
y levaduras oxidativas mayormente Candida, Pichia y
Kluyveromyces predominan en las uvas maduras.

La levadura vinica por excelencia, S. cerevisiae, contrariamente a
lo esperado est4 virtualmente ausente sobre la uva y es necesario
el andlisis de un nimero importante de muestras para recoger
aproximadamente 1 en 1000 (Mortimer and Posinelli, 1999,
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revisado por Fleet et al., 2002). El origen de S. cerevisiae es
todavia muy discutido y para lograr mayores precisiones seria
necesario mejorar las técnicas de muestreo. En efecto, la
diseminacion de las levaduras en la superficie de las uvas es muy
variable, generalmente estdn en una poblacidn tan baja como 10 —
100 UFC/g y se hace necesario aislarlas en medios de
enriquecimiento (Fleet et al., 2002; Mannazzo et al., 2002).

Por otro lado la microbiologia de las uvas dafiadas es poco
conocida, pero estd asociada a la presencia de especies fermentativas
(Mortimer and Posinelli, 1999). Esta asociacion sugiere que S. cerevisiae
al ser una levadura fermentativa también se encontrara mas facilmente en
las uvas sobremaduras. Ademas como ya se dijo para recuperar especies
de levaduras de la superficie de las uvas son necesarios medios de cultivo
selectivos y largos periodos de incubacion (Florenzano et al., 1997).

Las bodegas: Las areas donde se podrian recuperar levaduras
vinicas durante la elaboracion de los vinos son fundamentalmente la zona
de fermentacion y crianza. Aqui el estudio de la ecologia microbiana
confirma que las poblaciones levaduriformes son distintas a las
respectivas poblaciones de las uvas, particularmente por la proporcion de
S. cerevisiae (Martini, 1993; Vaughan and Martin, 1995). Por este
motivo algunos autores denominan a S. cerevisiae como la “primer
especie de levadura domesticada”.

Estos conocimientos se pueden extrapolar al estudio ecoldgico de
las frutas citricas y su entorno.

Una zona con predominancia de produccion citricola puede ser
considerada como un ecosistema en el que las plantaciones y los
microorganismos del suelo constituyen su biocenosis. El proceso de
aclimatacion de las distintas variedades de citrus a los factores ecolégicos
de la zona de produccion, evoluciona paralelamente a la aparicion de
determinadas especies de bacterias, levaduras y mohos que del ambiente
pasan a los frutos, las que constituyen la microflora epifitica (Doores,
1987).

La poblacién microbiana primaria o nativa de las frutas esta
compuesta por los microorganismos adheridos a su superficie por fuerzas
interactivas entre la estructura vegetal y la pared celular de los
microorganismos. Esta microflora constituye una cubierta microbiana
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estable con el tiempo, pero que difiere con el area geografica,
condiciones climdticas, tratamientos con agroquimicos y aun en las
distintas partes de una misma fruta.

Por otra parte, hay una microflora secundaria proveniente de
fuentes externas tales como agua, viento, insectos, pajaros,
contaminacion por roedores, etc., la cual puede ser depositada en la
superficie de la fruta y puede variar no sélo de una plantacion a otra sino
también de una planta a otra dentro de la misma plantacién y entre
distintas frutas del mismo arbol. Por ultimo, estan aquellos
microorganismos que pueden contaminar las frutas durante su
recoleccidon, almacenamiento e industrializacion.

La céscara de las frutas constituye una barrera protectora contra la
invasion microbiana hacia los tejidos internos. El proceso de lavado de la
fruta sana, que tiene lugar previo a la extracciéon del jugo elimina
mayoritariamente a la flora secundaria y en mucho menor medida a la
primaria (Storey and Treeby, 2000). De este modo, restos de la flora
primaria pasa al jugo conformando con el mismo un microecosistema.
Este estd compuesto por tres elementos: fisico, quimico y bioldgico, los
cuales estdn en una estrecha y armonica interrelaciéon dinamica y
evolucionan desde una base poco estable (organolépticamente dulce) a
una etapa mas estable (organolépticamente acido-alcoholica).

Los jugos citricos poseen una relativamente elevada actividad
acuosa (ay), mediano porcentaje de aztcares y alto de acidos organicos lo
cual redunda en un bajo pH. Todos estos factores combinados conducen
a que se desarrollen fundamentalmente levaduras, especialmente de los
géneros Candida, Zigosaccharomyces, Hanseniaspora, Saccharomyces y
Pichia, y microorganismos acidofilos tales como bacterias del acido
lactico (Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus) y bacterias acéticas
(Acetobacter 'y Gluconobacter) (ICMSF, 1990; Parish and Higgins,
1989).

Las transformaciones que sufre el jugo pueden determinar una
alteracion desde el punto de vista fisico, quimico y sensorial. Estas
transformaciones son consecuencia de las actividades de las distintas
especies microbianas, que algunas veces se alternan, y en otras son
simultaneas. Hay casos en los cuales las diferentes especies actuan con
efecto sinérgico y, en otros, en los que su desarrollo se obstaculiza
mutuamente.
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Por otra parte, los microorganismos, a través de sus multiples y
variadas actividades, se insertan de modo determinante en los procesos
de produccion de diversos productos a partir de substratos azucarados,
como son los jugos de frutas.

Actualmente, existe la posibilidad de obtener el asi llamado "vino
de naranja'" (Jarvis, 1996), como alternativa a su comercializacién como
tal, por fermentacion del jugo de naranja. Por ello, en esta parte del
presente trabajo, se realiz6 el aislamiento y andlisis de la flora epifitica
levaduriforme en jugos de distintas variedades de naranjas de la zona.
Para ello se utilizaron por un lado jugos frescos, y por otro jugos
fermentados en forma espontdnea en sus diversos estadios, o sea en la
primera etapa, tumultuosa y en las posteriores, lentas.

A los efectos de seleccionar levaduras vinicas se consideraron tres
aspectos esenciales: taxondmico, ecologico y tecnoldgico. El aspecto
taxondmico permite identificar las especies de levaduras que conforman
la flora primaria. El estudio ecologico se realiza para conocer la
distribucion de tales especies en las distintas variedades de naranjas
ensayadas y en los distintos estadios de fermentacion. Finalmente, las
pruebas tecnologicas ponen de manifiesto las propiedades funcionales
mas destacables de cada una de las especies de levaduras que pudieran
ser de interés en el desarrollo del proceso biotecnoldgico de obtencion de
una bebida alcohdlica.

En las tecnologias vinicas, por definicion, las propiedades
requeridas, por levaduras de la especie S. cerevisiae para considerarlas
como "iniciador seleccionado para la vinificacion" son dos:

e Propiedades primarias, definidas como las estrictamente
relacionadas con la formacion de alcohol etilico por fermentacion.

e Propiedades secundarias que son aquellas relacionadas con la
produccion de compuestos que afectan otros parametros tales
como cuerpo, produccion de alcoholes superiores y la aparicion
de aromas indeseables (off flavors) (Martini, 2003).

Con el objeto de aislar levaduras de la microbiota de jugo de
naranja y seleccionar aquellas con caracteristicas relevantes como para
ser usadas en la elaboracion de vino de naranja, se disefid un protocolo
experimental, que incluye aislamiento, identificaciéon por los métodos
taxonomicos tradicionales y determinacion de las propiedades enologicas
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primarias, dejando para otra etapa de este mismo estudio el andlisis de las
propiedades secundarias.
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1.2.- MATERIALES Y METODOS

1.2.1.- Muestreo de la fruta

Se estudiaron las microfloras de naranjas de variedades Navelina,
Newhall, Salustiana y Washington Navel obtenidas de siete quintas de la
zona, distribuidas de la siguiente manera: las variedades Navelina y
Newhall se obtuvieron de dos quintas del Departamento Concordia, la
Salustiana se obtuvo de una quinta del Departamento Federacion y la W.
Navel de una quinta del Departamento Federacion y de cuatro del
Departamento Concordia.

El periodo de muestreo correspondi6 al ciclo de maduraciéon de
las distintas variedades segun se indica en Tabla 1.2.1. Cabe acotar que el
numero de muestras de la variedad Newhall fue menor ya que ésta es una
variedad nueva y escasa, que recién se estd plantando en la region
estudiada.

Tabla 1.2.1. Calendario de muestreo de las 4 variedades de naranjas estudiadas

€S
Mar. | Abr. | May. | Jun. Jul. Ago. | Sept. Oct. Nov. Dic.

Variedadd

Navelina

Newhall

Salustiana

. Navel AT

1.2.2.- Preparacion de las muestras

Las naranjas, previamente lavadas con agua potable, se cortaron y
exprimieron manualmente, con exprimidor de pifia, procesandose de a
una variedad por vez. El jugo recién obtenido se recibid en recipientes
estériles, en condiciones asépticas. Los andlisis se realizaron



1.2. MATERIALES Y METODOS -CAPITULO 1-PRIMERA PARTE - 20

transcurridas 2 h de obtenida la muestra de jugo a fin de adaptar la flora
epifitica de la cascara al nuevo ecosistema.

Las muestras de jugo fermentado se prepararon a partir de 1000
mL de jugo natural, obtenido de la forma mencionada anteriormente. Se
fraccionaron a razén de 250 mL en matraces de Erlernmeyer de 500 mL
con tapon de algoddn, a la mitad de los cuales les fue adicionada sacarosa
comercial en cantidad suficiente para alcanzar 16 °Brix. Se incubaron a
28 £ 2°C, en condiciones estaticas, a fin de que se produzca una
fermentacion espontanea predominantemente anaerobica, efectuandose
los analisis microbioldgicos en tres momentos diferentes:

1. A las 24 h, al comienzo del desprendimiento de CO,, cuando
las condiciones aerdbicas declinaban por consumo del O;
disuelto en el jugo.

2. Alas 48 h, durante la fermentacion tumultuosa.

3. Hacia el final de la fermentacion, aproximadamente 10 dias de
iniciado el proceso.

1.2.3.- Aislamiento de levaduras

1.2.3.1.- Jugo natural: Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada jugo
natural examinado, y se sembraron por triplicado con el método de
cultivo por extendido en placa. Los medios de cultivos utilizados para
todo el procedimiento fueron Agar extracto de malta (Merck, Argentina)
(MEA), Agar extracto de levadura-glucosa-cloranfenicol (Merck,
Argentina) (YGC) y Agar Sabouroud (Difco, USA) con 4 % de glucosa
(ASQG).

Las placas inoculadas conteniendo los 3 medios (MEA, YGC y
ASGQG) se incubaron a 25 + 2°C durante 3 dias. Finalizado este periodo se
procedid6 a examinar macro y microscOpicamente a las colonias
desarrolladas, procediéndose a reaislar en ASG a todas aquellas
levaduras que presentaron alguna diferencia entre ellas (por ejemplo:
tamafio, forma y color de colonias, forma, tipo de agrupacion y tamano
de las células, etc.). Esto derivo en 63 aislamientos que se sembraron en
tubos con MEA y ASG. Los cultivos con MEA (en agar recto) se
cubrieron con vaselina estéril y se conservaron a 4°C. Los cultivos en
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ASG fueron utilizados para la clasificacion de los aislamientos. (Figura
1.2.1).

1.2.3.2.- Jugo fermentado: Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada
muestra de jugo fermentado en cada una de las tres etapas de
fermentacion citadas previamente, se sembraron por triplicado en YGC,
procediéndose a la incubacidon y posterior aislamiento de igual manera
que para el jugo natural (Figura 1.2.2)
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MUESTRA DE JUGO
1 mL

lmL\ 1 mL

AISLAMIENTO
INCUBACION
3d/27+2°C

M.EA. Y.G.C. A.S.G.
REAISLAMIENTO
INCUBACION
3d/2742°C
AS8.G. AS.G. AS.G.

M.E.A. A.S.G. A.8.G. ME.A. A.5.G.

M.E.A.

CONSERVACION CLASIFICACION

Figura 1.2.1. Aislamiento de la microflora del jugo de naranja natural.
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MUESTRA DE JUGO

+ Azucar hasta 16°Brix

— T~

250 mL
250 mL 2d/25+2°C
2d/25+2°C
1 mL 1 mL
Y.G.C Y.G.C.
v v
N\ N\
N N
\ )
A.S.G. A.S.G.

Figura. 1.2.2. Aislamiento de la microflora del jugo de naranja fermentado.

1.2.4.- Caracterizacion e identificacion de levaduras

La identificacion taxonomica de las levaduras aisladas se hizo
mediante la utilizacidon del kit comercial Yeast ID 32 C (bio Mérieux SA,
Francia). Este kit se fundamenta en la asimilacion (o no) de 32 fuentes de
carbono diferentes. Consiste en tiras con 32 hoyuelos, 30 de los cuales
contienen los respectivos sustratos carbonados deshidratados, 1 contiene
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solucion al 0,01 % de cicloheximida y otro esta vacio como control. Se
prepara una suspension de la levadura problema en agua destilada estéril
de modo de alcanzar una concentraciéon de biomasa equivalente a 2
unidades turbidimétricas de la escala de McFarland. De esta suspension
se transfieren 250 pL al C médium (provisto por el kit) que posee todos
los componentes necesarios para el desarrollo de la levadura excepto la
fuente de carbono y energia a ser ensayada. A su vez, de esta nueva
suspension se transfieren 135 pL en cada hoyuelo, se tapa y se incuba a
30°C, durante 24-48 h, dentro de una caja hermética humectada
convenientemente para evitar la desecacion de las muestras. La lectura de
los resultados se hace mediante la determinacion visual de desarrollo o
no en cada hoyuelo, ingresdndose los mismos a una tabla de datos. Los
resultados obtenidos fueron procesados con el programa APILAB PLUS.

El estudio taxondémico se completd siguiendo el método de la
escuela holandesa de Kreger van Rij (Campbell and Duffus, 1988).
También se realizaron las pruebas complementarias recomendadas por el
programa de identificacion antedicho, a saber:

a) Crecimiento en MEA, 3 dias a 25°C, para la observacion de la
macro- y micromorfologia de las colonias.

b) Crecimiento en Caldo extracto de malta (MEC, preparado en el
laboratorio), 3 dias a 25°C, para la observacion del método de
multiplicacion.

c¢) Crecimiento en Agar de Gorodkowa (AG), segun Harrigan y
Mac Cance (1979) y Agar con 0,5 % de acetato de sodio (AA), segun
Smith (1963), ambos preparados en el laboratorio, 2 semanas a 25°C,
para el examen de esporas.

d) Crecimiento sobre portaobjetos en Corn Meal Agar (CMA,
Baltimore Biological Laboratory, USA), 3 dias a 25°C, para la
observacion de micelio, pseudomicelio y/o artrosporos.

e) Crecimiento en Agar glucosa-nitrato (preparado en el
laboratorio segun Smith, 1963), 3 dias a 25°C, para determinar la
habilidad de utilizar nitrato como tnica fuente de nitrégeno.

f) Fermentacion de azlicares con formacion de gas en caldo con
0,1 % de (NH4)H,POy4 (preparado en el laboratorio segiin Harrigan y Mc
Cance, 1979) adicionado de los azlcares: glucosa, fructosa, sacarosa,
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maltosa, galactosa, lactosa (todas Carlo Erba) o rafinosa (Merck), 3 dias
a25°C.

Finalmente, se ensayaron las siguientes propiedades funcionales
de las levaduras aisladas mediante el estudio de: a) Poder fermentativo
del mosto preparado a partir de jugo de naranjas. b) Desarrollo en
presencia de etanol, a saber:

a) Poder fermentativo sobre mosto de naranja. El mosto fue
preparado a partir de jugo de naranjas ajustado con sacarosa comercial a
12 °Brix, esterilizado a 121°C, 15 min. Incubacion: 30 dias a 20 + 1°C
(Suarez e Inigo, 1992).

Ensayos preliminares de capacidad fermentativa se realizaron de
igual manera, pero inoculando 250 p L de cultivos en fase estacionaria
con campanitas Durham para recoger el CO, liberado y hacer una
estimacion semicuantitativa basada en la cantidad de CO; liberado. Los
resultados se expresaron en una escala de cuatro (4) items:

Muy débil: gas en el 10 % de la campanita Durham.
Débil: gas en el 25 % de la campanita Durham.
Buena: gas en el 50 % de la campanita Durham.
Muy buena: gas en el 75 % de la campanita Durham.

b) Desarrollo en presencia de etanol de acuerdo a la técnica de
Stelling Deker (Sudrez e Iiigo, 1992). La técnica consiste en evaluar el
crecimiento de la levadura en estudio en medio sintético adicionado de
etanol como tUnica fuente de carbono. Las levaduras fueron inoculadas en
tubos de 10 mL conteniendo porciones de 4 mL de medio liquido (1 %
extracto de levadura + 2 % peptona + 2 % dextrosa) e incubados durante
2 dias a 22°C 6 37°C. Se inocularon porciones de 10 p L en tubos de 10
mL conteniendo 4 mL de medio y suplementado con 10, 15, o 18 % v/v
de etanol, se incubd de igual manera. Los resultados se expresaron para
cada uno de los porcentajes de etanol agregados como: negativo,
débilmente positivo y positivo, mediante evaluacion de la DOg;s de los
cultivos.

Aunque estas ultimas pruebas tienen escaso valor taxonémico, en
general, para las levaduras "vinicas" si lo tienen y, sobre todo,
constituyen un recurso de gran importancia y significado biotecnolédgico.
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1.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1.-Aislamiento de levaduras a partir de jugo

natural.

El screening en placas de Petri sobre MEA, YGC y ASG de jugo
natural demostrd la presencia de los microorganismos mesofilos que
conforman la flora primaria de la fruta. El MEA fue empleado debido a
que es generalmente recomendado particularmente para la conservacion
de levaduras (Smith, 1963; Heard and Fleet, 1986). El agar YGC es muy
util para la enumeracion y el aislamiento de levaduras debido a la
presencia de cloranfenicol como inhibidor del crecimiento bacteriano.
Finalmente, el agar ASG es tradicionalmente empleado para el
aislamiento de levaduras.

Los recuentos de colonias mostraron una tendencia creciente con
la época de cosecha de la fruta. Es asi que los recuentos para las
variedades Navelina y Newhall oscilaron entre 30 y 60 UFC/mL, en tanto
que para Salustiana los mismos rondaron las 100 UFC/mL y para W.
Navel ascendieron al rango de 250-350 UFC/mL. No se encontr6 una
razon clara para explicar este fendémeno, aunque podria deberse a razones
climaticas. Una menor incidencia de radiaciones solares (asociadas a un
efecto germicida de las radiaciones ultravioletas) durante la época de
maduracion de las variedades tardias podria tal vez explicar este
fenomeno (Storey and Treeby, 2000).

Del estudio macroscopico de las colonias crecidas en estos
medios y de su posterior examen microscopico se demostrd la presencia
de cocos, bacilos y levaduras. Los mohos se hicieron visibles en muy
raras ocasiones, probablemente debido al corto periodo de incubacion, lo
cual favoreci6 el posterior aislamiento de las levaduras. La mayor
recuperacion de levaduras se obtuvo cuando se usd6 como medio de
aislamiento el YGC (89 colonias), seguido por el ASG (65 colonias) y,
en ultimo lugar, el MEA (23 colonias). En este Gltimo se obtuvieron la
mayoria de las veces, mezclas de colonias de bacterias, levaduras y
mohos.

Del total de muestras analizadas se aislaron 63 cultivos de
levaduras. De estos, 5 provinieron de la variedad Navelina, 5 de la
Newhall; 24, de la Salustiana y 29 de la W. Navel. Nuevamente, aqui se
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observa igual tendencia en el nimero creciente de levaduras con la época
de cosecha de la fruta tal como se ha mencionado anteriormente.

El estudio taxonomico se realizd sobre 13 cultivos de los 24
correspondientes a Salustiana, 15 de los 29 de W. Navel, 2 de los 5 de
Newhall y 2 de los 5 de la Navelina. El resto de los cultivos, que no se
clasificaron taxondmicamente, se conservaron para estudios posteriores.

Todas las levaduras estudiadas, salvo 2 que no se lograron
identificar; fueron clasificadas como pertenecientes a 5 géneros
(Candida, Cryptococcus, Kloeckera, Trichosporum y Rhodotorula) vy,
dentro de ellos, a 9 especies. En la Tabla 1.3.1 se observan los resultados
obtenidos mediante el kit ID 32 C, que permitieron identificar las
especies; con sus correspondientes valores de porcentaje de
identificacion. Las caracteristicas de tales especies (Kreger van Rij,
1984) se presentan en la Tabla 1.3.2.

Resulté sumamente dificil inducir la esporulacion de los cultivos
estudiados, por lo cual se adopto el criterio de nombrar las especies con
el nombre correspondiente a su estado imperfecto (anamorfo), a pesar de
que muchas de ellas poseen un teleomorfo o estado perfecto conocido.
Asi Candida famata anamorfo de Debaryomyces hansenii, Candida
lusitaniae anamorfo de Clavispora lusitaniae, Candida guilliermondii
anamorfo de Pichia guilliermondii, Kloeckera apiculata anamorfo de
Hanseniaspora uvarum (Pitt and Hocking, 1987).

La distribucién de las especies presentes en los jugos de las
distintas variedades de naranjas se consigna en la Tabla 1.3.3. En las
variedades Salustiana y W. Navel se observa que las levaduras del género
Candida son las que se han encontrado en mayor proporcioén con respecto
a las de los otros géneros.

Si bien en los jugos naturales, no se logro aislar una levadura
"vinica" verdadera, todas las que fermentaron glucosa y/o fructosa y/o
sacarosa fueron sometidas a 2 ensayos tecnoldgicos: a) fermentacion de
mosto de naranjas y b) crecimiento en etanol como unica fuente de
carbono y energia, como se describe posteriormente (Tabla 1.3.4.), a los
efectos de evaluar su potencial como vinificadoras.
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1.3.2.- Aislamiento de levaduras a partir de jugo

fermentado.

Se decidi6 proceder a la fermentacion del jugo, con y sin el
agregado de sacarosa, como método de enriquecimiento de la flora
levaduriforme autdctona. La fermentacion sin el agregado de sacarosa se
utilizd como ensayo testigo del procedimiento. Se considerdé que el
agregado de sacarosa al jugo, previo a la fermentacion podria inducir el
desarrollo de levaduras fermentadoras con propiedades adecuadas para su
uso posterior en la elaboracion del vino de naranja. La cantidad de
sacarosa adicionada, de modo de alcanzar los 16 °Brix al inicio de la
fermentacion, estuvo relacionada con las potenciales caracteristicas que
deberia poseer la flora levaduriforme a desarrollarse predominantemente
durante la fermentacion. Esto es, poseer cierto grado de tolerancia a
concentraciones de azlicares que una vez metabolizados anaerobicamente
originen tenores de etanol aceptables para una bebida alcohdlica, como es
el proposito final del presente trabajo. Por otra parte, la fermentacion se
realizd a 25°C teniendo en cuenta que el objetivo era aislar levaduras
mesofilicas adecuadas para ser utilizadas posteriormente en
fermentaciones a temperaturas similares. Es dable mencionar que la
resistencia de las levaduras al etanol disminuye con el incremento de
temperatura (Reynolds et al., 2002).

De modo que las levaduras que podrian desarrollarse a dicha
temperatura obviamente serian resistentes a las concentraciones de etanol
obtenidas, similares a las que deberian soportar en el proceso de
vinificacion.

Para el aislamiento de levaduras de los jugos fermentados se
utilizé Unicamente el agar YGC debido a que éste demostrd ser mucho
mas conveniente para dicho propdsito en el caso de los aislamientos a
partir del jugo natural.

En la fermentacion espontdnea de los mostos con y sin el
agregado de azlcar se observaron tres fases biologicamente
diferenciadas, correspondientes a los tres estadios de anélisis previamente
sefialados.

Son varios los estudios cualitativos que describen la sucesion de
especies de levaduras que se desarrollan a lo largo de las fases de
fermentacion de mosto de uva. La especie S. cerevisiae es la dominante
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del proceso, pero durante los primeros tres o cuatro dias también puede
ser significativo el desarrollo de levaduras de diversos géneros tales
como: Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Hansenula y Pichia (Heard
y Fleet, 1986).

En los mostos de naranja adicionado de sacarosa, durante la
primera fase, a las 24 h de fermentacion, se recuperaron levaduras
apiculadas fundamentalmente Kloeckera (87 %) y el resto de los
aislamientos correspondieron al género Candida (13 %). El
comportamiento de los mostos fermentados sin el agregado de sacarosa
fue diferente, aislandose solo levaduras del género Kloeckera.

Es sabido que Kloeckera necesita de mayores concentraciones de
oxigeno para desarrollarse condicion ésta que s6lo se presenta al inicio de
la fermentacion. Todas las levaduras apiculadas tienden a formar una
capa de biomasa en la superficie de medios liquidos, la cual a su vez
dificulta la transferencia de oxigeno, que de por si es muy baja por la
falta de agitacion impuesta de ex profeso a fin de crear las condiciones de
anaerobiosis requeridas. Ademas, Kloeckera no crece en presencia de
etanol y fermenta unicamente glucosa, condiciones éstas que predominan
al inicio de la fermentacion.

En la segunda fase, correspondiente a la fermentacion
tumultuosa, en ambos mostos (con y sin sacarosa) el aislamiento di
como resultado un 99% de especies del género Candida (C.
guilliermondii 'y C. pulcherrima). Estas levaduras crecen bien en
anaerobiosis en presencia de bajas concentraciones de etanol como las
que existen en esta etapa del cultivo, pero fermentan solamente a la
glucosa (en este caso la residual que podria haber quedado remanente de
la etapa anterior), lo cual dificulta su desarrollo en etapas posteriores del
cultivo.

Finalmente, en la tercera fase y particularmente en el jugo
adicionado de sacarosa, las levaduras dominantes fueron del género
Saccharomyces, aproximadamente el 77 % de los cultivos correspondi6 a
la especie S. cerevisiae, y el resto no se pudo identificar a nivel de
especie por el método utilizado (Yeast ID 32 C).

Las levaduras de la especie S. cerevisiae desarrollan
adecuadamente en anaerobiosis, poseen buena tolerancia al etanol y
tienen la capacidad de asimilar ademds de glucosa y fructosa
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particularmente sacarosa, aziicar predominante tanto en los jugos sin y
(fundamentalmente) con el agregado de dicha fuente de carbono y
energia.

Las levaduras de géneros non Saccharomyces identificadas por
tests fisiologicos segun criterio de Barnett, (2000) para la identificacion
fenotipica deberia ser confirmada por métodos moleculares (PCR-RFLP)
para detectar posibles determinaciones erroneas por fenotipo y en
algunos casos para la diferenciacion intraespecies (Fernandez et al.,
1999).

Actualmente los métodos tradicionales basados en las
caracteristicas fisiologicas, bioquimicas o sexuales de las levaduras han
sido reemplazados por otros desarrollados basandose por ejemplo en el
analisis de proteinas totales, longitud de las cadenas de 4cidos grasos e
isoenzimas (Fleet, 1992; Loureiro and Querol, 1999). Sin embargo las
pruebas fisiologicas y bioquimicas siguen siendo desarrolladas y usadas.
Asi, los métodos de identificacion simplificados (SIM) adaptados y
publicados por Deak and Beuchat, 1996, fueron recientemente muy bien
empleados para levaduras aisladas de jugos de frutas (Sancho et al.,
2000). Velasquez et al.,(2001) presentaron un sistema para la
identificacion de levaduras en productos alimenticios, mediante el uso de
kit de 10 pruebas para levaduras vinicas.

Raspor et al., (2002) aislaron e identificaron levaduras vinicas de
fermentaciones espontaneas de mosto de uva de la variedad Zametovka,
usando el método de electroforesis en gel en campos pulsantes (PFGE).
Las especies identificadas fueron confirmadas por pruebas fisiologicas
sugeridas para la confirmacién de especies individuales por Barnett et al.
(2000). Por otra parte dos especies de non-Saccharomyces que no
pudieron ser identificadas por la metodologia molecular, se identificaron
s6lo por métodos tradicionales fisiolégicos dando como resultado:
Candida stellata y Torulaspora delbrueckii.

Sin embargo con respecto al uso de diferentes sistemas de
identificacion de levaduras, es de destacar que en el caso de S. cerevisiae
el grado de coincidencia entre los resultados obtenidos con el método
empleado en este trabajo (Yeast ID 32C) y otros similares (SIM y API
20C) es muy alto, con lo cual podriamos asegurar que la levadura aislada
en esta etapa es realmente una S. cerevisiae (Deak and Beuchat, 1993).
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La levadura aislada también fue sometida a los dos ensayos
tecnoldgicos mencionados previamente: a) fermentacion de mosto de
naranjas y b) crecimiento en etanol como Unica fuente de carbono y
energia (Tabla 1.3.4.). Se concluy6 que la S. cerevisiae recuperada de los
jugos fermentados es tipicamente alcoholigena, siendo la levadura que se
selecciono para la vinificacion de jugo de naranja.

Es de hacer notar que todas las levaduras aisladas e identificadas
en este trabajo, pertenecientes a la microflora del jugo de naranja, son
especies similares a las encontradas en las uvas, aunque raramente son
usadas en los procesos de vinificacion por inoculacion. Pero existen
trabajos que reportan la muy buena produccion de aromas por las mismas
(Mamede et al., 2005).
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Tabla 1.3.1. Identificacion de levaduras segun sistema ID 32 C.

Asimilacion de: C - ¢ C. I C. . C'. i K'. T . c. . R. I > isi
intermedia | famata | lusitaniae | pulcherrima | guillermondii | apiculata | mucoide | humicolus | mucilaginosa | €revisiae

Galactosa + + + + + - + + +

Sacarosa + + + + + - + + +
Nacetilglucosamina + + + + + + + _ -
DL-Lactato - - - - - - + + - +
Arabinosa - + - - + - + + + -
Celobiosa + + + - + + + + + -
Rafinosa + + - - + _ + + + +
Maltosa + + + + + - + + + +
Trealosa + + + + + - + + + -
2-Cetogluconato + + + + + - + + + -
a-Metil-glucésido + + + + + - + + - -
Sorbitol + + + + + - + + + -
Xilosa + + + + + N + + -
Ribosa - - - + - - + + - -
Glicerol - + + + + - + + R -
Ramnosa + + - - + + B -
Palatinosa - + + + + - + + + -
Erythritol - - - - - - + + R -
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. C. . C. .C' . C. . . .C' - .K‘ T‘_ C . R‘. cere\S/isiae
intermedia | Famata lusitaniae | pulcherrima | guilliermondii | apiculata mucoide | humicolus | mucilaginosa
Melibiosa - - - - - - + + - -
Glucuronato - - - - - - + + -
Melesitosa + + + + - + + -
Gluconato - - + - - + + + - -
Levulinato - - - - - - - + - -
Manitol + + + + - + + - -
Lactosa - - - - + + - -
Inositol - - - - - - + + - -
Glucosa + + + + + + + + + +
Sorbosa + + + + + - - + - -
Glucosalina + + + + + - + + - -
Pruebas compls.:

Crec. a37°C NR NR - + - NR NR NR NR
Esculina NR NR + - NR NR NR NR -
Tiamina NR NR - NR - NR NR NR NR NR

% identificacion 99,7 88,0 91,1 96,8 92,2 99,9 99,0 99,2 90,0 99,9

NR: no requerida por el programa para la identificacion de la especie.
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Tabla 1.3.2.- Caracterizacion microbioldgica de las de levaduras aisladas.

C. c - c - , K T : - s
intermedia famata C. lusitaniae pulcherrima C. guilliermondii apiculata mucoide C. humicolus | R. mucilaginosa cerevisiae
Crecimiento:
M.E.A. (UFC) Blancas, Blancas, Blancas. Blancas, Blancas, Pardas, Opacas, rosa Blancas, Rojas, brillantes. Blancas,
Cremosas. brillantes. lobuladas. Cremosas. opacas. palido. Cremosas. sw Cremosas.
M.E.C. v,s® v® T,s® v,s® T® s® V,s® v® v,s®
Morfologia (células): Esféricas, 5
M.E.A. Esféricas. Esféricas, ¢: 4 | Esféricas, ¢: 4 | Ovales aisladas. | Gemantes, 5 um | Apiculadas. Ovales, pum x 6 pm @ Elipsoidales, Esféricas
pum @, pm @ Ovales en x4 um @ gemantes. Gemantes, aisladas.
M.E.C. Gemacion Gemacion racimos. Gemantes, Germinacion | Artrosporas. turgentes. De a pares. Gemantes
Gemantes. irregular. multipolar. turgentes. Clerminal.
Esporas: A.A. - - - - - - - - -
A.G. - - - - - - - - - +
Pseudomicelio:
C.M.A. - - - + +@ +© +© - + +
Fermentacion:
Glucosa + + + + 4o + _ _ _ +
Fructosa + + + + da? + _ _ _ +
Sacarosa 4 4 _ _ _ _ _ _ _ 4
Maltosa +
Galactosa - - B - - B - B -
Lactosa - - - - - - - - - +
Rafinosa - - - - - - - -
Asim.NO; - d W] _ _ _ _ _ _ _ _

V: velo; S: sedimento; T: turbidez; s: sedimento escaso. ? Medidas obtenidas con micrometro objetivo. © Asca con una ascospora.  Pseudomicelio con blastosporos.

Pseudomicelio. ©® Micelio verdadero. ” Escasa fermentacién.
M.E.A.: Agar extracto de malta. M.E.C.: Caldo extracto de malta. A.A.: Agar acetato de sodio. A.G.: Agar Gorodkowa. C.M.A.: Agar harina de maiz.

)
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Tabla 1.3.3. Distribucion de las distintas especies de levaduras en cuatro
variedades de naranjas.

Navelina Salustiana W. Navel Newhall

Candida intermedia 3
Candida famata 1
Candida lusitaniae

Candida pulcherrima 1
Candida guilliermondii 1
Kloeckera apiculata
Trichosporum mucoide

—— A
—_ N = —

Cryptococcus humicolus 1
Rodotorula mucilaginosa 1
No identificadas 1 1

Tabla 1.3.4.- Caracteristicas tecnoldgicas de levaduras fermentativas.

Crec. en etanol Fermentacion de mosto
Kloeckera apiculata Negativo Débil
Candida pulcherrima Débil Muy débil
Candida guilliermondii Débil Débil
Candida intermedia Negativo Buena
Candida famata Negativo Buena
Candida lusitaniae Negativo Buena
Saccharomyces cerevisiae Positivo Muy buena




CAPITULO 2.
ADAPTACION DE Saccharomyces spp
A MEDIOS DE CULTIVO FORMULADOS A
PARTIR DE JUGO DE NARANJA
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2.1.- INTRODUCCION

El ambiente que rodea a las bodegas estd poblado de células de
levaduras vivas de S. cerevisiae, por lo cual constituye un reservorio de
diversas cepas que podrian ser usadas como estarter selecto para la
vinificacion. Las propiedades enoldgicas de las mismas son comparables
a las de las cepas comerciales, sin embargo deben ser adaptadas para su
buen desarrollo en los mostos (Martini, 2003).

En el caso especial de vino de naranja , no solo debe probarse la
adaptacion de la levadura autdctona a los mostos preparados con jugo
fresco, pasteurizado y concentrado reconstituido; sino también la de la
comercial, S. bayanus, cuyas propiedades estan probadas para mostos de
uva.

Para realizar los ensayos de adaptacion se debe partir del
conocimiento de los requerimientos nutritivos de las levaduras y verificar
si los mostos cumplen con esas exigencias.

Las levaduras como microorganismos quimioheterdtrofos
necesitan compuestos orgdnicos como fuentes de carbono y energia
(FCE). Los glucidos, principalmente las hexosas, son los compuestos
mas utilizados como FCE tanto para el metabolismo aerdbico como
anaerdbico.

Si en el medio de cultivo hay disponibilidad, en concentraciones
entre el 1 y 10 %, de las hexosas: D-glucosa, D-fructosa y D-manosa,
Saccharomyces sp. metabolizara estos glicidos, en ese orden (Kockova,
1990).

Como fuente de nitrégeno (FN), las levaduras en general, pueden
utilizar tanto compuestos organicos como inorganicos. Entre las fuentes
naturales mas usuales de los primeros se encuentran las peptonas,
extractos de malta y de levadura y aminoacidos. De las fuentes
inorganicas entre otras, sales de NO3, NO, y NH;" y urea (Garraway,
1984).

En particular, Saccharomyces spp. utilizan como FN no
complejas a las sales de NH4" y a la urea, no asi al NO3 (Campbell and
Duffus, 1988).
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2.2.- MATERIALES Y METODOS

2.2.1.- Formulacion del medio de cultivo y crecimiento

de ambas levaduras (S. cerevisiae y S. bayanus)

A los fines de utilizar jugo de naranja en la formulacion de un
caldo de cultivo adecuado para el crecimiento de levaduras del género
Saccharomyces, se procedid a la determinacion de diversos parametros
en jugo de naranja de diferentes variedades obtenidos a diferentes
tiempos de cosecha segin se describe en el Capitulo 1, de tal forma de
seleccionar una o dos variedades para tal fin.

Los andlisis efectuados y los métodos utilizados fueron:
- Rendimiento en jugo, expresado en g/100 g de fruta fresca.
- pH: Potenciométricamente, con peachimetro TOA HM- 30V

-Acidez: Se determiné por titulacién potenciométrica, expresando
los resultados como porcentaje de 4cido citrico (AOAC, 942.15, 1984).

- Soélidos solubles totales: Se usé un refractometro tipo Abbe
ATAGO modelo DTM- y los resultados se expresaron en °Brix. Se
corrigid por temperatura y acidez (Ting and Rouseff, 1986).

- Azlcares reductores directos y totales: Expresados en g/100 mL
jugo (Lane-Eynon, en Ting, 1986).

- Acido Ascorbico: Expresado en mg/100 mL jugo (AOAC
43.064, 1984).

- Nitrégeno Aminico: Expresado en mg/100 mL jugo (Ting and
Rouseft, 1986).

- Nitrogeno total: Método de Kjeldahl. El resultado se expresa en
miligramos de Nitrégeno Total por 100 mL de jugo (AOAC 2055, 1984).

- Flavonoides: Expresado como Hesperidina en mg/100 mL jugo
por el método de Davis (Ting and Rouseft, 1986).

- Aceites esenciales: Expresado en mL/100 mL jugo (método de
Scott-Veldhuis, AOAC 22088, 1984).

Una vez seleccionada la variedad de naranja para formular el
medio de crecimiento se procedid a su analisis fisicoquimico definitivo.
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También se analizaron:

- Jugo de naranja pasteurizado. Se utilizaron naranjas de la
variedad W. Navel cosechadas durante el mes de Julio. Las naranjas se
exprimieron con un extractor piloto tipo FMC. El tratamiento térmico de
pasteurizacion se realizd en batch en un concentrador piloto a 90°C
durante 3,5 min. El jugo se enfri6 inmediatamente y se mantuvo a 4°C
bajo condiciones asépticas hasta su utilizacion.

- Jugo concentrado de naranja. Producido durante el mes de
noviembre y obtenido de una industria de la zona que utiliza la
tecnologia de extraccion FMC. Como la industria no tipifica el jugo
concentrado por naranja de origen, no fue posible determinar
exactamente a qué variedad de naranja correspondia. Sin embargo,
considerando el momento del afio en el cual fue obtenido, se estima que
correspondié a la variedad Valencia. Originalmente el jugo poseia 65
°Brix, por lo cual para los ensayos debid ser reconstituido a 11 °Brix tal
cual lo especifica el CAA (1999).

Los pardmetros analizados, ademas de los anteriormente citados,
fueron:

- Sacarosa, glucosa y fructosa: BOEHRINGER MANNHEIM/ R-
BIOPHARM. Enzymatic bioAnalysis/ Food Analisis.

- Pectina: Expresada como Acido galacturénico anhidro (AGA)
en mg/100 mL jugo (método colorimétrico de m-hidroxidifenilo)
(Blumenkrantz and Asboe, 1973).

- Carotenoides totales: Se utiliz6 el método colorimétrico descrito
por Casas et al. (1976), extrayendo los carotenoides del jugo con una
mezcla de alcohol isopropilico y hexano y determinando la absorbancia a
450 nm (el maximo de absorciéon del f-caroteno) en el extracto
alcoholico, con espectrofotometro (Metrolab 325 BD, paso de luz de 1
cm). Los resultados se expresaron en mg de f-caroteno por 100 mL de
jugo usando curva de calibracién obtenida con la droga pura (SIGMA,
Type 1V) y blanco de hexano-acetona.

- Sodio, potasio, magnesio y calcio: Espectrofotometria de
absorcion atémica en equipo AA-6800 marca SHIMADZU provisto de
"autosampler" ASC 6100 y software WizA Ard. Se aplica el método de
analisis por llama de aire-acetileno (Standard Methods seccion 3111),
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método de curva de calibrado con estandares certificados y agua de grado
1 obtenida por un equipo E. Pure-Barnsted. Las determinaciones
analiticas se efectuaron por duplicado para cada muestra individual
compuesta.

Parametros opticos:

Metal Longitud de onda Ancho de slip
(nm) (nm)
Ca 4227 0,5
K 766,5 0,5
Na 589,0 0,5
Mg 2852 0,5

Para la digestion de la muestra se utilizé un equipo de microondas
MARS 5, marca CEM provisto de contenedores de teflon HP 500 Plus y
un sistema de control de presion y temperatura.

Programa de digestion:

Cantidad de muestra por vaso - 0,5 mL
Volumen HNOj; por vaso — 10 mL
Temperatura de control — 210 °C
Presion — 200 psi

Rampa de tiempo - 25 min

Tiempo de mantenimiento — 5 min

- Fésforo inorganico: Método U.V. (Wiener, Argentina) para la
determinacion de fosforo inorganico en liquidos biologicos. El fésforo
inorganico reacciona en medio &cido con el molibdato para dar un
complejo fosfomolibdico que se mide espectrofotométricamente a 340
nm.

Estos pardmetros también fueron analizados en muestras de jugo
pasteurizado en planta piloto (90°C / 3,5 min) de la misma variedad de
naranja, y en jugo concentrado procedente de una industria de la zona.

Sobre la base de la composicion quimica de los jugos: natural,
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pasteurizado y concentrado se procedio a la formulacion de los medios.

La composicion adecuada de un medio de cultivo surge de valorar
la composicion elemental de la biomasa, cuando esta es lo que se
pretende producir (esto es no hay formacion de productos). La
concentracion de azlicares totales iniciales en los medios de cultivo
elaborados a partir de los jugos mencionados previamente fue ajustada a
70 g/L. Tomando como base 70 g/L de FCE (lo cual asume que a priori
no se metabolizarian las demas sustancias carbonadas presentes en dichos
jugos), se adicionaron por litro de cada medio: 6 g de urea, 1,7 g de
KH,PO4, 0,1 g de CaCl, 0,5 g de MgSO,4 7H,0, 0,06 g de FeCls. 6H,O y
1 g de extracto de levadura. Esta tltima como fuente de vitaminas y
factores orgdnicos de crecimiento que podrian no estar presentes en las
cantidades necesarias para el crecimiento microbiano.

2.2.2.- Esterilizacion de los medios, inoculacion y

crecimiento de las levaduras.

Los tres medios asi formulados (sin el agregado de urea) se
distribuyeron a razoén de 100 mL en 12 erlenmeyers de 1000 mL, a fin de
trabajar por duplicado con ambas levaduras. Los medios se trataron
térmicamente a vapor fluente en autoclave por 30 min. Una vez
alcanzada la temperatura ambiente, se adiciond de modo aséptico la
cantidad necesaria de una solucion de urea (previamente esterilizada por
filtracion) para alcanzar la concentracion inicial antes mencionada.

Se inocularon dos erlenmeyer por cada medio con suspensiones
de S. bayanus y S. cerevisiae provenientes de sendos tubos inclinados
con YGC (incubados 24 h) a fin de lograr una DOg;s inicial de 0,2.

La incubaciéon se realizd a 30°C en agitador orbital (Selecta,
Espafia), con 2 cm de excentricidad, a 200 rpm, hasta alcanzar la fase
estacionaria.

El muestreo del cultivo se realizé cada 2 h, tomando 2 mL de
cultivo por vez. Cada muestra fue ensayada con respecto a pH y DOgs
con el fin de construir las respectivas curvas de crecimiento. Asimismo,
se efectuaron observaciones microscopicas a los efectos de verificar la
ausencia de contaminantes.
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2.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1.- Caracterizacion de jugos de naranja de

diferentes origenes:

2.3.1.1.- Jugos frescos de naranja.

Del andlisis del jugo de las cuatro variedades de naranjas
estudiadas durante sus respectivos periodos de maduracion, a partir de un
indice de madurez (% solidos solubles / % acidez) de 8, surgen los
valores medios de los parametros fisicoquimicos mas relevantes para el
desarrollo de las levaduras, los cuales se presentan en la Tabla 2.3.1.

El andlisis estadistico no mostrd diferencias significativas
(ANOVA 0=0.05) entre los valores medios de los pardmetros
mencionados para las cuatro variedades.

Las variedades tempranas de naranjas (Navelina y Newhall)
mostraron en general menores rendimientos en jugo que las demads
variedades (Tabla 2.3.1). Este hecho debe ser tenido en cuenta cuando se
considera el costo de la materia prima para el vino de naranja.

Tabla 2.3.1: Contenido medio y desviacion estandar de principales componente
de jugo de naranja de cuatro variedades.

Navelina Newhall Salustina W. Navel
Rendimiento en jugo (g/100 g) 43,4745,14 41,67+5,26 50,704+2,36 47,04+2,97
PH 3,77+0,31 3,44+0,18 3,73+0,11 3,61+0,26
Acidez (% ac. Citrico) 0,95+0,276 1,15+0,261 1,02+0,178 1,14+0,216
Soélidos solubles totales (°Brix) 11,23+0,846 11,34+1,028 10,92+0762 10,61+0,679
Azic. red. (g/100 mL) 3,72+0,797 4,09+0,723 4,11+0,54 3,91+0,767
Azic. tot. (g/100 mL) 7,78+0,737 7,58+1,111 7,58+0,860 7,25+0,604
Vit. C (mg/100 mL) 114,37+16,451 101,74+47,95 92,59+44 45 76,78+12,92
N amin. (mg/100 mL) 25,33+5,331 25,52+4,619 22,81+5,180 20,30+3,449
N total (mg/100 mL) 65,00+3,25 64,63+2,89 68,20+3,01 77,00+2,54
Flavonoides (mg/100 mL jugo) 106,91+£22,82 90,69+31,63 73,46+30,23 87,73+36,81
Aceites esenciales (uL/100mL) 23,834+2,78 10,60+6,75 9,11+1,91 8,03+2,206
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Como puede observarse, los valores de pH para las diferentes
variedades de naranja estuvieron en el rango aproximado de 3,4 a 3,8.
Las levaduras vinicas son muy resistentes a pH acidos. Su crecimiento no
cambia significativamente en el rango de pH del jugo de naranja, sin que
se manifiesten cambios significativos en las caracteristicas globales del
proceso fermentativo. Ademas, las bacterias naturales presentes en el
jugo de naranja son mucho mas susceptibles a dichos valores de pH,
resultando de este modo en un adecuado mecanismo para su control.

El pH también tiene una profunda influencia sobre la efectividad
quimica y biologica del SO, adicionado al mosto. El SO, se adiciona
normalmente para controlar el crecimiento de levaduras silvestres, es
muy efectivo en el control de diferentes tipos de bacterias y reduce la
oxidacion del mosto. La cantidad de SO, libre se incrementa con la
disminucién del pH. Por lo tanto, los bajos valores de pH del jugo de
naranja permitirdn una reduccion en la cantidad de sulfito adicionada al
mosto de naranja.

Por todo lo anterior, se puede concluir que el pH del jugo de todas
las variedades de naranjas ensayadas es muy adecuado tanto para el
crecimiento aerdbico de las levaduras, como para su uso en la
preparacion del mosto para la elaboracion del vino de naranja.

Por otra parte, el periodo en el cual las frutas presentan un indice
de madurez aceptable es mayor para las variedades Salustiana y W.
Navel, lo que en estos casos permite disponer de materia prima en un
periodo mas prolongado.

Los so6lidos solubles en los jugos de las 4 variedades de naranjas
estudiadas mostraron variaciones oscilantes durante sus respectivos
periodos de cosecha. Sin embargo, los mayores valores se encontraron en
los jugos de las variedades tempranas, pero también los mayores rangos
de variacion. Los valores minimos y méaximos para todas las variedades y
muestras fueron 9,75 y 13,61 °Brix, respectivamente. De lo anterior, no
se puede concluir que alguna variedad de naranja posea caracteristicas
sobresalientes con respecto al resto como para ser seleccionada para la
elaboracion de vino de naranja.

La velocidad de reduccion de acidez a lo largo del tiempo de
cosecha fue mayor en los jugos de las variedades Navelina y Newhall en
comparacion con el resto de los jugos. Se encontré que los acidos
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correspondieron a los siguientes porcentajes de sélidos totales para cada
variedad de naranja: Navelina, 7,89 %; Newhall, 9,70 %; Salustiana, 8,95
% y W. Navel, 10,40 %. Lombard (1996) menciona que el jugo de
naranja presenta caracteristicas agradables cuando su acidez alcanza 1
g/100 mL de jugo y el pH es de 3,5. Sin embargo, algunos de los valores
de acidez encontrados, particularmente al inicio de la época de cosecha,
son mayores que aquellos recomendados para mostos de uva de climas
templados (0,65 a 0,85 g/100 mL de mosto). La acidez titulable es el
factor primordial del sabor de los vinos, y el gusto del vino es muy
aspero cuando la acidez es muy alta. En algunos de nuestros jugos
existiria la posibilidad de un ajuste en el contenido en 4cidos a los efectos
de alcanzar un sabor balanceado en el producto final. Sin embargo, en los
casos de las vars. Navelina y W. Navel no haria falta dicho ajuste,
particularmente en muestras tomadas al final de la correspondiente época
de cosecha.

El acido citrico es por lejos el predominante en los jugos de
naranja, alcanzando valores del 85-95 % del total de acidos. El acido
citrico puede ser biotransformado en acido lactico, y algunos tipos de
bacterias pueden transformarlo en &cido acético originando un serio
inconveniente. Se debe realizar un control cuidadoso del crecimiento
bacteriano para evitar este problema. Por el contrario, las cantidades
remanentes de acido citrico después de la fermentacion podrian originar
un caracter fresco y citrico al vino, resaltando su sabor en un modo
similar al que ocurre en algunos vinos blancos. Ademas, el acido citrico
podria mejorar la estabilidad del producto final.

El ratio (o indice de madurez) es la relacion entre s6lidos solubles
y acidez. Este es el indicador primario de la madurez de la fruta. Como se
esperaba, este parametro se incrementod con el tiempo de cosecha para
todas las variedades de naranja. Las pendientes de las curvas de ratio vs.
tiempo fueron: 1,16 para var. Navelina, 1,20 para var. Newhall, 0,62 para
var. Salustiana y 0,59 para var. W. Navel, lo cual indica que las dos
primeras variedades poseen una mayor velocidad de maduracion. Desde
este punto de vista, las variedades intermedias y las tardias serian las mas
adecuadas para la produccién de vino de naranja debido a que poseen
menos variacion en su composicion durante el periodo de cosecha.

Los porcentajes de aztcares totales en los solidos solubles totales
fueron en promedio: 69,3 % para la var. Navelina, 66,9 % para la var.
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Newhall, 69,5 % para la var. Salustiana y 68,8 % para la var. W. Navel.
Asumiendo un consumo total de los azucares durante la fermentacion (lo
cual puede no ocurrir totalmente) y considerando que el rendimiento
maximo de la fermentacion es del 46 % (expresado como % del azucar
total transformado en etanol), se podria alcanzar una graduacion
alcoholica de alrededor de 4,2 % (v/v). Este valor es considerado muy
bajo, originando un vino con poco cuerpo. Por lo tanto, seria necesaria
una suplementacién con aztcares (probablemente sacarosa) cualquiera
sea la variedad de naranja utilizada a los efectos de alcanzar un adecuado
tenor alcoholico en el vino.

La evolucion del contenido en acido ascorbico mostrd valores
decrecientes con el tiempo de cosecha en las vars. Newhall y Salustiana,
en tanto que se incrementd en las vars. Navelina y W. Navel (datos no
mostrados). Las variedades Salustiana y W. Navel mostraron en
promedio menores contenidos en 4cido ascérbico que el resto.

Las cantidades de 4cido ascorbico encontradas en todos los jugos
de naranja son substancialmente mayores que las presentes en otros
mostos. Estas concentraciones podrian contribuir a la inhibiciéon de
procesos de oxidacion en colaboracion con el SO,. Ademas, la cantidad
residual de acido ascorbico después de la fermentacion podria inhibir a
las reacciones de pardeamiento del producto final. Desde este punto de
vista, todas las variedades de naranja serian adecuadas para la
elaboraciéon de vino, aunque seria razonable utilizar a los jugos con
mayor contenido.

El contenido en nitrégeno total tendid a incrementarse con la
época de cosecha de las variedades ensayadas, con valores desde 65 hasta
77 mg/100 mL de jugo. En cuanto al Nitrogeno aminico, principal
indicador del N asimilable los valores oscilaron entre 20,4 y 25,5
mg/100 mL.

Es sabido que en muchos casos los mostos deben ser
suplementados con fuentes de nitrogeno extras, usualmente (NH,4),HPOy,
a los efectos de alcanzar adecuados niveles de biomasa de levadura
durante la fermentacion. (Giannessi and Matta, 1978). Este parece ser el
caso de los jugos de naranja conforme a los contenidos de nitrégeno
mencionados previamente.

Las variedades tempranas de naranja mostraron los mayores
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contenidos en flavonoides. Es conocido que dichas sustancias poseen
muy baja solubilidad en soluciones acuosas a bajos pHs, y que su
solubilidad puede ser reducida durante la fermentaciéon debido al
incremento en la concentracion de etanol. Por lo tanto, es esperable que
la mayoria de los flavonoides presentes en el mosto precipiten en el
sedimento del vino. Seria conveniente usar jugos con el menor contenido
en flavonoides posible.

El contenido promedio de aceites esenciales tendio a disminuir
con el curso del afio para todas las variedades de naranja evaluadas. De
todos modos, los bajos valores encontrados en los jugos pueden deberse
al método de obtencion utilizado, que causa una muy baja ruptura de las
vesiculas del flavedo. Los aceites esenciales poseen una alta volatilidad y
ellos podrian ser eliminados del mosto durante la fermentacion por
arrastre en la corriente de CO,. Por lo tanto, se espera que su
concentracion en el producto final sea aun mucho menor que en los jugos
de partida.

Las dos variedades de naranajas que presentan mejores
caracteristicas para su seleccion en la elaboracion de vino de naranja son
la Salustiana y la W. Navel. Salustiana presenta mayor rendimiento en
jugo, mayores concentraciones de aztcares totales y de flavonoides e
igual acidez que W. Navel. Sin embargo, se decidi6 seleccionar al jugo
de las naranjas de variedad W. Navel como el mas adecuado de los jugos
naturales para los ensayos de vinificacion posteriores, debido
fundamentalmente a que su periodo de cosecha es mas largo lo que
implica disponer de materia prima durante un tiempo mayor. Ademas, las
menores temperaturas ambientales observadas durante su cosecha
promoverian una vinificacién mas lenta, sin necesidad de refrigeracion
en una escala de produccion indusrial, como es recomendado para evitar
la pérdida de aromas volatiles durante la misma.

2.3.1.2.- Jugos de naranja pasteurizado y concentrado
reconstituido.

Se pasteurizd jugo de naranja var. W. Navel a los efectos de
reducir la flora nativa que podria competir con las levaduras inoculadas
durante la fermentacion vinica, y lograr la estabilidad del jugo mediante
la inactivacion de la pectinmetilesterasa (PME) para lo cual se requiere
como minimo un tratamiento de 90°C/1 min (Basak and Rammaswamy,
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1996).

La utilizaciéon de jugo pasteurizado de naranja en la formulacion
de mosto parece ser una interesante alternativa de ser estudiada.

El uso de jugo de naranja concentrado (y apropiadamente diluido
en la formulacion del mosto) fue también considerado debido a su
posibilidad de almacenamiento durante periodos relativamente largos
antes de la fermentacion. Este es un aspecto remarcable desde el punto de
vista industrial debido a que su uso permitiria la realizacién del proceso
de vinificacion mucho después de la cosecha de naranjas. Ademas, la
cantidad de microorganismos contaminantes se veria también
substancialmente reducida en comparacion con la presente en jugos
naturales.

Los datos de la caracterizacion quimica de los jugos pasteurizado
y concentrado (reconstituido a 11 °Brix) se muestran en la Tabla 2.3.2.

Tabla 2.3.2: Composicion de jugo natural (W. Navel), pasteurizado y

concentrado.
Jugo Natural Jugo Jugo conc.
(W. Navel) Pasteurizado reconstituido
(11 °Brix)
pH 3,87 3,84 3,70
Solidos solubles (°Brix) 114 11,2
Acidez (% ac. citrico anhidro) 0,94 0,86 0,90
Acido ascorbico (mg/100 mL) 70,00 60,96 56,58
Azucares red. directos (g/100 mL) 4,32 4,38 5,73
Aziicares totales (g/100 mL) 8,71 8,92 9,36
Sacarosa (g/100 mL) 4,30 4,20 3,58
Fructosa (g/100 mL) 2,20 2,20 2,61
Glucosa (g/100 mL) 1,90 1,80 2,54
N aminico (mg/100 mL) 22,70 30,50 25,33
Flavonoides (hesp. mg/100 mL) 66,47 100,94 110,02
Aceites esenciales (unL./100 mL) 1,3 0,6 6,2
Pectina (mg/100 mL) 133,20 128,35 49,73
Carotenoides (Bcarot. mg/100 mL) 1,17 0,62 1,02
Sodio (mg/L) 16 19 25
Potasio (mg/L) 1.690 1.520 1.283
Calcio (mg/L) 131 132 142
Magnesio (mg/L) 136 132 145

Fésforo (mg/L) 202 199 178
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El jugo pasteurizado de naranja var. W. Navel se concentrd
parcialmente (alrededor del 10 %) durante el tratamiento térmico en
comparacion con el correspondiente jugo fresco. Por lo tanto, se observo
un incremento en los valores de soélidos solubles, acidez, azucares
reductores directos y totales y flavonoides en relacion al jugo fresco. El
contenido en N aminico y total se incrementd en una proporciéon mayor
que los parametros anteriores debido a una razon desconocida. Por el
contrario, los contenidos en &cido ascérbico y en aceites esenciales
disminuyeron. La pérdida en &cido ascoérbico se puede atribuir a su
inestabilidad térmica mientras que la disminucidn en aceites esenciales se
adjudicé a su volatilizacion durante el tratamiento térmico (llevado a
cabo sin recuperacion de aromas). En todos los casos se encontraron
diferencias estadisticas significativas en los pardmetros medidos.

El jugo concentrado (y reconstituido) mostré6 mayores valores de
la relacién aztcares reductores directos a totales (0,63) que los jugos
naturales debido probablemente a hidrdlisis (catalizada por acido) de la
sacarosa durante el tratamiento térmico. Los contenidos en N aminico y
total también presentan diferencias con respecto al jugo natural. Lo
mismo ocurrié con el contenido en flavonoides. El contenido en acido
ascorbico también sufrid variaciones importantes; los valores promedio
cercanos a 70 mg/100 mL en jugo natural de naranjas, en el caso del
concentrado representa casi un 20 % menos. No se encontraron mayores
diferencias en el contenido de aceites esenciales en comparacion con los
jugos frescos. En la industria, los aceites se pierden en el primer efecto
del evaporador y son recuperados y restituidos al jugo concentrado.

Es muy importante mencionar que los jugos tratados
térmicamente pueden mostrar valores menores en las actividades
enzimaticas originales, particularmente en el caso de enzimas
pectoliticas. Tradicionalmente, el tratamiento térmico del jugo de naranja
se realiza en la industria para inactivar enzimas nativas, particularmente
pectinesterasa, una enzima que posee comparativamente alta resistencia
térmica. Esta enzima actia sobre los grupos carboxilicos metoxilados de
las sustancias pécticas liberando grupos carboxilicos libres y metanol.
Posteriormente, los grupos carboxilicos libres reaccionan con los iones
calcio presentes en el jugo originando pectatos de calcio insolubles que
se separan por sedimentacion. En el presente caso, es muy importante la
presencia de pectinesterasa activa. Las sustancias pécticas en suspension,
generalmente en forma de micelas, pueden hacer muy dificultosa la
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clarificacion del vino. Por lo tanto, una reduccion en la actividad de la
pectinesterasa nativa del jugo de naranja podria tener efectos negativos
sobre la calidad del vino. De todos modos, la presencia de actividad
residual podria ser suficiente para evitar este inconveniente.

2.3.2.- Cultivos de levaduras utilizando diferentes jugos

de naranja:

Los cultivos se realizaron con un medio preparado a partir de jugo
de naranja de la variedad W. Navel con un indice de madurez de 12 (11,4
° Brix/0,94 % ac. citrico). Para el disefio del medio de cultivo, adecuado
para el crecimiento de levaduras del género Saccharomyces, se utilizaron
los datos mostrados en la Tabla 2.3.2.

Las vitaminas y los factores de crecimiento, si bien no fueron
cuantificados en este trabajo, existen suficientes referencias que hacen
suponer que el contenido de estos analitos en los jugos de naranjas
pueden estar comprendidos dentro de los valores consignados en la Tabla
2.3.3.

Tabla 2.3.3: Contenido en vitaminas y factores de crecimiento en jugo de

naranja*.
Vitaminas y factores de crecimiento Contenido/100mL
Vitamina By 25-80 png
Tiamina 60-145 pg
Ribofavina 11-90 ng
Acido pantoténico 130-210 pg
Niacina 200-300 pg
Biotina 0,1-2 pug
Acido Félico 1,2-23 ug
Inositol 90-200 pg

*Rangos de variacion para el contenido en vitaminas en el jugo de naranja segin determinaciones
de United States Department of Agriculture.

Del andlisis de los resultados se desprende que los jugos
estudiados pueden ser usados como base para la preparacion de un caldo
de cultivo 6ptimo para crecer Saccharomyces sp.
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Los componentes basicos para la nutricion de
las levaduras son:

o & e Agua.
e FCEyFN.
e Elementos biogénicos (O, H, P y Mg).
e Elementos oligobiogénicos.
. e Vitaminas y factores de crecimiento.

S

Los tres sustratos analizados tienen nutrientes organicos factibles
de ser utilizados para el metabolismo microbiano pero en cantidades
insuficientes para asegurar una buena productividad. Por ello, se formuld
un medio agregando los nutrientes necesarios en las concentraciones
adecuadas segun la estequiometria de crecimiento de la levadura sin
formacion asociada de producto, la cual responde a la siguiente ecuacion
(Ertola et al., 1994).

CH, 8300016 TaNH; +b O, ____ yxsCHj 79005No2 + ycosCO2 +w HyO + ¢

donde: CH; 300916 s la formula del c-mol para sacarosa (FCE
seleccionada para ser adicionada al jugo), a y b son los coeficientes
estequiométricos para el NH3 y el Oy y yxis ¥ Yeoys son los rendimientos
en biomasa y CO,, w es el coeficiente estequiométrico para el agua
formada y ¢ es el calor liberado por c-mol de sacarosa consumida.

En la anterior ecuacion CHy 7900 5Ny representa a la formula
minima de la biomasa estdndar de levadura. En la misma no aparecen los
elementos menores como P, S, Mg, K, Ca, Fe, etc., los cuales forman un
5% de la composiciéon y que por lo tanto deben ser suministrados
externamente (Pirt, 1975).

Tomando como base 70 g/L. de FCE se realiz6 un balance de la
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FN, urea, y de los micronutrientes; de lo cual resulta la formulacién que
se muestra en la Tabla 2.3.4:

El pH no fue ajustado, debido a que los tres tipos de jugos de
naranja usados para la adaptacion de S. cerevisiae tienen pH cercanos a
4,0 que es el considerado como el mas adecuado para el crecimiento de
esta levadura (Fleet and Heard 1993).

Tabla 2.3.4.-: Composicion del medio de cultivo base:

Componente Cantidad
Urea 6g
KH,PO, 1,7¢g
CaClz 0,1 g
FeCl;. 6H,0 0,06 g
Extracto de levadura lg
Sacarosa c.s.p. 70 g*
Jugo de naranja** c.s.p. 1.000 mL

*Cantidades variables de acuerdo a la
concentracion de azdcares totales de cada
jugo ensayado.

**Natural, pasteurizado o concentrado
reconstituido a 11 °Brix.

La urea se agregd para aumentar la fuente nitrogenada, activando
el crecimiento de las levaduras. Esta forma de nitrogeno es facilmente
asimilable por aminacion del acido a-cetoglutarico con produccion de
acido glutamico y posterior transaminacion para la biosintesis de otros
aminodcidos de la célula.

El KH,POj, se agrega a fin de obtener un exceso de fosfatos para
que se activen las dos fosforilaciones iniciales de la glicolisis hasta la
produccion de piruvato.

Las otras sales minerales tienen un claro efecto multiplicador en
la concentracion de levaduras en el mosto.

El extracto de levadura, se usdé como suplemento del medio de
cultivo por su contenido en vitaminas y factores organicos de
crecimiento, indispensables para la sintesis de los enzimas involucrados
en el metabolismo de las levaduras. La suplementacion en
concentraciones de décimas de mg/L de Biotina, Piridoxina, Tiamina,
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Acido Pantoténico y Acido Nicotinico a mostos de uva, acortan la fase de
latencia favoreciendo los fenémenos de proteosintesis (Suarez, 1997).

Si bien ha sido demostrado que Saccharomyces sp puede
sintetizar sus requerimientos vitaminicos a excepcion de Biotina, la
adicion de un suplemento vitaminico tiene un efecto estimulante deseable
en conjunto con la adicion de FN.

Los recubrimientos de las levaduras (paredes y membranas)
quedan como subproductos en la preparacion de extracto de levadura
comercial. Estos pueden ser anadidos para reforzar la velocidad de
fermentacion e incluso reiniciar una fermentacion que se ha parado. Su
accion puede ser explicada como una disminucion de acidos grasos
inhibitorios de Cs a Cjo. Se ha reportado que el agregado de este
suplemento estimula el desarrollo de las levaduras, ya que es una fuente
de 4cidos grasos insaturados de Cj¢ a Cig, los cuales no pueden ser
sintetizados en las condiciones de anaerobiosis de la fermentacion.
Adicionalmente son fuente de muchos aminoécidos que junto con la urea
alivian la accién inhibitoria de los altos niveles de CO; (Ingledew, 1996).

La esterilizacion de los medios sin el agregado de urea, se realizd
a vapor fluente por 30 min., posteriormente se adicion6 la urea
previamente esterilizada por filtracion.

Se inoculd con S. bayanus y S. cerevisiae, respectivamente y se
incub6 segin la metodologia previamente descripta, ya que durante la
vinificacion las células de las levaduras estan sujetas a variaciones de los
factores ambientales los cuales afectan adversamente a su desarrollo.
Esto es, las células crecen bajo distintas condiciones de estrés tales como
alto contenido de azucar y por ende alta concentracion de etanol,
limitacion de N, y O,, pH, temperatura, tratamiento con SO,, etc. (Ivorra
etal., 1999).

La supervivencia dependera de la adaptacion a estas condiciones
ambientales, de la severidad del estrés, de las condiciones fisioldgicas de
la levadura y del tiempo que se encuentra bajo esas condiciones
estresantes (Attfield, 1997).

Una vez logradas las condiciones fisiologicas de cultivo se realizd
un muestreo cada 2 h analizandose en cada muestra DOgs. En cada
tiempo se tomod el promedio de las densidades Opticas de los dos
erlenmeyer ensayados para cada jugo, con lo que se obtuvieron las
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respectivas curvas de crecimiento, representadas en las Figuras: 2.3.1.,
23.2.y2.3.3.

En todos los casos, la fase lag se prolongd por un periodo mayor a
las 5 h, lo cual indica que ambas levaduras necesitan un tiempo
relativamente largo para adaptarse a las nuevas condiciones del medio,
especialmente la FCE y FN ya que necesitan sintetizar las nuevas
enzimas y deben ser inducidos nuevos sistemas de transporte (Crueger y
Crueger, 1993).

Por otra parte la concentracion de extracto de levadura disminuy6
en una relacion 5:1 al pasar del YGC a los caldos de cultivo,
contribuyendo al efecto anterior.

Cuando el cultivo se prepar6 a partir de jugo natural de naranja el
crecimiento de ambas levaduras mostr6 comportamiento similar tal como
se observa en la Figura 2.3.1. Este comportamiento se puede asimilar a lo
reportado por Torija ef al. (2003) al estudiar el efecto de la temperatura
sobre el crecimiento de cepas de Saccharomyces sobre mosto de uva,

destacandose la aproximacion de ambos resultados cuando la temperatura
fue de 30°C
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Figura .2.3.1: Curva de crecimiento en jugo natural de naranja

En el caldo de cultivo preparado con jugo pasteurizado el
crecimiento de S. bayanus se ve incrementado a las 8 h de permanencia
en las condiciones de cultivo respecto de S. cerevisiae, inicidndose a este
tiempo la fase estacionaria maxima, en cambio en S. cerevisiae esta fase
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comienza a evidenciarse a las 10 h (Figura 2.3.2).
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Figura .2.3.2: Curva de crecimiento en jugo pasteurizado de naranja.

En la Figura 2.3.3 se puede observar que los cultivos de ambas
levaduras evolucionaron en forma similar hasta las 6 h de incubados en
las condiciones fisiologicas Optimas. A partir de ese momento S. bayanus
presentd mayor crecimiento que S. cerevisiae alcanzando ambas, la fase
estacionaria a las 10 h.

0 5 10 15
TIEMPO
—e— S.cerevisiae —@— S. bayanus

Figura .2.3.3: Curva de crecimiento en jugo concentrado reconstituido (11°Brix)
de naranja.

Los valores de DOg,s alcanzados en los cultivos se equivalen
aproximadamente a 25-30 g/L de biomasa. Considerando que se
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utilizaron 70 g/L. de FCE, es dable esperar que parte de ella se derivara a
la formacion de algin producto, probablemente etanol. Este fendémeno
fue confirmado a posteriori (ver seccion 2.3.1.1), comprobandose que S.
cerevisiae es una levadura Crabtree positiva, lo cual implica que produce
etanol en presencia de concentraciones de azucares superiores a 0,6 g/L
aln en concentraciones saturantes de oxigeno disuelto. Lo mismo se
aplicaria a S. bayanus.

Estadisticamente no se hallaron diferencias significativa (0=0,05)
en el comportamiento de ambas levaduras en los tres mostos.

El hecho de que el jugo concentrado reconstituido tenga una
concentracion de aceites esenciales casi 10 veces mayor que los jugos
natural y pasteurizado no parece haber afectado el desarrollo de las
Saccharomyces spp. Resultados que estan de acuerdo con lo reportado
por Kimball, (1991) respecto a que la concentracion de aceites
esenciales debe ser superior a 0,08 % para que se produzca la inhibicion
de las levaduras.

Las observaciones microscopicas revelaron que en todos los
cultivos solo crecieron las levaduras inoculadas, sin detectarse ninguna
contaminacion con otras levaduras o bacterias.
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1.1.- INTRODUCCION

En la primera parte del presente trabajo se describio el
aislamiento de una S. cerevisiae autdctona para ser utilizada en la
elaboraciéon de vino de naranja. Para este fin es necesario obtener la
cantidad suficiente de biomasa a los efectos de preparar el indculo para la
fermentacion vinica.

Con el objeto de optimizar su crecimiento se deben establecer los
requerimientos nutricionales de la cepa a utilizar.

Es sabido que los hongos requieren pequefias cantidades de varios
compuestos organicos para su crecimiento. Estos compuestos no son
nutrientes como la FCE y la FN, ni los compuestos inorganicos que se
necesitan en mayores cantidades. Globalmente se los denomina factores
de crecimiento e incluyen a las vitaminas y a otras moléculas orgénicas
que intervienen en el metabolismo microbiano.

Las vitaminas producen crecimiento o desarrollo en
concentraciones de 0,01 a 1,0 ppm y tienen funciones cataliticas en la
célula, como coenzimas o constituyentes de coenzimas. Un grupo de
compuestos organicos no caracterizados como vitaminas son igualmente
activos a bajas concentraciones, usualmente alrededor de 10 ppm. Estos
compuestos son los factores de crecimiento e incluyen, por ej., a los
acidos grasos (Morata ef al., 2001).

Los organismos que pueden sintetizar estos compuestos a partir
de precursores simples son los Auxoautétrofos, a diferencia de los
Auxoheterotrofos que son aquellos que no pueden sintetizar algunas de
estas sustancias o bien lo hacen en cantidades suboptimas, por lo cual hay
que suministrarselas en el medio de cultivo (Garraway, 1984).

El objetivo de este estudio fue definir las necesidades de
vitaminas y factores organicos de crecimiento de S. cerevisiae aislada de
jugo de naranja fermentado. Con este propoésito se utilizdé un medio base
limitado en FCE a los efectos de formular un medio de cultivo completo
para la obtencion de la biomasa a fin de ser usada como inoculo en la
elaboracion de vinos de naranja.
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1.2.- MATERIALES Y METODOS

1.2.1.- Formulacion del medio de cultivo.

Se formul6 un medio de cultivo con sacarosa (4 g/L) como FCE y
urea como FN, con 6 vitaminas (pantotenato de calcio, piridoxina,
tiamina, biotina, niacina, ac. folico) e inositol y acido p-aminobenzoico
(PABA) como factores de crecimiento (Inchaurrondo et al., 1998). El pH
se ajusto a 5,0.

La composicion del caldo base se indica en las Tablas 1.2.1 a), b)
y©).

1.2.2. Esterilizacion de los componentes del medio.

La esterilizacion de la FCE mas las sales (excepto fosfato) se
realiz6 a 121°C, 15 min. De igual manera se procedio con la solucion de
fosfato, por separado, para evitar su interaccion con iones divalentes que
podria originar la formacion de precipitados insolubles no asimilables
para el microorganismo.

La solucion stock de vitaminas y la solucion de urea se
esterilizaron por filtraciéon ya que ambos componentes son termolabiles.
Para ello se usaron, en ambos casos, filtros de 0,45 um y luego de 0,22
um de porosidad.

Tabla 1.2.1 a): Composicion del medio base.

Componentes

Cantidades (g/L)

Sacarosa
Urea
NaH,PO, ~H,0
Microelementos
MgCl,.6 H,O
KCl1
Na,SO4
CaCl, - 2H,0

Vitaminas

4
1,28 (3,2 mL/L de solucion madre*)
0,79
1 mL solucién stock 1
0,6
0,4
0,5
0,14

1 mL solucion stock 2

* 400 g/L de urea.
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Tabla 1.2.1 b): Composicién de la solucion stock 1.

Componentes Cantidades (g/L)
FeSO, - 7TH,0 15
ZnSO, - TH,O 5
MnSO; - H,O 3
CuSO;, ‘- SH,0 0,75
CoCl; - 6H,0 0,15
Na,MoO; - H,0 0,65
H;BO; 0,1
KI 0,1
Ac. Citrico 50

Tabla 1.2.1. ¢) Composicion de la solucion stock 2.

Componentes Cantidades (g/L)

Niacina 12
Pantotenato de calcio 4
Piridoxina 1
Tiamina-HCl 1
Ac. Félico 1
PABA 1

Biotina 0,06
m-Inositol 60

Las diferentes soluciones se integraron asépticamente antes de
comenzar los cultivos.

Las combinaciones de vitaminas adicionadas al medio base se
muestran en la Tabla 1.2.2.

El medio completo se us6 como testigo (1), preparandose ademas
sobre la misma base otros tres medios: con ausencia de todas las
vitaminas y factores organicos de crecimiento (2), con pantotenato de Ca,
piridoxina, tiamina, biotina e inositol (3) y con esas 4 vitaminas, pero sin
inositol (4).
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1.2.3.- Inoculacién y seguimiento del crecimiento de

S.cerevisiae en los diferentes medios.

El requerimiento de vitaminas y factores de crecimiento de S.
cerevisiae se estudi6 mediante una serie de experimentos en los que se
utilizaron los medios de cultivo descritos en la Tabla 1.2.2. Dichas
experiencias se basaron en la eliminacion progresiva de vitaminas y
factores de crecimiento y en la observacion del comportamiento del
microorganismo ante dicha eliminaciéon (presencia o ausencia de
crecimiento) luego de una serie de pasajes sucesivos. Para ello se
procedi6 del siguiente modo:

Se inocularon los 4 medios (uno completo y los demas con
ausencia de algin o de todos los componentes) con la levadura en
estudio, a partir de un cultivo en estria en agar YGC diluido en agua
estéril hasta obtener una DOg;5 inicial de 0,2. Se incubaron a 30°C en 4
erlenmeyers de 1000 mL conteniendo 100 mL de medio, agitados en
shaker a 200 rpm. El desarrollo de los diferentes cultivos se evalud por
medidas de pH, DOsgys, concentracion de sacarosa remanente (por
Somogyi-Nelson previa inversion con HCI 0,1 N), masa seca (MS) y
recuento microscopico (mediante cdmara de Neubauer).

Tabla 1.2.2: Combinaciones de vitaminas.

Vitamina 1 2 3 4
Niacina X
P. de Ca. X X X
Piridoxina X X X
Tiamina X X X
Ac. Folico X
PABA X
Biotina X X X
Inositol X X

Luego de 24 h de cultivo, se procedio a tomar de modo aséptico
un volumen variable en cada caso de modo de inocular el siguiente
erlenmeyer con el mismo nimero de microorganismos. Este
procedimiento se repitid hasta un maximo de 4 veces para cada uno de
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los medios empleados, dependiendo de la presencia o no de crecmiento
del microorganismo.

Finalmente, se procedid a eliminar de a una vitamina en el caso
del medio 4 de modo de generar 4 nuevos medios, a saber: 4a, 4b, 4c y
4d. Dichos medios fueron inoculados con muestras provenientes del
medio 4 y cultivados del modo antes descrito.
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1.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1.- Crecimiento de S. cerevisiae en los medios de

cultivo con diferentes disponibilidades de vitaminas.

En la Figura 1.3.1 se representa la evolucion del pH, DOg,s, MS y
la concentracion de sacarosa remanente en los cultivos llamados 1, 2, 3 y
4. Considerando como valores iniciales los obtenidos a las 24 h de
sembrados, a partir de este tiempo se hicieron un primer y segundo pasaje
a intervalos de 24 h.

Cultivo inicial, 1°y 2° pasaje Cultivo 2: Inicial, 1°y 2° pasaje
10 45
91 4
g 35
71 3
61 25
51 2
41
31 15
24 1
11 05
0+ 04
24 h. Inicio 48 h.1° pasaje 72 h.2%asaje 24 48 72
opH oODO aMs @ Sac. opH oDOo mMSs O Sac.
. s 0 50 .
Cultivo 3 :Inicial ,1°y 2° pasaje Cultivo 4: Inicial, 1°y 2° pasaje
8 8
7 7
6 6
5 5
4 4
3
3
2
2
1
ol 1
24 48 72 0 -
opH ©ODO B®MS  BSac opH ©DO ®MS  BmSa

Figura 1.3.1: Evolucion de los parametros de crecimiento de S. cerevisiae en
medios con diferentes disponibilidades de vitaminas. a) Medio completo, b)
medio libre de vitaminas, ¢) medio carente de niacina, tiamina y acido folico y
d) medio carente de niacina, tiamina, acido folico e inositol.

1.3.1.1.- Evolucion de la DOg;s.
En las primeras 24 h se observo un crecimiento muy pobre (DOgas
= 1,512) en el medio sin vitaminas (Figura 1.3.1 b). En el resto de los
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medios los valores de crecimiento (DOg,s =~ 5,1) son similares entre si
(Figura 1.3.1 a), c) y d).

Luego del primer pasaje en el cultivo 2 el crecimiento fue alin
menor (DOgzs = 0,3) (Figura 1.3.1 b) mientras que se mantuvo constante
en el resto. Los resultados obtenidos en el segundo pasaje reafirman lo
anterior.

1.3.1.2.- Evolucion del pH.
En el medio de cultivo completo (1) el pH mostré un valor
cercano a la neutralidad tanto en el cultivo inicial como en el 1°y 2°
pasaje (Figura 1.3.1 a). En los medios 3 y 4 el pH evolucion6 en forma

similar (Figura 1.3.1. ¢) y d). En el cultivo 2 se produjo una acidificacion
(pH final entre 3,4 y 3,8) (Figura 1.3.1 b).

1.3.1.3.- Evolucion de la masa seca.
En cuanto a la MS, tanto en los cultivos 1 como 3 y 4 hubo un
incremento de aproximadamente el 10 %, alcanzando valores de 1,5 g/L.
En el cultivo 2 no se registraron variaciones en este parametro,

manteniéndose en valores aproximados a 0,3 g/L (Figura 1.3.1 a), b), ¢) y
d).

El remanente de sacarosa en los cultivos 1, 3 y 4 fue
relativamente bajo, del orden de mg/L (Figura 1.3.1 a), ¢) y d). En
cambio, en el cultivo 2, la sacarosa practicamente no ha sido
metabolizada y el remanente es del orden de 2,9 g/LL (Figura 1.3.1 b).

1.3.1.4.- Recuento microscopico.
El recuento microscopico fue del orden de 10® células/mL en los
cultivos 1, 3 y 4, en cambio en el cultivo 2 se observaron valores de 10°
células/mL

Esto demuestra, a priori, que algunas de las vitaminas y factores
de crecimiento ensayados son indispensables para el desarrollo de las
levaduras.

Para demostrar cudles de ellas son necesarias se formularon
cultivos a partir del medio carente de niacina, c. f6lico, PABA e inositol
(4), ya que los resultados obtenidos, como se puede observar en la Tabla
1.3.1., son muy similares a los obtenidos con el medio completo (1).
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En los medios (1), (3) y (4) se obtuvo un rendimiento de biomasa
respecto del sustrato limitante (Yx/s) de = 0,4, con posible formacion de
etanol (efecto Crabtree).

Tabla 1.3.1: Resultados finales obtenidos en los cultivos de S. cerevisiae en los
medios 1, 2, 3 y 4 luego de 2 pasajes en cada uno de ellos.

CULTIVOS pH DOgs | N°Lev./mL | MS (g/L) | Sacarosa(mg/L) Yxs
1 7,10 5,226 1,4 x10% 1,64 27 0,36
2 3,78 0,276 5,0 x 10° 0,2 2930
3 7,49 5,808 1,3x10° 1,62 16 0,35
4 7,15 5,346 1,4 x 10 1,51 17 0,38

A partir del cultivo 4, que carece de niacina, ac. folico, PABA e
inositol, y cuya DOQOg»5=5,346, se inocularon cuatro nuevos elermeyers
con medios a los cuales se les retiraron pantotenato de calcio (4a),
piridoxina (4b), tiamina (4c) y biotina (4d) respectivamente,
obteniéndose los resultados que se consignan en la (Tabla 1.3.2.).

Tabla 1.3.2 Parametros de crecimiento de S. cerevisiae en medios con distinta
composicién vitaminica.

CULT. BASE 4 pH DOg;5 MS (g/L) Sacarosa (mg/L) Yxis
4a (s/ P. de Ca) 3,59 2,200 0,53 9 0,13
4b (s/ Piridoxina) 7,81 3,450 0,93 11 0,23
4c (s/ Tiamina) 7,90 3,435 0,86 7 0,21
4d (s/ Biotina) 3,29 2,445 0,52 19 0,13

Se compararon los resultados a las 24 h observandose la
disminucién de pH en todos ellos alcanzdndose valores entre 6,7 y 4,4
(Fig 1.3. 2 a), b), c) y d)).

El crecimiento en general fue mucho menor que en la serie
anterior, observandose una DOgps baja y similar en los cuatro cultivos.
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Los valores oscilaron alrededor de 2 siendo minimo en el medio carente
de biotina (DOgs = 1,952) (Fig.1.3.2 d)).

a)Cultivo base 4 s/ Piridoxina b)Cultivo base 4 s/Pant. de Ca
10 10

8 _ 81
6 6 1
4 4
2 2
0 0

24 h. Inicio 48 h. 72 h. 1° 96h. 20 24 h.Inicio 48 h. 72 h. 1° 96 h. 2°

pasaje pasaje pasaje pasaje

0O pH 0o DO | MS O Sac. 0O pH o DO | MS O Sac.
c)Cultivo base 4 s/ Tiamina d)Cultivo base 4 s/ Biotina
10 10

8 4 — 8 4
6 6
4 4
2 2 |
0 - [

24 h. Inicio 48 h. 72h. 1° 96 h. 2° 24 h. Inicio 48 h. 72 h.1° 96 h. 2°

pasaje pasaje pasaje pasaje

o pH o Do B MS @ Sac. opH o DO | MS @ Sac.

Figura 1.3.2 a), b), ¢) y d): Evolucion de los parametros de crecimiento
en distintos medios de cultivo.

El consumo de la FCE fue casi total, observandose un remanente
comprendido entre 0,7 mg/L (para el medio sin piridoxina) y 21 mg/L
(para el medio sin tiamina) (Figura 1.3.2. b) y ¢)).

A las 48 h se advierte un retraso en el cultivo que carece de
biotina, no asi en los restantes medios.

En la Figura 1.3.2. se ve que los cultivos han sufrido una
alcalinizacion respecto del crecimiento a las 24 h, con pH comprendidos
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entre 6,7 y 7,6, salvo en el medio que no tiene biotina, donde se produjo
una acidificacion pasando el pH de 4 a las 24 h a 3,5 a las 48 h.

La DOgys aumentd en todos los casos, pero en una menor
proporcién en el cultivo sin biotina.

El remanente de sacarosa para los medios sin pantotenato de
calcio y sin piridoxina fue practicamente cero. En cambio, en los medios
sin tiamina y sin biotina se mantuvo en los valores registrados a las 24 h.

En el primero y segundo pasaje se notd un decaimiento en los
cultivos cuando al medio le falté pantotenato de calcio (Figura 1.3.2 b)).
Por otra parte, en los medios con carencia de piridoxina y tiamina si bien
el crecimiento no fue igual al testigo con todas las vitaminas, aun en el
segundo pasaje se verificaron valores de DOgs de 3,45 y 3,43
respectivamente, los cuales son superiores a los registrados en los medios
sin pantotenato de calcio y biotina (2,2 y 2,44) (Figura 1.3.2 a), b), ¢) y

d)).

Es de hacer notar que los requerimientos en biotina de S.
cerevisiae son muy importantes por el hecho de haber usado urea como
FN, y en estas condiciones, el microorganismo necesita sintetizar 3
sistemas enzimaticos que contienen biotina para crecer en condiciones de
aerobiosis (Ertola et al., 1994).

En ausencia de pantotenato de calcio y biotina, la levadura
acidifico el medio de cultivo y alcanz6é un Yxis = 0,1; probablemente
parte de la FCE se derivo hacia la produccion de acidos organicos que no
pudo asimilar posteriormente, por lo cual el rendimiento en biomasa fue
menor.

En ausencia de piridoxina y tiamina el Yxs = 0,2 y con una
alcalinizacién final del medio de cultivo (Tabla 1.3.2.). Podria suponerse
que si se formaron &cidos organicos, estos fueron asimilados, pero sin
alcanzar los rendimientos en biomasa del medio de cultivo testigo

Finalmente, cabe acotar que en estos ensayos se realizaron tanto
medidas de MS como de DOg;s para evaluar el crecimiento microbiano y
que en todos los cultivos se evidencié una buena correlacion entre ambos
parametros (Figura 1.3.3.).
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Figura 1.3.3: Relacion entre DOg)5 y masa seca.
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2.1.- INTRODUCCION

El proceso biotecnologico para obtener biomasa de un
microorganismo con el fin de ser usado como indculo industrial, se basa
en la optimizacion del rendimiento de células viables con una actividad
bioldgica definida y con buenas caracteristicas de supervivencia.

Para ello es esencial no sb6lo disefiar un buen caldo de cultivo,
sino conocer las vias metabdlicas utilizadas por el microorganismo en la
asimilacion del sustrato. La produccion se puede encarar ya sea mediante
un proceso discontinuo (batch), por un sistema continuo, o por una
combinacion entre ambos (batch alimentado).

El crecimiento en cultivo batch es un proceso espontaneo,
cerrado, que culmina cuando se agota/n el/los nutriente/s limitante/s del
crecimiento, o cuando las condiciones del medio impiden el desarrollo
del microorganismo, por ejemplo por acumulacion de metabolitos toxicos
en concentraciones que inhiben las células microbianas. Generalmente,
dentro de los objetivos de un buen proceso de este tipo se debe considerar
la minimizacion de la fase lag, a los efectos de reducir el tiempo de
proceso, con los costos operativos que ello acarrea.

En el cultivo continuo se mantiene un estado estable por un
periodo tedricamente ilimitado. Ambos procesos siguen cinéticas
diferentes, y tanto la utilizacion de sustrato como la formacién de
productos pueden expresarse por un balance de masa.

El crecimiento aerobico de levaduras es un proceso de gran
significacion en la industria. Muchos trabajos han estudiado el control del
metabolismo de S. cerevisiae bajo condiciones aerdbicas. A pesar de la
gran cantidad de experiencias que han intentado el control de la
utilizacion de azucar y la magnitud de la fermentacion y respiracion, es
aun un continuo problema (Barford, 1990). En estudios previos el autor
encontrd que cuando S. cerevisiae crecia en cultivo continuo la velocidad
especifica de consumo de O, se incrementaba con la velocidad de
dilucion hasta un valor maximo después de lo cual permanecia constante,
y si se permitia un largo tiempo de adaptacion continuaba el crecimiento
mas lentamente.

Este trabajo desafio los conceptos preestablecidos de control por
carbohidratos en S. cerevisiae, en especial el efecto Crabtree, un efecto
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por el cual se considera que a causa de la alta velocidad de crecimiento o
una alta concentracion de azucar, la velocidad especifica de consumo de
O, (o la extension de la respiracion) decrece debido a la represion de la
respiracion. Este trabajo fue continuado por otros experimentos, los
cuales validaron las conclusiones, es decir demostraron la limitada
capacidad respiratoria de S. cerevisiae.

Se introdujo el concepto de capacidad respiratoria saturada. Un
modelo posterior para el crecimiento de S. cerevisiae utiliza este
concepto.

A diferencia de S. cerevisiae, algunas levaduras (Candida utilis)
no exhiben producciéon de etanol cuando crecen en condiciones
aerobicas. Otras, sin embargo, tales como S. uvarum, o S. pombe exhiben
un comportamiento similar a S. cerevisiae, aunque el perfil es distinto
respecto al uso especifico de O, y excrecion de etanol (Barford, 1990).

Ha sido determinado que el catabolismo de glucosa por via
oxidativa y fermentativa se llevan a cabo simultaneamente (Petrik et al.,
1983). En quimiostato en condiciones aerdbicas a baja velocidad de
dilucion, S. cerevisiae utiliza glucosa por via exclusivamente oxidativa
produciendo principalmente biomasa y CO; y la velocidad especifica de
consumo de O, es proporcional a la velocidad de dilucion.

Mas alld de una dilucidon critica el organismo es incapaz de
mantener el proceso metabdlico estrictamente oxidativo. Tiene que
volver a la via glicolitica del etanol, para ser capaz de disponer del
exceso de glucosa y (€") y hallar su energia necesaria. Bajo esta situacion
la glucosa y el etanol se acumulan en el medio. El exceso de glucosa
reprime la sintesis de muchas enzimas involucradas en Ia
gluconeogénesis del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y de la
cadena respiratoria (Fiechter and Seghezzi, 1992). El incremento en la
concentracion de etanol inhibe el catabolismo respiratorio.

La baja productividad asociada con la operatoria a baja velocidad
de dilucion hace necesario el uso de batch alimentado en la produccion
de biomasa. Muchos esquemas de crecimiento fueron investigados y el
control estratégico estd basado principalmente en el coeficiente
respiratorio (CR).

Con la operacion batch alimentado, los valores de velocidad de
crecimiento especifico pueden ser convenientemente manipulados y
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mantenidos a los niveles deseados durante un periodo razonable durante
la experiencia (Ejiofor ef al., 1994).

Las levaduras exhiben respuestas caracteristicas a los cambios en
la concentracion de azicar en el medio. En organismos tales como S.
cerevisiae, se activa la fermentacién alcohodlica cuando crece en
condiciones aerobicas con glucosa limitante si es expuesta a exceso de
azucar. Esta respuesta es instantanea y es conocida como efecto Crabtree
(Petrik et al., 1983, van Urk et al., 1988) y es consecuencia de largos
periodos de adaptacion que involucran la represion de las enzimas
respiratorias. Los organismos Crabtree negativos tales como especies de
Candida no exhiben esta respuesta (Rieger et al, 1983; van Urk et al.,
1989). En el esquema siguiente se muestran ejemplos de levaduras
Crabtree positivo y Crabtree negativo.

Crabtree positivo Crabtree negativo
Saccharomyces cerevisiae Candida utilis

Torulopsis glabrata (*) Hansenula nonfermentans
Schizosaccharomyces pombe Kluyveromyces marxianus
Brettanomyces intermedius Pichia stipitis

(*) Candida glabrata

Para la produccién de biomasa de S. cerevisiae se usaron dos
metodologias de obtencion: cultivo en batch y cultivo en batch
alimentado, comparando los rendimientos logrados con ambos procesos.

Por otra parte, la calidad de un vino se ve profundamente afectada
por el rendimiento bioquimico de la levadura durante la fermentacion,
razon por la cual se necesitan levaduras que tengan una calidad
constante. Por tanto, es muy importante predecir la capacidad de la
levadura de siembra para que tenga un adecuado comportamiento durante
la fermentacion.

Las caracteristicas mas cominmente usadas para seleccionar una
buena levadura vinica son: baja produccion de acidez volatil, alta
tolerancia al etanol, produccidn de etanol segin la cantidad de azlcar en
el mosto, buena velocidad de fermentacion, resistencia al SO,, baja
produccion de SH; y SO,, facilidad de sedimentacion después de la
fermentacion, baja produccion de acetaldehido, buena produccion de



2.1. INTRODUCCION-CAPITULO 2-SEGUNDA PARTE 73

glicerol, y limitada formacion de alcoholes superiores (Regodon et al.,
1997).

La habilidad de las células de levaduras para flocular es un factor
tecnolodgico importante. La floculacion de las levaduras es un proceso
reversible en el cual las células se adhieren para formar floculos de
cientos de células y depende del i6n Ca** (Bony et al., 1997).

La floculaciéon se debe a la presencia de lectinas especificas
(floculinas) en las paredes celulares de las levaduras floculantes que se

Teoria simplificada de la lectina para la floculacién de levaduras
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® Cy ‘ Floculina (Flo1p)
adhieren selectivamente a los residuos de manosa presentes en la pared
celular de células adyacentes. El ion Ca®" es necesario para activar la
floculina (Iavadekar ef al., 2000; Bidard et al., 1995; Costa and Moradas,
2001).

Si el medio en el que crecen las levaduras tiene exceso de
manosa, ¢ésta inhibe la floculacion competitivamente. Algunas levaduras
también tienen inhibida la floculacion por la presencia de glucosa,
sacarosa y maltosa. (Verstrepen et al, 2003)

El hecho de que con algunas cepas la adicion de manosa no
presente inhibicion de la floculacion se puede atribuir al proceso de
floculacién por un modelo distinto del de lectina o floculina y que
requieren por ejemplo aglutininas y estructuras moviles como fimbrias
(Straver and Kijne, 1996).
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Muchos son los factores que afectan esta cualidad de las
levaduras, tal es asi que se encuentran resultados contradictorios por
ejemplo en lo que se refiere a pH y temperaturas Optimas asi como
también presencia / ausencia de algunos nutrientes.

Temperatura y pH son dos factores muy importantes. Existen
opiniones de que la alta acidez disminuye las cargas negativas de la
superficie celular y por ende la repulsion electrostatica entre las mismas,
permitiendo el contacto célula-célula y la floculacion (Stratford, 1992).
Recientemente se ha reportado que la floculacion puede ocurrir entre pH:
1,5 y 9,0, lo cual indica que el valor de pH no es un factor dominante
para la floculacion.

Otros autores han demostrado que la floculacion se ve favorecida
cuando el medio es moderadamente acido (pH: 3,5-5,8) (Jin and Speers,
2000; Jin et al., 2001; Suarez e Iiigo, 1992). Sin embargo, hay cepas que
floculan a valores superiores de pH, indicando que el mecanismo
depende de la cepa. Se ha sugerido que la actividad floculante cambia
cuando se producen cambios conformacionales en las proteinas de la
pared celular. Se podria concluir que no se puede generalizar el
mecanismo de floculacion porque la misma es diferente cuando se
estudian distintas cepas.

La influencia de la temperatura es ambigua Stratford (1992) ha
reportado que a temperaturas de entre 15°C-32°C la influencia de la
misma es muy pequefia o no existe. A temperatura mayor a los 60°C los
floculos de levaduras, se rompen. Sin embargo en otros casos la
floculacion es reprimida a 25°C y las células solo sedimentan a bajas
temperaturas (aproximadamente 5°C) (Garsoux et al., 1993). Estas
contradicciones indican claramente la dependencia de la cepa.

Otro factor que influye en la floculacion de levaduras vinicas es la
concentracion de etanol. Kamada and Morata (1984) indicaron que el
etanol inhibe la floculacion y que su influencia depende de la cepa tal
como lo comprobaron D'Haucourt and Smart, (1999). El mecanismo a
través del cual el etanol influye en la floculacion no estd atin muy claro.
Se ha sugerido que puede alterar la conformaciéon y las cargas de la
superficie celular (Jin and Speers, 2000). También ha sido reportado (Jin
et al., 2001) un posible incremento de la hidrofobicidad de la superficie
celular con el aumento de la concentracion de etanol. Otra posibilidad
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esta relacionada con el factor de estrés a alta concentracion de etanol
(Teunissen et al., 1993)

Las caracteristicas que permiten la seleccion de un estarter para la
vinificacion, se pueden dividir en dos categorias (Reed and Chan, 1979):
primarias, definidas como aquellas estrictamente asociadas a la
formacion de alcohol etilico, y secundarias como las asociadas a la
produccion de compuestos que afectan caracteristicas tales como cuerpo,
bouquet y la aparicion de olores indeseables (Martini, 2003).

Por convencion, las condiciones enologicas primarias de una
levadura son alto vigor de fermentacion (VF) o poder fermentativo,
entendida como la maéxima concentracion de etanol obtenida por
fermentacion en exceso de azucar, alta pureza de fermentacion (PF),
expresada como la relacion entre el etanol (% v/v) y la acidez volatil (g
acido acético/L) producido hacia el final del proceso fermentativo, alta
velocidad de fermentacion que es la medida de la habilidad del estarter
para completar el proceso fermentativo.

Las condiciones enologicas secundarias afectan los niveles de
otras cualidades del vino que determinan caracteristicas organolépticas
especificas. Entre ellas se pueden mencionar: contenido en acetaldehido,
acetato de etilo, acetoina y alcoholes superiores.

El objetivo principal de esta parte del estudio fue determinar las
condiciones Optimas de cultivo a los efectos de aumentar el rendimiento
en la produccion de S. cerevisiae. Otro objetivo fue determinar la calidad
microbiologica y algunas de las propiedades enoldgicas primarias de la
biomasa obtenida en comparacion con la S. bayanus, comercial usada
luego para la produccion de vino de naranja.

Las medidas de las caracteristicas enologicas secundarias y
algunas de las primarias forman parte de las evaluaciones de los distintos
vinos producidos a partir de jugo de naranja recién exprimido,
pasteurizado , concentrado reconstituido; fermentados a pHs 3,5 y 4,0, y
a temperaturas de 10°C y 20°C, con un posterior periodo de
envejecimiento a 10°C y 20°C, algunas de las cuales se desarrollan en la
tercera parte de esta Tesis.
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2.2.- MATERIALES Y METODOS
2.2.1.- Sistema discontinuo (Batch)

2.2.1.1.- Medios de cultivo

- Preparacion del medio de cultivo base:

Composicion:

Sacarosa .......ccceeeeeniienieniee 10,00 g/L
UT A .ot 2,50 g/l
K2HPO4 ....................................... 1,00 g/L
MgSO4.TH20 ..oooiiiiiiieienee, 0,60 g/L
CaClp.2H20 ..ooeveeeeeeeeee 0,10 g/L
Acido CItrico.....ovoveeeeeeeeereen. 0,45 g/LL
Sol. de cationes...........ccccveeenrennnee. I mL
Sol. de aniones...........cccceveereveennenne 1 mL
Sol. de vitaminas.............cceeennennne I mL
Antiespumante ............cceeeeeevennen. 3 gotas

pH: 5,50 (ajustado con HC1 1 N)
Volumen de cultivo: 3,0 L.

Solucidn de cationes:

Acido citrico .......ocoevuvennn.. 50 g/L
FGSO4 . 7H20 ....................... 15 g/L
ZnSOy4 - THL0 ..ooeioiiee 5¢/L
MI’ISO4 . Hzo ....................... 3 g/L
CU.SO4 . SHzo ........................ 0,75 g/L
COC12 . 6H20 ......................... 0,15 g/L
Solucion de aniones:

H3BO3 i 0,10 g/L
KI oo, 0,10 g/L
Na,MoOy - HyO ... 0,65 g/L

Solucion de vitaminas y factores orgéanicos:
Biotina ......cccoeeviiiiiiiiine 60,0 mg/L
Pantotenato de calcio ............ 4,0 g/L
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Tiamina-HClL............c..cce....... 1,0 g/L
Piridoxina ........cccceeeevieennnne 1,0 g/L

- Esterilizacion del medio de cultivo:

Los fosfatos se esterilizaron por calor himedo (autoclave),
fraccionados en un erlenmeyer con salida lateral, disolviendo la cantidad
necesaria para preparar 2,7 L de medio de cultivo, en 500 mL de H,O y
se ajusto el pH en 5,50. El resto de los componentes (excepto la urea y la
solucion de vitaminas) se disolvieron en 2,2 L. de H,O y se ajusto6 el pH
en 5,50. Los microelementos se agregaron en solucién concentrada 1000
veces a razon de 1 mL/L, se ajustd el pH en 5,50 y se esterilizaron, en
autoclave, en el biorreactor.

El tiempo de esterilizacion fue en ambos casos de 15 min. La urea
se esterilizo por filtracion. Se prepar6 una solucion madre con 500 g/L de
urea y se esteriliz6 con membrana absoluta. Esta solucion se adiciono en
proporcion de 6,0 mL por litro de medio de cultivo.

Las vitaminas se prepararon en solucion concentrada 1000 veces,
se esterilizaron por filtracién y se adicionaron a razén de 1 mL/L de
medio.

2.2.1.2.- Preparacion del inéculo.

Tres erlenmeyers de 1000 mL conteniendo 100 mL de medio de
cultivo diluido 2,5 veces se esterilizaron por calor durante 10 min. En
este caso para mayor simplicidad se esteriliz6 el medio de cultivo
completo (excepto la urea y las vitaminas que se adicionaron en
proporcion de 0,5 mL y de 0,1 mL de las soluciones madres). Los
erlenmeyers fueron sembrados el dia anterior a la realizacion de la
experiencia con c¢lulas de levaduras provenientes de un cultivo en agar
inclinado. Las mismas se resuspendieron facilmente en agua. La
temperatura de incubacion fue en todos los casos 30 °C.

2.2.1.3.- Procedimiento del cultivo.
a) Termostatizacion del biorreactor, modelo Bioflo, New
Brunswick (Figura 2.2.1) a 30 °C.
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b) Conexion del filtro (previamente esterilizado) a la entrada de
gases del biorreactor.

c) Arranque del sistema de agitacion del biorreactor, fijando la
agitacion en 800 rpm.

d) Adicién, en forma aséptica, de las soluciones conteniendo los
fosfatos, la urea y las vitaminas al resto del medio contenido en el
biorreactor.

e) Calibracion del electrodo para medir O, disuelto. Se elimino el
O, disuelto en el medio de cultivo mediante pasaje de una corriente de
nitrégeno. Una vez que la lectura se estabilizo, se ajusto la lectura a 0 %
de saturacion (ajuste del cero). Seguidamente, se pas6é una corriente de
aire a un caudal de 2 L/min para saturar el medio en O,. Se ajusto la
lectura a 100 % de saturacion con la perilla de calibracién una vez que la
lectura se estabilizd. En ambos casos, la estabilizacion de las lecturas
demoro unos 10 a 15 min.

f) Calibracion de los instrumentos de medida para efectuar el
analisis de la composicion del gas a la salida del biorreactor (analizador
de O; y de CO»). Los niveles de O, y CO; en el gas de salida del reactor
se determinaron con un detector Servomex de tipo paramagnético y con
un detector Horiba Pir 2000 con sensor infrarrojo, respectivamente.

g) Inoculacion del biorreactor. Se transvasod, en forma aséptica, el
contenido de los tres erlenmeyers de preparacion del indculo a otro,
estéril y vacio, con salida lateral provista de una manguera de conexion al
biorreactor. Seguidamente, se sembro el biorreactor con el indculo.

h) Toma de muestras del cultivo. Luego de 5 min se comenz6 con
el correspondiente muestreo, retirando unos 15 mL de muestra cada hora
(los primeros 2 o 3 mL se descartaron). Se fijo asi el tiempo CERO del
proceso. En cada muestra se registré el volumen de muestra y el de
descarte para realizar los célculos correspondientes al volumen de medio
en el biorreactor.

1) Determinacion del porcentaje de O, y CO, en lo gases de salida
del biorreactor.
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Figura 2.2.1-Esquema del biorreactor utilizado en los ensayos.

2.2.1.4.- Analisis de las muestras.

- Se centrifugaron 10 mL de muestra, 12-15 min a 10.000 rpm en
un equipo Sorvall RCF. El sobrenadante se congelo a -20°C para
posteriormente realizar la determinacion de la concentracion de glucosa
(por el método colorimetrico de glucosa-oxidasa, Wienner Argentina) y
la concentracion de etanol (mediante Kit enzimatico, BOEHRINGER
MANNHEIN / R- BIOPHARMS).
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- El pellet de levaduras fue lavado para eliminar restos de medio
de cultivo y centrifugado. El nuevo pellet fue resuspendido en agua
destilada, transvasado a un pesafiltros previamente tarado y secado a
105°C para determinar el contenido en materia seca (MS) de la muestra.

- En el resto de la muestra sin centrifugar se efectuaron las
medidas de pH (con peachimetro BOECO BT 500) y DOgys (con
espectrofotometro BECKMAN DH 600). Ademas se controld el estado
de las células y la posible contaminacion por observacion microscopica.

2.2.2.- Sistema fed-batch

Este método se empled6 con el objeto de optimizar Ia
productividad evitando fendmenos de inhibicion por sustrato para
alcanzar una alta concentracion de biomasa sin formacion simultanea de
etanol.

En el esquema de la Figura 2.2.2-se simbolizan las distintas
variables como se detalla a continuacion:

F (t): caudal de alimentacion.

S:. (t): concentracion de sustrato de la alimentacion.

Vi volumen final de trabajo.

V,: volumen al inicio de la alimentacion.

X,: concentracion de biomasa al inicio de la alimentacion.

So: concentracion de sustrato limitante al inicio de la
alimentacion.

Se realiz6 un cultivo en batch alimentado de la levadura S.
cerevisiae, aislada en el laboratorio. El medio y las condiciones de
cultivo a emplear en el batch previo al comienzo de la alimentacion ya
fueron descritos.

El disefio de la alimentacion se realizd teniendo en cuenta que
para S. cerevisiae, el tmax = 0,45 h™' pero que p no debe superar el valor
de 0,3 ya que por encima de éste el microorganismo produce etanol.
Ademas, se asume que el rendimiento de biomasa en funcion del sustrato
(Yx/s) = 0745 g X/g S)
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Figura 2.2.2- Esquema del equipamiento usado en el cultivo fed batch.

Con estos datos se calcularon F, S; y tr tales que cumplan con las
condiciones impuestas. También se evalu6 la evolucion de:
concentracion de biomasa (X), velocidad de crecimiento (XV) y
velocidad especifica de crecimiento (p) durante la alimentacion.

Las condiciones del cultivo alimentado fueron:

S, batch = 14,717 g/L

Peso seco final del batch = 6,81 g/L
Vo=25L

Vi=39L

F (t) = 2,97 mL/min (o 178 mL/h)
Caudal de aire = 1.820 mL/min
Sr=63,5g/L

Tiempo de alimentacion: 8 h.

El protocolo de trabajo es el mismo que el mencionado para el
cultivo en Batch.
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- Medios de cultivo para la alimentacion (para 500 mL):

Glucosa......ccoveeverieeiieeienne, 63,5¢g
Urea......oooveeevieeiieeeicceeen, 2,2 ml (del stock con 400 g/L)
KQHPO4 ................................. 6 g

MgSO4.7H20 ......................... 3,6 g
CaCly.2H0....vieieeiiene, 0,6 g

Acido Citrico.........cccovvven.... 27¢g

Sol. de cationes............c.......... 6 mL

Sol. de aniones...........c.oc........ 6 mL

Sol. de vitaminas..................... 6 mL

Antiespumante ............ccoeceeenenen. 3 gotas

pH: 5,50 (ajustado con HCI 1 N).

2.2.3.- Evaluacion de la biomasa.

2.2.3.1.- Caracteristicas de calidad de la biomasa.

2.2.3.1.1.- Viabilidad. Prueba del azul de metileno.
Este método permite diferenciar las levaduras vivas de las
muertas. Se basa en la presencia de enzimas en las células vivas que
reducen el colorante a leucoderivado incoloro. De modo que las células
vivas permanecen incoloras y las muertas se tifien de color azul (OIV).

Técnica: Se resuspende una alicuota de la biomasa en agua estéril,
se deposita una gota en portaobjetos, se agrega el reactivo azul de
metileno (solucién 0,1 %), se cubre con cubreobjetos y al cabo de 5 min
se observa al microscopio en campo claro. Las células vivas permanecen
incoloras y las muertas se tifien de azul (OIV).

2.2.3.1.2.- Recuento le levaduras en placa con Agar
papa-dextrosa.

Se sembraron diluciones desde 10™ hasta 10® y se incubaron a
30°C £ 2 durante 72 h.
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2.2.3.1.3.- Recuento de bacterias del acido lactico.
Método de recuento en placas en Agar de Man Rogosa Sharpe
(MRS) (Figura 2.2.3).
Se usaron cinco diluciones a los fines de lograr un conteo inferior

a las 300 UFC por placa. La incubacion se realizé a 32°C durante 3 dias
(AOAC, 1984).

10 ml, 1ml, 1ml 1ml, iml

|
. U/

e -l 2 : ' 5
Solucion madre: 10 10° 10°8 10 10-
1 mi. 1l 1 ml. 1ml, 1ml.
o Ty T T

Figura 2.2.3- Esquema del método de siembra para el recuento de bacterias
del 4cido lactico.

2.2.3.1.4.- Recuento de coliformes totales y fecales.
Método de placas Petrifilm.
El recuento de coliformes totales y fecales se realizo segln las
etapas indicadas en las Figura 2.2.4
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1: Siembra 2: Incubacion 3: Observacion 4: Interpretacion

Figura 2.2.4-Método Petrifilm para el recuento de bacterias coliformes.

2.2.3.1.5.- Presencia de Clostridios sulfitoreductores
en caldo de higado (AOAC, 1984). Seguin Figura 2.2.5.

1 mi. “1ml 1ml 1 ml '
+ B -
N Positivo Nugr_ﬂhu
107 102 1072 ) 10%

Biomasa Caldo de Higado

Figura 2.2.5-: Esquema del método de siembra para la deteccion de Clostridios
sulfitoreductores.

2.2.3.1.6.- Presencia de Estreptococos fecales en agar
con azida sodica.
El resultado positivo de este analisis se evidencia por formacion
de colonias caracteristicas, como las que se observan en la Figura 2.2.6
(AOAC, 1984).

Figura 2.2.6-: Colonias tipicas de Estreptococos
fecales en agar con azida sodica.



2.2. MATERIALES Y METODOS.-CAPITULO 2-SEGUNDA PARTE 85

2.2.3.2.- Caracteristicas enologicas primarias de .
cerevisiae.
Se determinaron los siguientes parametros:

2.2.3.2.1.- Poder alcoholigeno a dos temperaturas de
fermentacion.

Se realizaron microvinificaciones de mosto de jugo natural de
naranja (ajustada la concentracion de azicar a 70 g/L), inoculado con la
crema de levadura en una concentracion de 2 g/L. de mosto (UFC/mL =
1,5 x 107), se incubaron a 20°C y 10°C respectivamente, para estudiar el
vigor de fermentacion (VF), tolerancia al etanol y las propiedades
criotolerantes de S. cerevisiae. La cuantificacion del alcohol se realizd
mediante el kit Enzymatische BioAnalytik, Roche. La tolerancia al etanol
se determind por recuento de células viables en camara de Neubaiier y
UFC/mL, una vez finalizada la fermentacion.

2.2.3.2.2.- Rendimiento azucar/alcohol.

De los valores de aztcares consumidos (Lane-Eynon, en Ting and
Rouseff, 1986) y el alcohol producido en los ensayos de
microvinificacion se determind que cantidad de aztcar (en g/L) fue
necesaria para producir 1 % v/v de etanol.

2.2.3.2.3.- Alta pureza de fermentacion (PF).
En los productos de los ensayos de microvinificacion se
determinaron acidez volatil (expresado como g &cido acético/L). Los
resultados se expresaron como la relacion etanol (% p/v) / acido acético

(g/L).

2.2.3.2.4.- Poder fermentativo a bajo pH.

Se ajustdé el mosto de jugo de naranja a dos pHs: 3,5 y 4,0
respectivamente. Se inoculd con la levadura en estudio a razon de 2 x 10°
células/mL, e incubd a 20°C. Al cabo de 30 dias se determind la
concentracion de etanol en ambos medios y el numero de células viables
de levaduras (por recuento en cdmara de Neubauer).
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2.2.3.2.5.- Produccion de H,S.
Se determinod cualitativamente mediante reaccion con PbCsHgOy4
en medio acido (Pérez et al., 1999).

2.2.3.2.6.- Resistencia al SO,.

Se procedi6 a la adicion de cantidades crecientes de KHSO;
(desde 50 hasta 145 ppm) a los mostos de jugo natural de naranja. Se
inocularon los mostos con la levadura en estudio, se incubaron en
erlenmeyers a 20°C y 10°C. Al cabo de 24 y 48 h se determinaron
concentracion de azucares y alcohol etilico. En cada ensayo se tomé el
tiempo necesario para que comience la fermentacion.

2.2.3.2.7.- Determinacion del poder floculante.

Se realizaron microvinificaciones de mosto de jugo natural de
naranja a pHs: 3,5 y 4,0, y con el agregado de Ca” en dos
concentraciones: 300 y 500 ppm. Los resultados se obtuvieron por
observacion directa y microscopica.

2.2.3.2.8.- Formacion de espuma.
Esta caracteristica fue evaluada para S. cerevisiae comparando
con S. bayanus (comercial). Para ello se inocul6 en tubos de ensayo (16
mm x 160 mm) conteniendo 10 mL de mosto estéril (20 °Brix, pH: 3,5).
Se incubaron a 10°C y 20°C. Se procedio a realizar las medidas de la
altura (mm) de la espuma formada, diariamente durante la fermentacion.
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2.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1.- Obtencion de biomasa de la S. cerevisiae aislada.

2.3.1.1.- Sistema Batch
El seguimiento del cultivo se realiz6 durante un periodo de 7,5 h,
al cabo del cual se pudo apreciar que la levadura utilizé rapidamente la
FCE proporcionada, produciendo etanol (Figura 2.3.1).

También se pudo observar que la produccion de biomasa fue muy
baja, con un leve aumento luego de 3 h de cultivo.

DO Az. MS Et.

Tiempo (h)

‘ —— DO —&— Azlcar (g/L) —&— MS (g/L) —<— Etanol (g/L

Figura 2.3.1: Evolucion del cultivo batch de S. cerevisiae

Como es conocido, S. cerevisiae cultivada en sistema batch, ain
en exceso de O, disuelto, presenta efecto Crabtree + y exhibe una
cinética de crecimiento de dos fases (diauxia). Durante la primera fase
metaboliza la glucosa con producciéon de etanol. Los datos de
rendimientos (Yx/s) reportados en esta fase no sobrepasan los 0,1 a 0,15
g X/g glucosa. Debido a la oxidacion incompleta de la glucosa, el
cociente respiratorio (rcoz/Toz) es mayor a 1 (Rose y Harrison, 1987).

En la segunda fase, el etanol formado previamente sirve de
sustrato. Después de 1-2 h, durante las cuales el medio se agota en
glucosa, las células comienzan a metabolizar el etanol. El coeficiente
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respiratorio desciende, aproximandose a un valor de 0,66 (teérico). Yxss
alcanza valores de 0,35 g X/g glucosa (Rose y Harrison, 1987).

Muchos autores apoyan la definicion del efecto Crabtree como
consecuencia de la capacidad respiratoria limitada de la célula. La razon
es que se satura el ciclo de Krebs a altas velocidades de consumo de
glucosa. Es evidente que las células no presentan un metabolismo
fermentativo puro; una parte de la glucosa total se degrada por oxidacion
en el ciclo de respiracion, el resto se degrada fermentativamente siendo el
acetaldehido el aceptor de electrones

En condiciones en donde se lleva a cabo la respiro-fermentacion
ocurre una adaptacion fisiologica celular expresada en una disminucion
de las funciones mitocondriales (Barford, 1989).

No obstante, se ha demostrado que en cultivos de levaduras la
limitacién en la capacidad respiratoria no es la causa primaria del efecto
Crabtree. Este efecto puede ser atribuido a la diferencia en la cinética de
la asimilacion de glucosa, la sintesis de carbohidratos de reserva y el
metabolismo del piruvato (van Urk et al., 1989).b)

En un cultivo batch se ha identificado que el catabolismo
oxidativo y fermentativo de la glucosa ocurren simultaneamente,
resultando en una disminucion del rendimiento de biomasa.

La determinacion del cociente respiratorio (CR) mediante el
analisis de los gases de salida del biorreactor reafirma el mencionado
comportamiento de S. cerevisiae en cultivo batch (Figura 2.3.2).

45 0,20
4 4
N
o 35T 0,15
S i 8
S 2’; i 0,10
S 15 I
: 1} 0,05
0,5 1+
0 0,00
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (hs.)
—8— O2 consumido —&— CO2 producido —&— CR

Figura 2.3.2: Evolucion de los gases de salida y del cociente respiratorio (CR)
en cultivo batch de S. cerevisiae.
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La evolucion del pH refleja claramente el metabolismo de la urea
que es hidrolizada a CO, y NHs, este ultimo se consume produciendo un
descenso en el pH por liberacion de protones desde el interior de la
célula.

La disminucion del pH se ve favorecida por la produccion de
acidos por el microorganismo (Figura 2.3.3).

5,50

5,40 4
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Figura 2.3.3: Evolucién del pH en cultivo batch de S. cerevisiae.

Al cabo de 23 h de cultivo, el pH alcanzé un valor de 7,14, lo cual
es consecuencia de la asimilacion de los acidos producidos.

Con los datos de MS se determind que la velocidad especifica de
crecimiento de la levadura, en las condiciones del cultivo fue de 0,27 h™".
El rendimiento obtenido, determinado como Yy = - AX / AS fue de 0,06
g X/g glucosa.

El metabolismo respiro-fermentativo de la levadura sobre glucosa
puede ser representado por una simple ecuacion:

CH,O +aNH; + b0, ____ 3 yuCHOuNg + ysCH300 5+ yco2sCO, + WwHO
Donde a, b, yws, Yps, Ycors Y W son los coeficientes

estequiométricos, y CH,O, CH,O;Ny; y CH3Ogs corresponden a las
composiciones elementales del sustrato (glucosa), biomasa y etanol
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(producto extracelular), respectivamente.
El balance energético puede ser escrito como:
nteté=1

Donde n es el rendimiento energético en biomasa, € es la fraccion
de electrones transferidos al oxigeno y & es el rendimiento energético del
producto.

El balance correspondiente para el carbono es:

Yx/s + Yprs + Ycozis = 1

Donde yys, Ypis Y Ycous son las fracciones de carbono del sustrato
transferido a la biomasa, al producto y al CO,, respectivamente.

Para realizar los balances se considerd que la formula elemental
de la levadura corresponde a la de un microorganismo promedio, en
consecuencia ox = 0,446 y v« = 4,2, siendo o y Yx la fraccidon de carbono
del sustrato transferido a la biomasa y el grado de reduccion de la
biomasa, respectivamente. Para el sustrato (glucosa) ys = 4,0 y para el
etanol yg; = 6,0.

Experimentalmente se obtuvo: yys = 0,0691 cmol/cmol; yys =
0,562 cmol/cmol 'y ycows = 0,389cmol/cmol. Los balances
correspondientes para la FCE son:

- Balance para la fuente de carbono:

0,0691 cmol/cmol + 0,562 cmol/cmol+ 0,389 cmol/cmol = 1,020

- Balance de energia:
0,0691 cmol/cmol x 4.2/4,0 + 0,562 cmol/cmol x 6/4 +
+0,0596 cmol/cmol x 4/4 = 0,975

Estos valores se encuentran dentro de los limites de aceptabilidad
determinados estadisticamente, no poniendo en evidencia errores
experimentales en las determinaciones (Ertola et al., 1994).

De los datos obtenidos puede concluirse que este tipo de cultivo
no es adecuado si el objetivo es producir biomasa ya que el rendimiento
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obtenido es muy bajo debido al efecto Crabtree. Cabe destacar que la
masa celular obtenida, aproximadamente 0,06 g/g de glucosa, fue
marcadamente inferior al promedio encontrado en bibliografia para esta
levadura que es de entre 0,1 y 0,15 g/g de glucosa (Rose and Harrison,
1987).

2.3.1.2.- Sistema fed-batch
Para incrementar el rendimiento celular se decidié trabajar en
cultivo discontinuo alimentado (fed-batch). Este cultivo se inicia a partir
de un cultivo en batch utilizando como sustrato limitante la glucosa. Se
calcularon la evolucion de la biomasa durante el cultivo, la velocidad
especifica de crecimiento y la productividad.

Se empezd el batch alimentado con 1,5 L de cultivo del dia
anterior y se alimentd a razén de 2,75 mL/min. El caudal de aire inicial
fue de 1041,33 mL/min. Luego se cambié a 2331,765 mL/min. La
primera muestra se tomo 15 min después de haber comenzado la
alimentacion.

El disefio de las condiciones de cultivo (F y Sr) se realiz6 en
funciéon de las condiciones iniciales del cultivo (X y V), del volumen
final (Vy), la cantidad de biomasa total que se desea obtener (XfVy) y de
datos fisiologicos del microorganismo (L € yys).

Debido a que S. cerevisiae produce etanol cuando crece a
velocidades especificas mayores que 0,3 h™', se comienza a alimentar
teniendo en cuenta este valor y no pmax. Considerando una biomasa
inicial y final de 7 g/L y 15 g/L respectivamente, un volumen inicial y
final de 2,5 L y 4,0 L respectivamente y un rendimiento de 0,5 g/g, se
determina un caudal de 178 mL/h a una concentracion de glucosa de 63,5
g/L.

El batch previo se sembr6 en un medio con una concentracion de
glucosa de 15 g/L (aprox.). La biomasa inicial del batch alimentado (BA)
es de 6,81 g/L.

Pudo observarse que el crecimiento total de biomasa (XV) en
funcion del tiempo es lineal, lo que es coherente con el disefio de
alimentacion a caudal constante.
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Debido al ingreso de sustrato a velocidad constante, las
velocidades de consumo de O, y produccion de CO;, mantienen valores
estables durante todo el cultivo.

A diferencia de lo que ocurri6 en el cultivo en batch, durante toda
la fase de crecimiento se observo que el cociente respiratorio fue cercano
a 1 y no se detectd produccion de etanol.

El rendimiento celular fue mucho mayor que el correspondiente a
la fase de consumo de glucosa del batch (debido a la ausencia de
formacién de producto)

Considerando crecimiento con formacion de biomasa y CO, como
unicos productos carbonados, los balances de carbono y grado de
reduccion (balance energético) dan 1,02 y 1,051 respectivamente, lo que
indica que el modelo utilizado responde muy bien a la realidad del
cultivo.

Puede observarse que debido a que la velocidad volumétrica de
crecimiento (rxV) es constante y al continuo incremento de biomasa
(XV), la velocidad especifica de crecimiento (p) disminuye
continuamente durante el cultivo.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.3.1.
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Tabla 2.3.1. Resultados cultivo fed batch S. cerevisiae

Muestra T. Vol. Vol PS XV Glucosa O, CO, 10, rCO, CR rO2.V 1CO, v n n

(h) alic. (mL) (g/L) (2 (mg/L) (%) (%) (mmol/L.h)  (mmol/L.h) (mmol/L.h  (mmol/L.h tedrico

(mL)
1 0 30 2698 6,81 18,37 ND 18,08 2,43 51,0 40,7 0,80 137,70 109,70 0,345 0,345
2 1 32 2844 7,46 21,22 ND 17,89 3,45 484 55,3 1,14 137,75 157,38 0,299 0,257
3 2,5 30 3081 10,36 31,92 ND 17,01 3,6 60,1 52,8 0,88 185,03 162,72 0,199 0,185
4 4 65 3283 13,13 43,11 ND 18,75 2,3 31,0 31,8 1,03 101,66 104,54 0,147 0,145
5 55 35 3515 14,14 49,70 ND 18,32 29 34,0 37,6 1,11 119,41 132,09 0,128 0,119
6 7 30 3752 16,33 61,27 ND 17,87 3,2 377 38,8 1,03 141,45 145,48 0,103 0,101
7 8 30 3900 17,72 69,11 ND 17,60 3,37 39,7 39,2 0,99 154,74 153,02 0,092 0,092
Biomasa total en funcion del tiempo de
CO; total producido = 1108,96 mmoles alimentacion
O, total consumido = 1104,4 mmoles B0 -
Sr. (VI-Vi) (Sustrato total consumido) = 90,42gY ;= 0,561g/g 09 y=64179+ 16428
Yys = 0,652 cmol/cmol 60 R? = 0994
y COy5 = 0,36794 B 50 - '
b = 0,36642 = 40 4
Balance de C =1,02 > 30 A
Balance de Grado de Reduccion = 1,051 20
10 4
D T T T T T T T T
0 1 2 3 4 8 B 7 8
Tiempo (h)
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2.3.2.- Evaluacion de la biomasa

2.3.2.1.- Viabilidad.

La calidad de las levaduras para vinificacion se describe,
normalmente, refiriéndose a su "Viabilidad" o a su "Vitalidad." La
viabilidad de la S. cerevisiae se determind mediante técnicas de
proliferacion celular o recuento en placa y tincion con azul de metileno
en tampon citrato.

La prueba de viabilidad con azul de metileno se realizd por
triplicado y arrojé un valor promedio de 80% de células viables.

2.3.2.2.- Recuento de levaduras en placa con Agar
papas-dextrosa.
Se realizo en las placas incubadas con las diluciones 10°, 107 y
10", El promedio de dicho recuento fue de 5,2 x 10° UFC/g de biomasa
humeda. Para la levadura comercial se reporta > 2 x 10'° UFC/g de
levadura seca.

2.3.2.3.- Recuento de bacterias lacticas.
El examen de bacterias del acido lactico arrojé un numero menor
a 1,2 x 10° UFC/g de biomasa. Este valor estd dentro de los limites
sefialados para productos comerciales.

2.3.2.4.- Recuento de coliformes totales y fecales.
En cuanto a los andlisis de microorganismos contaminantes
peligrosos, los ensayos revelaron ausencia de: coliformes totales y
fecales

2.3.2.5.- Presencia de Clostridios sulfitorreductores.
Los analisis revelaron ausencia de Clostridios sulfitoreductores

2.3.2.6.- Presencia de Estreptococos fecales.
Los analisis revelaron ausencia de Estreptococos fecales.

Estos tres ultimos resultados garantizan la inocuidad de esta
levadura desde el punto de vista de contaminacidn bacteriana.

2.3.3.- Caracteristicas enoldgicas primarias de la

biomasa
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2.3.3.1.- Poder alcoholigeno.

Cada ensayo se realizdo por triplicado, y cuando los cultivos
alcanzaron como promedio 2 g/L de azucares residuales (24 h para los
incubados a 20°C y 72 h para los incubados a 10°C), se cuantificé la
concentracion de etanol dando como resultado, para el ensayo a 20°C una
media de 10,6 g/100 mL, mientras que para el ensayo a 10°C la media fue
de 12 g/100 mL. Estos valores son similares a los reportados por
Regodon et al. (1997), quienes trabajaron con levaduras preseleccionadas
en mostos de uva fermentados.

Los resultados de los recuentos de células viables, cuando se
incub6 a 10°C y 20°C fueron 1,2 x 10 y < 10 células/mL,
respectivamente. Es de hacer notar que los mismos se llevaron a cabo a
las 24 h el primero y a las 72 h el ultimo. La supervivencia de las
levaduras a estas concentraciones de alcohol se podria deber al efecto
protector de algunas sustancias del mosto, tales como los esteroles. Pina
et al. (2003) estudiaron la tolerancia al etanol de S. cerevisiae y levaduras
non- Saccharomyces, en medios de cultivo con 25 mg/L de ergoesterol y
1 g/l de Tween 80, comparando los resultados con los inoculados en
medio sin suplementar. Ellos encontraron que la supervivencia
aumentaba en el medio suplementado.

El etanol y su metabolito precursor el acetaldehido son toxicos
para todas las levaduras, incluidas Saccharomyces sp. El etanol afecta
profundamente el metabolismo de estos microorganismos especialmente
alterando la membrana citoplasmatica (MC) y por ende la asimilacion de
Ny transporte de glicidos.

Son varios los factores que de hacerse presentes junto con la
concentracion de alcohol etilico inhiben el desarrollo de las levaduras.
Entre ellos cabe mencionar: pH muy bajos, altas temperatura,
agotamiento de FN, glucidos, acidos grasos de cadena corta y deficiencia
de esteroles y vitaminas (Stanley and Douglas, 1993).

El etanol es claramente inhibitorio para las levaduras. El
crecimiento de las células se detiene a concentraciones relativamente
bajas de etanol y la fermentacidon a concentraciones relativamente altas.
La disminucion de velocidad de produccion de etanol estd relacionada
con la disminucion en el nimero de células viables. La inhibicion del
desarrollo celular por el etanol es no competitiva y puede ser descripta
por una funcidn lineal o exponencial de la concentracion de etanol.



2.3. RESULTADOS Y DISCUSION -CAPITULO 2-SEGUNDA PARTE 96

La fisiologia basica del efecto inhibitorio del etanol aun no es
demasiado clara. Las cepas altamente tolerantes son aquellas que
almacenan menos lipidos comparadas con otras. La membrana
citoplasmatica es sensible al contacto con etanol, ya que el etanol es
anfipatico. La composicion lipidica de la membrana citoplasmatica puede
ser importante para la tolerancia al etanol.

Los esferoplastos provenientes de células etanol tolerantes son
estables en solucion con 20 % (v/v) de etanol. Se ha reportado que la
membrana citoplasmatica tolera mejor el etanol en medios
suplementados con proteolipidos. Concentraciones intracelulares de
etanol cercanas al umbral de inactivacion de alcohol deshidrogenasa
matan la célula (Benitez ef al., 1983).

2.3.3.2.- Rendimiento azicar / alcohol.

Los resultados promedios obtenidos fueron 16,7 g/L para la
fermentacion a 20°C y 15,7 g/L para la fermentacion a 10°C. La
especificacion de la levadura comercial para esta caracteristica es de 16
g/L de azucar para producir 1 %( v/v) de alcohol.

Los resultados del poder fermentativo y del rendimiento
azucar/alcohol ponen en evidencia que la S. cerevisiae en estudio tiene
buenas caracteristicas criotolerantes.

Si bien S. cerevisiae fue aislada de jugo de naranja fermentado, lo
cual revela que la misma crece espontaneamente en las condiciones
naturales del jugo, particularmente a su bajo pH, es de importancia
tecnologica determinar la produccion cuantitativa de etanol en estas
condiciones extremas.

En los ensayos realizados la concentracion alcoholica (poder
fermentativo) dieron como promedio 9,5 g/100 mL para la fermentacion
a pH 3,5y 12 g/100 mL para pH 4. Esto revela que el valor extremo de
pH no inhibe la produccion de etanol hecho que por otra parte resulta
beneficioso para impedir el desarrollo de la microbiota natural del jugo
que podria resultar en fermentaciones anormales. Para la levadura
comercial se reporta buena actividad fermentativa a baja temperatura y a
pH de medio a bajo.

Sin embargo, el mayor porcentaje de etanol producido a pH 4,0
hace suponer que la levadura es sensible a la alta acidez. Circunstancia
que se corrobora en los respectivos recuentos, que a pH 4,0 se redujo en
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4 ciclos logaritmicos, mientras a pH 3,5 lo hizo casi en 6. El estrés de la
concentracion alcoholica sumado al descenso de pH puede incrementar la
sensibilidad de la levadura, tanto en lo que respecta al poder fermentativo
como al crecimiento (Gao y Fleet, 1988).

2.3.3.3.- Alta pureza de fermentacion (PF).

El ensayo que arroj6 un valor medio de 10,6 % (p/v) de etanol,
resulté con un contenido medio de 1,2 g/L de acido acético, mientras que
cuando el contenido medio de etanol fue de 12 %,(p/v) la acidez volatil
fue 1,4 g de acido acético/L. Estos valores denotan la habilidad de esta
levadura para formar pocos productos indeseables en el curso de la
fermentacion (Martini, 2003).

2.3.3.4.- Produccion de SH;.

El SH; puede aparecer como producto natural en el vino debido a
que lo producen en pequefia proporcion, ciertas levaduras a partir de los
aminoacidos azufrados (Herraiz y Cabezudo, 1989). En los ensayos
realizados no se detectd presencia de H,S a ninguna de las dos
temperaturas, probablemente esto se deba a la composicion de los
aminoacidos del jugo de naranja.

2.3.3.5.- Resistencia al SO,.

El agregado de SO, hasta cantidades de 150 ppm no afecto la
cinética de la fermentacion, pero se observd un leve retraso a 10°C, lo
cual también se observo sin el agregado de SO,. Por lo que se concluye
que la levadura utilizada soporta adecuadamente las cantidades de SO,
utilizadas.

El comienzo de la fermentacion se dio a las 24 h a 20°C y a las 72
h a 10°C. Es probable que la levadura soporte concentraciones mayores
que la méxima probada pero por razones sanitarias y sensoriales, en la
elaboracion del vino de naranja no se super6 el limite de 150 ppm
compatible con el uso de frutas sanas y procesadas en condiciones
asépticas.

Se ha demostrado que S. cerevisiae en presencia de 250 mg/L de
SO, libre comienza su proceso de fermentacion después de 4 dias de
haber sido inoculado (Regodon et al., 1997). Otros estudios demostraron,
que la fermentacién por levaduras seleccionadas se completaba con
correcta cinética hasta valores de 350 mg/L de SO, total, valores
superiores producian retrasos de hasta 1 dia en el arranque de la
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fermentacidon, aunque algunas cepas acababan con valores superiores a
500 mg/L de SO, total (Morata et al., 2001).

2.3.3.6.- Determinacion del poder floculante.

El caracter floculante en cepas vinicas de S. cerevisiae constituye
una propiedad tecnoldgica de gran interés en la elaboracion de vinos, ya
que la capacidad que manifiestan las células de levaduras para agregarse
espontaneamente permite una rapida sedimentacion de las mismas en los
mostos. Esto conlleva a facilitar las operaciones de trasiego.

La floculacion es una caracteristica intrinseca de la pared celular
de las levaduras controladas por factores genéticos y ambientales. Entre
las condiciones ambientales consideradas se encuentran: pH,

.y e c +2
concentracion de alcohol etilico y concentracion de Ca ~.

El Ca™ es un catién esencial para la induccion de la floculacion
porque activa las lectinas especificas de la pared celular de las levaduras
reduciendo adicionalmente las fuerzas de repulsion electrostatica de las
células (Soares y Seynave, 2000).

Los resultados observados fueron los siguientes: a pH 4, el
liquido separado estaba perfectamente limpido 1la observacion
microscopica reveld la presencia de cinco levaduras por campo. A pH
3,5, el liquido presentaba una marcada turbidez y microscOpicamente se
observaron a razon de quince levaduras por campo. En cuanto a los
ensayos con el agregado de Ca™ estos revelaron que a mayor
concentracion de iones Ca™ mayor limpidez y por ende menos células en
suspension. Esto demuestra que la capacidad floculante de esta levadura
aumenta con el pH y concentracion de Ca ™.

Hay informacion acerca del efecto del pH y la concentracion de
CaCl, sobre la floculacion de S. cerevisiae que remarca el hecho de que a
mayor concentracion de esta sal y a mayor valor del pH menor es la
capacidad de floculacion de levadura (Simoén ef al., 2001).

2.3.3.7.- Formacion de espuma.

Las dos levaduras ensayadas en las condiciones indicadas en la
metodologia mostraron baja produccion de espuma, con medidas
menores a 2 mm durante la fermentacion tumultuosa y a las dos
temperaturas (10°C y 20°C).
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Cabe aclarar que no se estudio el fenotipo respecto al caracter
killer de la levadura autoctona, ya que estudios recientes han cuestionado
la importancia tecnologica que hasta ahora se le habia otorgado al mismo
para la seleccion de una levadura vinica (Epifanio et al., 2001).
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1.1. INTRODUCCION

En todo proceso microbioldgico se deben considerar tres aspectos
importantisimos a saber:

o La materia prima.
o Los factores fisicos y quimicos.
J El/los microorganismos.

El proceso de vinificacion es una fermentacion industrial atipica
ya que no interesa la obtencion de un producto concreto sino la
transformacion global del mosto en vino. Este proceso se realiza en
condiciones no estériles. Los factores a considerar son: composicion del
mosto, condiciones operativas y microbiota implicada.

1.1.1.- Microbiota implicada en el proceso fermentativo

De los tres aspectos mencionados se desarrollo en profundidad el
concerniente a la microbiota, especificamente las levaduras lo que para
este proceso en particular es un factor fundamental.

La degradacion de azucares por las levaduras, via glicolitica,
comprende un conjunto de reacciones catalizadas por enzimas citosolicas
que permiten a las células transformar las hexosas del mosto (glucosa y
fructosa) en acido piravico. Esta ruta procede de la siguiente manera:

Glucosa

ATP )
hexaqumasn

ADP 1]|lICO(|lIII'I(l$(l

Glucosa6 fosfato

fosfohexosa
isomerasa

Fructosa-6-fosfato
ATP

fosfo
fructoquinasa-1
ADP

Fructosa-1,6-bifosfato

aldolasa - )
Dihidroxiacetona

Gliceraldehido-3-fosfato ~——— fosfato
triosafosfate

l isomerasa
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Gliceraldehido-3- fosfato
+
NAD gliceraldehido-3fosfato
deshidrogenasa
NADH + H *.
1,3-bifosfaglicerato

fosfoglicerato

ADP
) quinasa

3fosfoglicerato
fosfoglicerato
mutasa

2-fosfoglicerato

enolasa

Fosfoenolpiruvato
ADP

G

Piruvato

piruvato
quinasa

Estas reacciones de degradacion de los azucares hasta acido
piravico constituyen el primer estadio de la fermentacion alcoholica.
Luego el 4cido piravico es descarboxilado y transformado en
acetaldehido, que finalmente es reducido a alcohol, gracias a la
alcoholdeshidrogenasa en presencia de NAD reducido.

Glucosa

2 Acetaldehido

S

2 Etanol
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Entre las propiedades enotécnicas de las levaduras vinicas se
deben destacar en primer lugar las denominadas propiedades primarias,
definidas como las estrictamente relacionadas con la formacion de
alcohol etilico por fermentacidon, y las secundarias como aquellas
relacionadas con la produccion de compuestos que afectan otros
parametros tales como cuerpo, produccién de alcoholes superiores y la
aparicion de olores y sabores indeseables.

No todas las moléculas de aztcares del mosto son degradadas con
produccion de 2 moléculas de etanol y 2 de CO, por cada molécula de
glucosa metabolizada. Algunas se degradan mediante fermentacion
gliceropiruvica, dando como producto final el glicerol.

La formacion de glicerina componente mas importante después
del etanol, y al que se le atribuye caracteristicas de suavidad y
aterciopelado en el vino, se lleva a cabo por reduccion de la
fosfodihidroxiacetona proveniente de la degradacion de la fructosa-1,6-
difosfato en la ruta de Embden Meyerhoff.

FOSFATO DE DIHIDROXIACETONA i GLICEROL 3- FOSFATO
(DHAP)
reductasa

/ Pi
GLICEROL 3- FOSFATO s GLICEROL
GLICEROL
fosfatasa

Ademas, toda fermentacion esta acompaniada por el acido acético
y sus ésteres.

La misma puede tener lugar simultaneamente a las del 4cido formico, que
se encuentra en los vinos en niveles muy bajos.

También puede tener lugar por descarboxilacion oxidativa del
piruvato, especialmente en S. cerevisiae.

En el siguiente esquema se observa su formacion
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ACIDO PIRUVICO ™> ACETIL-Co A

H.SCoA AC. FORMICO
H.SCoA CcO
ACIDO ACETIL
PIRUVICO m CoA
NAD+

Esta ruta estd mediada por el complejo enzimatico de la piruvato
deshidrogenasa que transforma al piruvato en acetil Co A, (ver esquema
anterior)

Parte del acetil Co A, finalmente puede ser hidrolizado por la
acetil Co A hidrolaza rindiendo acetato. Esta via se desarrolla en la
matriz mitocondrial y estd limitada en las condiciones de anaerobiosis
durante la fermentacion.

Por otra parte, en condiciones anaerobicas el acido acético puede
producirse por descarboxilacion del piruvato a acetaldehido, reaccion
catalizada por la piruvato descarboxilasa y posterior oxidacion a acetato
via la acetaldehido deshidrogenasa, enzima dependiente del NADP el
cual se reduce. Finalmente el acetato puede activarse a Acetil CoA a
través de una reaccion catalizada por la acetil CoA sintetasa. El acetil
CoA se destina a la biosintesis de acidos grasos saturados y de ésteres de
acetato. Esta via denominada by pass de la piruvato deshidrogenasa es la
principal responsable de los elevados niveles de acetato en condiciones
anaerdbicas (ver esquema).
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Piruvato
descarboxilasa

1) PIRUVATO -——msmfyges- ACFETALDEHIDO
Co,

Aretaldehido
deshidrogenasa

2) ACETALDEHIDO mjgse=- ACETATO

ol S

NADF NADFH + H*

Acetil Cod Sintetasa

Las sustancias acetoinicas (acetoina, diacetilo y 2,3-butanoldiol)
siempre estdn presentes en los vinos. Algunas especies de levaduras
forman acetoina por condensacion de dos moléculas de piruvico seguida
de descarboxilacion (ver esquema).

Cco,
ACIDO PIRUVICG—L> ACETOINA —— DIACETILO

=

2-3 BUTANODIOL

Ademas la fermentacion alcoholica de los azlcares siempre se
acompaiia de una pequena fraccion de acido succinico. La formacion de
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este dcido comienza con la carboxilacion de acido piravico, y posteriores
reacciones redox.

@ CO, \ﬁ

ACIDO PIRUVICO™> ACIDO OXALACETICO —™>ACIDO MALICO

@ =
ACIDO SUCCINICO < ACIDO FUMARICO

Es importante destacar que la formacion de succinato en
levaduras, si bien depende de las cepas, mayoritariamente esta
correlacionada con la formaciéon de 2- oxoglutarato, cuya formacion esté
fuertemente favorecida por la presencia de glutamato, a través de un
camino oxidativo via succinil-CoA, como puede observarse en el
siguiente esquema:

Glutam ato
deshidrogenasza

I GLUTAMATO Em——————{m 2- OXOGLUTARATO

NADP* NADPH +H*Y

2-Oxogutarato
deshidrogenasa

2 2- OXOGLUTARATO E—=—= SUCCINIL Co A

MNAD MaADH +H*

Suceinil Co A sintetaza

3 SUCCINIL Co A _— SUCCINATO +Cos +NTP
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Es generalmente aceptado que un vino de calidad se produce a
partir de un buen mosto si se usa la levadura adecuada. Todo vino es obra
de las levaduras, pero éstas se encuentran siempre, temporal y
espacialmente en situaciones ecoldgicas determinadas, condicionandose
con ello el resultado del producto final (Suarez, 1997).

La fermentacion puede ser conducida como un proceso natural o
por el uso de un cultivo puro. En el primer caso las levaduras presentes
en el jugo de fruta inician y completan la fermentacion. En el caso de
usar cultivos selectos de S. cerevisiae, las cuales se inoculan en niimero
entre 10° a 10" UFC/mL, éstas son especialmente tolerantes a altas
concentraciones de azucar, etanol y SO,. Por otra parte crecen y
fermentan rapidamente a los bajos pH de los mostos, Consecuentemente
metabolizan los aztcares completamente con produccion primaria de
etanol y productos del flavor.

A pesar de que existen levaduras comerciales para realizar las
fermentaciones, es mas efectivo el uso de cultivos puros de levaduras que
procedan de la zona vitivinicola donde se van a utilizar lo que se conoce
como levaduras locales seleccionadas, (Degré, 1983) ya que se cree que
las levaduras que se encuentran en una microzona son:

. Especificas del area.

J Totalmente adaptadas a las condiciones climaticas de la
zona.

J Totalmente adaptadas a la materia prima, es decir al mosto
a fermentar.

J Responsables, al menos parcialmente, de las

caracteristicas Unicas de los vinos obtenidos (Martin, 1993).

El género de levadura mas importante en vinificacion es el
Saccharomyces, dentro del cual hay diferencias metabolicas en las
distintas especies. Estas pueden diferenciarse considerando su habilidad
para producir ciertas y determinadas sustancias en los vinos, sustancias
que de estar presentes producen un efecto beneficioso y cuando no,
provocan falta de sabor.
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Con la fermentacion espontanea es mas factible que se produzcan
fallos, pero el producto obtenido puede tener caracteristicas particulares
por la producciéon de algunos metabolitos deseables (Fleet et al., 2002).
En cambio el uso de cultivos puros da como resultado una fermentacion
mas limpia, rdpida y predecible; y se reducen los riesgos de
contaminacion (Torija ef al., 2003).

Muchos factores afectan la ecologia microbiana durante la
produccion de vino siendo los mas significativos la composicion quimica
del jugo de uva y el proceso de fermentacion. En el complejo ecosistema
microbiano se encuentran mezclas de distintas especies y/o cepas, de ahi
la posibilidad de que ocurran interacciones individuales entre si,
determinando asi la ecologia final. Durante la produccion de vino las
posibles interacciones se dan entre levaduras/levaduras, levaduras/mohos
y levaduras/bacterias (Fleet, 2003).

La teoria ecoldgica describe una serie de asociaciones interactivas
entre los microorganismos (Boddy and Wimpenny, 1992). Estas son:
neutralismo, comensalismo, mutualismo o sinergismo, amensalismo o
antagonismo, predacion o parasitismo y competencia. En la elaboracion
del vino estas interacciones podrian o no mejorar o inhibir el desarrollo
de una especie o cepa particular.

Si en el mosto los primeros microorganismos en crecer son
levaduras, se produce un empobrecimiento de los nutrientes que dificulta
el desarrollo de otros microorganismos. Ademas se generan metabolitos,
que pueden ser toxicos para otras especies. El efecto inhibitorio del
etanol y de algunos acidos grasos de cadena corta sobre los
microorganismos ha sido objeto de muchos estudios (Bisson, 1999;
Bauer and Pretorius, 2000; Fleet, 2001).

Durante la fermentacion se producen grandes cantidades de
biomasa de levadura que al autolizarse, liberan aminoacidos y vitaminas
que favorecen el desarrollo de especies tardias (Fleet, 2001). Ademas la
biomasa absorbe sustancias toxicas del ecosistema como iones metalicos
o compuestos fenodlicos. Las especies de levaduras proteoliticas y
pectinoliticas podrian también contribuir al desarrollo de otras especies
por la formacién de sustancias provenientes de la hidrélisis de proteinas y
pectinas del jugo de uva, que sirven como sustratos (Charoenchai et al.,
1997).
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La fermentacion del jugo de uva presenta un ecosistema complejo
que involucra crecimiento interactivo y actividades bioquimicas de una
mezcla de especies y cepas de levaduras. Esto tiene origen en 1) flora de
la uva, 2) la flora asociada con los equipos y ambiente de bodegas y 3)
uso de cultivos iniciadores. Generalmente especies de Hanseniaspora
(Kloeckera), Candida y Metschnikowia inician la fermentacion y
provienen de la flora de la uva. Especies como Pichia, Issatchenkia y
Kluyveromyces también pueden crecer en esta etapa.

Estas levaduras se desarrollan aproximadamente hasta 10° - 10’
UFC/mL, pero a mediados del proceso fermentativo comienzan a
declinar y mueren. Es en este momento que S. cerevisiae comienza a
predominar (10" - 10 UFC/mL) y contintia con la fermentaciéon hasta
completarla (Esteve et al., 1998).

Durante la fermentacion alcoholica, el desarrollo de levaduras se
ve afectado por factores tales como: poblacion inicial y diversidad de
especies y cepas presentes en el jugo, inoculacién con estarter
apropiados, composicion quimica del jugo incluyendo la presencia de
residuos de fungicidas y pesticidas, condiciones de proceso tales como
concentracion de SO,, temperaturas de fermentacion y la interaccion
entre las levaduras presentes (Fleet and Heard, 1993; Bisson, 1996 y
Fleet, 2001).

La produccion de etanol por S. cerevisiae es considerado el factor
que gobierna el desarrollo de mnon Saccharomyces durante la
fermentacion. Generalmente especies de Hanseniaspora, Candida,
Pichia, Kluyveromyces, Metschnikowia, Issatchenkia que estan en el jugo
de uva no son tolerantes al etanol en concentraciones de 5 — 7 %,(v/v) por
lo cual declinan y mueren cuando progresa la fermentacion (Heard and
Fleet 1998; Gao and Fleet, 1988).

Sin embargo, las bajas temperaturas aumentan la tolerancia al
etanol de estas especies por lo tanto los mostos fermentados a
temperaturas entre 15°C-20°C pueden mostrar la contribucion de
especies tales como Hanseniaspora y Candida que junto con S.
cerevisiae completan la fermentacion, lo cual impacta en el flavor del
vino (Erten 2002; Heard and Fleet 1988). Hay informaciones recientes
que demuestran que especies de Candida presentan tolerancia al etanol
similar a S. cerevisiae (Cocolin et al., 2001; Mills et al., 2002). Cepas de
C. stellata entran en esta categoria y han sido usadas como co-cultivos
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junto con S. cerevisiae para mejorar el contenido en glicerol y otras
caracteristicas del flavor de los vinos (Ciani and Ferraro, 1998; Soden et
al., 2000). S. pombe, Z. bailli y Z. fermentati pueden tolerar hasta
concentraciones mayores de 10 % (v/v) de etanol, pero no contribuirian a
la fermentacidn del jugo de uva, principalmente por sus caracteristicas no
competitivas frente al desarrollo de S. cerevisiae (Fleet, 2001; Romano
and Suzzi, 1993).

Los nutrientes disponibles y los limitantes modulan la ecologia de
las levaduras durante la fermentacion. Hay especies que producen
nutrientes necesarios para otras especies Las non Saccharomyces toleran
menos la escasez de O, que S. cerevisiae, por lo tanto en condiciones de
fermentacion predominan estas ultimas. (Hansen et al., 2001). Sin
embargo las non Saccharomyces que se desarrollan durante la primera
fase fermentativa utilizan aminodacidos y vitaminas, lo que limitan el
posterior desarrollo de S. cerevisiae. Por ejemplo, K. apiculata consume
tiamina (Bisson, 1999; Mortimer, 2000), pero a su vez es proteolitica y
genera aminodcidos que podrian ser usados por S. cerevisiae. Por otra
parte la autdlisis de aquellas puede ser fuente de nutrientes para la ultima
(Charoenchai et al., 1997; Dizzy and Bisson, 1999; Hernawan and Fleet,
1995).

Una alternativa que se esta imponiendo en muchos lugares es un
proceso intermedio por el cual el jugo puede ser inoculado con un cultivo
mixto de: levaduras autéctonas mas una cepa comercial. Las
diferentes especies parecen influir en el metabolismo individual de cada
una, resultando en la produccion de vinos de caracteristicas particulares.
Las cepas autoctonas estan dotadas de propiedades enoldgicas
excepcionales y capaces de producir componentes volatiles que
aparentemente contribuyen al bouquet del producto de origen (Martini,
2003; Hansen et al 2001).

1.1.2.- Composicion quimica del mosto

El efector quimico mas importante en enologia es la presencia de
nutrientes y la ausencia de sustancias inhibidoras provistas por la materia
prima o agregada de ex profeso. Las paradas de fermentacion se deben
casi siempre a la falta de los nutrientes necesarios para procurar un
desarrollo abundante de levaduras. Las fermentaciones lentas,
incompletas o la detencion de las mismas es un problema cronico en las
bodegas de todo el mundo. Normalmente la fermentacion se da por
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completa cuando el contenido de azicar residual alcanza 2 g/L. o menos,
en 5 a 15 dias, dependiendo de la temperatura y de la concentracion
inicial de azhcar. Sin embargo cuando la fermentacion es lenta puede
requerir varios meses y puede parar con concentraciones de azucar
mucho mas altas que 2 g/L.

Tales fermentaciones son generalmente un indicador de
problemas ambientales o fisiolégicos y pueden resultar en vinos
parcialmente fermentados los cuales son microbiolégicamente inestables
con produccion de H,S y/o ésteres de 4cidos grasos de olores
desagradables (Henick and Edinger 1996).

Las deficiencias nutricionales son algunas de las causas de las
fermentaciones incompletas o paradas de la fermentacion (Agenbach,
1997; Alexandre and Carpentier, 1998; Amerine and Berg, 1980; Dubois
and Manginot, 1996). Tales deficiencias pueden interferir por la falta de
nutrientes necesarios para la reproduccion de las levaduras o para su
mantenimiento en la fase estacionaria. Algunos componentes del medio
son requeridos en ambas situaciones.

Ciertas causas de fermentaciones anormales son la deficiencia en
FN, temperaturas extremas (> 30°C o < 10°C), toxicidad del etanol,
presencia de factor killer u otras toxinas, desbalance -cationico,
competencia microbiana, residuos de pesticidas y fungicidas y practicas
enoldgicas incompetentes (Bisson, 1996; Boulton et al., 1996; Casey and
Ingleden, 1985; D’Amore and Steward, 1987; Dombeck and Ingram,
1986; Nabais y Sa-Correia, 1988; Ough and Huang, 1991).

Desafortunadamente  estos  factores pueden interactuar
produciendo un efecto sinérgico, lo cual puede resultar mas inhibitorio
que cada uno de los agentes por separado. Para hacer un diagndstico de
las posibles causas de una mala fermentacion hay que considerar el
efecto conjunto de cada uno de los factores inhibitorios.

Dentro de los nutrientes, primordialmente influye la FCE. El
contenido de enzimas y componentes nutricionales de las frutas juegan
un papel importante en la formacion de productos secundarios, los que
dependen del pool enzimatico y de los cultivos de levaduras, asi como
también de la FN y factores de crecimiento (Ubeda y Briones, 2000). Es
necesario una concentracion suficiente de esteroles en las células no
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proliferantes, sobre todo cuando los aminoacidos son escasos (Ough,
1996).

Cuando hay limitacion de PO, se afecta el crecimiento celular y
el rendimiento en biomasa, por ende influye sobre la velocidad de
fermentaciéon. Los compuestos de PO, (ATP y ADP) juegan un rol
fundamental en la energética celular: La relacion ATP/ADP afecta las
rutas metabolicas. Por ejemplo, si la concentracion de ATP es alta y la de
ADP baja, la captacion de glucosa por la célula puede se
considerablemente reducida (Gancedo and Serrano, 1989). Otros
compuestos celulares que incorporan considerables cantidades de PO4>
son los acidos nucleicos, fundamentales en la fisiologia celular.

La deficiencia de varios iones puede resultar en una reduccioén en
la velocidad de fermentacién. El Zn™* y el Mg™ afectan directamente el
uso de gliicidos (Dombeck and Ingram, 1986). La insuficiencia de Ca™
incrementa la sensibilidad de las células de levaduras al etanol (Nabais et
al., 1988). Altas concentraciones de Mg™ bajan la captacion de Mn ™.
También lo opuesto es encontrado, por ejemplo altas concentraciones de
Mn " bajan la captacién de Mg™ (Blackwell and Tobin, 1997).

Es un hecho comprobado que las levaduras no incorporan
igualitariamente a los aminoacidos. Algunas los utilizan al comienzo del
proceso, otras mas tarde y algunas a lo largo de todo el proceso. El NH,"
es siempre consumido preferentemente a los aminoacidos. De ahi la
importancia de la eleccion como nutriente de (NH4),HPO,. Si s6lo se
agrega esta fuente de nitrogeno (FN) al comienzo, la velocidad de
fermentacion puede ser excesiva y originarse un desbalance en la
captacion y uso de aminoacidos. Por ello se usa preferentemente la
adicion en etapas. Por ejemplo, a los 16 °Brix y luego a los 10 °Brix
(Manginot et al., 1998).

Mientras que la adicion de sales de NH," puede no tener un efecto
beneficioso significativo durante la fase estacionaria (Lafon and
Ribereau, 1984), la adicion de aminodcidos especificos podria tener un
efecto estimulante y extender la actividad fermentativa (Manginot and
Sablayrolles, 1997).

La adicién de una FN externa, cuando se ha completado la mitad
del proceso fermentativo puede no ser usada por las levaduras debido al
efecto del alcohol que impide su captacion. Por esta razén la adicion de
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nutrientes cuando la fermentacion se ha parado, es raramente efectiva.
Cuando aumenta la concentracion de etanol, aumenta la permeabilidad de
la membrana citoplasmatica a los H'. Luego para expulsar los mismos al
exterior de la célula a fin de balancear el pH interno y externo es
necesaria la presencia de ATP-asa. Debido a la naturaleza competitiva de
los sistemas de transporte, el N es introducido a la célula en las fases
tempranas de fermentacion y es almacenado en vacuolas para ser usado
cuando hay demanda. Por lo que el N adicionado en las ultimas etapas de
fermentacion no ingresa a la célula (Bisson, 1996).

Las levaduras del género Saccharomyces son capaces de sintetizar
todas las vitaminas esenciales excepto biotina. Sin embargo se ha
demostrado que la presencia de otras vitaminas estimulan el crecimiento
y la fermentacion (Monk, 1982). En la Segunda Parte, Capitulo 1 del
presente trabajo se comprobd que Saccharomyces cerevisiae aislada de
jugo de naranja requiere cuatro vitaminas para crecer adecuadamente en
condiciones aerobicas (biotina, tiamina, pantotenato de Calcio y
piridoxina).

Ciertas especies de Kloeckera (Hanseniospora) son bastante
eficientes en la utilizacion de la tiamina en mosto (Bataillon et al., 1996).
Por eso cuando éstas estan presentes en gran nimero pueden producir
una parada en la fermentacién por dejar el mosto deficiente en esta
vitamina antes de la inoculacion con S. cerevisiae. La presencia de acido
acético puede reducir la capacidad de Saccharomyces sp. para el
transporte de tiamina (Drysdale and Fleet, 1989). Se ha sugerido que las
levaduras silvestres utilizan rapidamente la tiamina en los jugos no
inoculados, produciendo 4cidos, mayoritariamente acido acético, el cual
inhibe el crecimiento de S. cerevisiae.

La sensibilidad a la toxicidad del etanol varia de una cepa a otra
del género Saccharomyces. El etanol afecta el flujo de H™ (Cartwright
and Juroszek, 1986; Kudo and Vagnoli, 1992). En estas condiciones para
la célula le es extremadamente dificil mantener constante el pH interno.
En casos en el que el etanol es adicionado directamente a los cultivos de
levaduras éstas moriran debido al cambio en el pH del citoplasma. Sin
embargo, también afecta la translocacion de Ca™ y Mg™, lo cual
contribuye a su toxicidad (Nabais et al., 1988).

La tolerancia al alcohol puede elevarse supliendo el medio de
crecimiento con 4cidos grasos insaturados, vitaminas y proteinas.
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Edwards et al. (2003) estudiaron el impacto que ejercen la biotina y el
acido pantoténico, junto con el contenido de nitrégeno asimilable, en
fermentaciones inducidas por Saccharomyces, encontrando que aumenta
la velocidad de fermentacion y la tolerancia de las levaduras hacia el
etanol.

Es de hacer notar que para la vinificacién en blanco, es practica
comun clarificar el mosto para eliminar los sélidos en suspension que
pueden conferir malos sabores al vino (Lee, 1996). Pero la excesiva
clarificacion del mosto puede causar fermentaciones lentas o incluso
puede fallar la misma (Reed and Peppler, 1973). Esto puede ser debido a
diversos factores, de los cuales el mas importante es la pérdida de los
nutrientes presentes en la piel de la uva.

1.1.3.- Condiciones operativas del proceso fermentativo

Los factores fisicos que se deben considerar en la vinificacion son
esencialmente el pH y la temperatura de fermentacién. Los mostos de
uva tienen un pH comprendido entre 3,0 y 3,6 y a estos valores solo los
microorganismos acidotolerantes como las levaduras vinicas son capaces
de metabolizar anaerobicamente la FCE.

La temperatura acelera el crecimiento de las levaduras y la
velocidad de fermentacion. Basdndose en la viabilidad de las cepas
dominantes (Saccharomyces) a relativamente bajas temperaturas y la
volatilidad de compuestos aromaticos a temperaturas mas altas, se ha
postulado una “temperatura media” de vinificacion en blanco de 15°C
(Charoenchai et al., 1998).

La temperatura tiene un efecto muy importante en el proceso de
fermentacion ya que condiciona el metabolismo de las levaduras
afectando principalmente la produccion de compuestos volatiles. Las
bajas temperaturas favorecen la obtencion de vinos con caracter frutado
(Mallouchos et al., 2003).

Los mostos blancos se inoculan y fermentan generalmente entre
10°C y 15°C. La menor temperatura de fermentacion da lugar a vinos mas
frescos y el riesgo de infeccion bacteriana y la produccion de acidos
volatiles es reducida (Ward, 1991). Un aspecto interesante del uso de
bajas temperaturas en la vinificacion es el hecho de que se reduce el
crecimiento de bacterias del 4cido lactico y del 4cido acético y por lo
tanto se hace mas facil el control de la fermentacion alcohodlica. Sin
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embargo, la temperatura O6ptima de crecimiento de S. cerevisiae es de
25°C, mientras temperaturas tan bajas como 13°C son restrictivas e
incrementan los riesgos de parada de las fermentaciones (Meurguest,
1996).

Los tintos se fermentan entre 20°C y 30°C. La ecuacion de
Arrhenius a la que se ajusta la fermentacion es una relacion lineal entre la
velocidad de fermentacion y temperatura en el amplio intervalo de
temperaturas comprendidas entre 10°C y 32°C.

El rango de temperaturas recomendado para el desarrollo de las
levaduras es aquel que no afecta la integridad y funcionalidad de la
membrana citoplasmatica (MC). Cuando las levaduras crecen a
temperaturas por encima del limite superior, provocan la inactivacion /
desnaturalizacion de las proteinas de transporte y otros enzimas
asociados a la MC, mientras que cuando las temperaturas son muy bajas
se ve comprometida su fluidez / flexibilidad. Por otra parte, la funcion de
la MC se ve afectada por la presencia de altas concentraciones de etanol.
Si estos factores (temperatura y concentracion de etanol) actiian en forma
sinérgica el rango de temperatura tolerado por Saccharomyces sp. se ve
reducido, pudiendo ocasionar la interrupcion de la fermentacion.
Temperaturas de fermentacién por debajo de 10°C hacen necesaria la
adicion no sélo de nutrientes sino una mayor concentracion de indculo
(Stanier et al., 1976).

El SO, influye positivamente en la fermentacion alcoholica,
puesto que se une al acetaldehido impidiendo que éste participe en
reacciones de pardeamiento. Ademas inhibe algunas de las reacciones
indeseables de oxidacion, asi como algunos microorganismos tales como
las bacterias del 4cido lactico y acético y algunas levaduras que, de estar
presentes, podrian provocar caracteristicas anormales en los vinos.
Asimismo actua como estimulante de la actividad de las levaduras
vinicas y tiene como consecuencia la aceleracion de la velocidad de
fermentacion (Aleixandre, 1999).

Las fermentaciones: alcoholica y gliceropiruvica, demuestran una
competencia entre dos aceptores de hidrogeno, el acetaldehido por una
parte, y la fosfohidroxiacetona por otra. Asi pues, cuando hay SO, en el
mosto, se combina con el acetaldehido a medida que éste se va formando,
y en consecuencia, la fermentacion de los azlicares sigue el camino de la
fermentacidon gliceropiruvica, con formacion de glicerina. Por lo tanto,
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cuando se emplean mayores dosis de SO,, mayor es el contenido de
glicerina.

El éxito de su utilizacion depende de la dosis y de las condiciones
de empleo. Para vinificacion en blanco y vendimias sanas se
recomiendan generalmente 10 a 20 g/HL, teniendo en cuenta el pH del
medio, ya que la accion del SO, como antiséptico se debe a la molécula
H,S0;, sin disociar (Ubeda et al., 2000) y otros .aconsejan entre 60 y 80
ppm para obtener vinos con buenas caracteristicas aromaticas.

Durante la fermentacion vinica diversos factores tales como:
concentracion de glucosa y SO,, temperatura de fermentacion, contenido
en tiamina y biotina y aun el contenido en etanol pueden influir en la
fermentacion malolactica (MLF) ralentizandola o incluso deteniéndola
(Tortia et al., 1993).

Junto con la disminucién de acidez, la MLF produce cambios
aromaticos deseables o no, dependiendo del tipo de vino que se elabore
(Davis et al., 1985; Henick and Park., 1996).

Basado en la habilidad o inhabilidad de las levaduras para
metabolizar los compuestos intermediarios del ciclo de acidos
tricarboxilicos (TCA), usandolos como FCE, las levaduras se dividen en
K (+) o K () (Goto et al., 1978; Barnet, 1990; Rodriguez and Thorton.,
1990).

El grupo de las K (-) comprende aquellas levaduras capaces de
utilizar los intermediarios del ciclo TCA so6lo en presencia de glucosa u
otra FC asimilable. De acuerdo a esta definicion, los cultivos de
Saccharomyces  (incluyendo  todas  las  especies  vinicas),
Scchizosaccharomyces pombe 'y Zigosaccharomyces bailli  son
clasificadas como K (-). Pero atin dentro de este grupo, las distintas cepas
tienen diferencias respecto a su habilidad para degradar el acido malico.
Asi, la mayoria de las especies de Saccharomyces son generalmente
menos eficientes para metabolizar el acido malico extracelular, mientras
que S. pombe 'y Z. bailli son capaces de degradar altas concentraciones de
este acido (Baranowski and Radler, 1984; Taillandier and Strehaiano,
1991). Existen diferencias marcadas entre las distintas especies de
Saccharomyces respecto a su habilidad para descomponer el 4cido malico
durante la fermentacion alcohoélica (03 g/L de acido malico) (Subden et
al., 1998).
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El metabolismo del 4acido malico por parte del género
Saccharomyces depende de la temperatura optima de crecimiento de las
distintas especies. Por ejemplo, las criotolerantes tales como S. bayanus y
S. pasteurianus pueden sintetizar acido malico, mientras que las
termotolerantes como S. cerevisiae y S. paradoxus pueden degradar
cantidades significativas de 4cido malico (aproximadamente 48 %)
(Rainieri ef al., 1998 ab).

La habilidad de los cultivos de levaduras para degradar el 4cido
malico extracelular depende de la eficiencia en el transporte de los 4cidos
dicarboxilicos y de la eficacia de las enzimas malicas intracelulares
(Ansanay et al., 1996). Estudios previos han demostrado que S.
cerevisiae puede ingresar acido malico y otros acidos dicarboxilicos por
difusion simple, pero es incapaz de degradar efectivamente el acido
malico extracelularmente (Salmon, 1987). Las enzimas madlicas de S.
cerevisiae tiene muy baja afinidad por el sustrato (Km= 50 mM), lo cual
la hace ineficiente para degradar dicho é4cido (Temperli et al., 1965,
Osothsilp, 1987). Un aspecto adicional, es el hecho de que bajo
condiciones anaerdbicas S cerevisiae ve afectada su habilidad para
degradar acido malico, pues la enzima se localiza en las mitocondrias, las
cuales en condiciones de vinificacion son muy escasas o disfuncionales.

Por otra parte, S. pombe puede degradar efectivamente el 4cido
malico en presencia de una FC asimilable. El acido malico ingresa
mediante transporte activo y la enzima malica de esta levadura posee una
gran afinidad por el sustrato (Km = 3,2 mM).

En general las enzimas malicas catalizan la descarboxilacion
oxidativa de L-malato y/o oxalacetato a piruvato y CO, en presencia de
cofactores NADP" y Mn*" o Mg®" (Viljoen ef al., 1998). Las enzimas del
acido malico exhiben un alto grado de homologia, pero su funcion y
regulacion metabolica varia entre distintas especies y tipos de tejido.

Las enzimas del &cido malico en S. cerevisiae dependen del
NADP-mitocondrial. En contraste en S. pombe la enzima malica depende
de NAD" que juega un rol fundamental en la provision de NAD-
citosolico bajo condiciones fermentativas (Groenewald and Viljoen,
2001). La alta afinidad por el sustrato y la localizacion de la enzima en S.
pombe hace a esta especie incapaz de degradar acido malico a etanol
durante la fermentacién alcohdlica. Sin embargo, se han reportado
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produccion de aromas indeseables durante la vinificacion. En conclusion,
S. pombe no es una especie vinica aceptable.

Si bien el SO, por sus propiedades es eficaz en la vinificacion,
existe una cierta preocupacion acerca de su seguridad en lo que respecta
a la salud del consumidor. Se ha propuesto la aplicacion de la
pasteurizacion del mosto en sustitucion del tratamiento con SO,, aunque
hasta ahora no se conocen trabajos en este sentido (Varnam y Sutherland,
1997). Por otra parte se debe tener presente que durante la fermentacion,
se producen compuestos del azufre, tales como SO,y SHo.

Se acepta que para obtener un vino de buena calidad es necesario
partir de un buen mosto, emplear las levaduras adecuadas y mantener las
condiciones enotécnicas favorables para el tipo de vino que se desea
obtener.

Teniendo en cuenta lo antedicho, se procedio a elaborar vino de
naranja utilizando para la preparacion de los mostos: jugo de naranja
recién exprimido, jugo de naranja pasteurizado y jugo de naranja
concentrado reconstituido. En cuanto al pH fueron ensayados: pH = 3,5
(natural del jugo) y pH: 4,0 (ajustado con CaCO;), mientras que las
temperaturas elegidas para la fermentacion fueron 10°C (las levaduras
usadas demostraron su caracter criotolerante) y 20°C, a los fines de
comprobar si estas diferencias en las condiciones enotécnicas marcan
alguna diferencia en los parametros fisicoquimicos del vino, lo cual
llevaria a contribuir al desarrollo de caracteristicas organolépticas
definidas.

El vino de naranja podria considerarse similar a un vino blanco,
por lo cual se siguieron las pautas de elaboracion de un vino de este tipo.

En el siguiente esquema se resumen las condiciones necesarias
para llevar con éxito todas las etapas de la vinificacion.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1.- Microorganismos usados para la vinificacion de

mostos de naranja.

Para llevar a cabo la fermentacion se ensayaron dos levaduras:

Saccharomyces bayanus, Killer (IOC 18-2007) proveniente del
Instituto Enoldgico de Champagne, de Paris-Grignon. Esta
levadura se utilizd6 como cultivo de referencia y sus caracteristicas
analiticas y enologicas reportadas por el fabricante son:

- Levaduras viables > 2 x 10'%/g.

- Caracter Killer: factor killer de fenotipo K2 actividad

valorada.

- Fermentacion total de azlicares.

- Poder alcoholigeno: 16 g de aztcar por 1% V de alcohol.
- Produccioén de acidez volatil: 0,10 g/L (H>SO4) maxima.
- Produccioén de glicerol > 6 g/L.

- Produccion de SO;: nulo.

- Formacién de espuma: débil.

- Pureza microbioldgica: > 99,995 %.

- Buena actividad fermentativa a baja temperatura y a pH de

medio a bajo.

Saccharomyces cerevisiae, levadura autoctona aislada y
seleccionada a partir de jugo fermentado de naranjas. Para la
eleccion de la levadura vinica se tuvieron en cuenta los siguientes
aspectos:

a) Répida capacidad fermentativa (produccion de alcohol).

b) Resistencia a los aceites esenciales (antimicrobianos) presentes

en el jugo.

¢) Resistencia al SO,.
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d) Amplio rango de temperatura de fermentacion.
e) Tolerancia a la acidez del jugo.

f) Baja produccion de acidez.

g) Buena produccion de aroma.

h) Caracteristicas del deposito formado.

1) Formacion de espuma.

1.2.2.- Obtencion del mosto de jugo natural de naranja.

La variedad de naranja seleccionada para la vinificacion fue la W.
Navel con un indice de madurez (°Brix/% acidez) de 12.

Se procesaron en planta piloto aproximadamente 600 kg de fruta
(lavada pero no encerada) procedente de un empaque de la zona. Luego
de la recepcion, la fruta se volvid a lavar en mesa lavadora con
circulacion de agua a los efectos de disminuir la poblacién microbiana de
la superficie, que se estima en un nimero de 10* UFC/cm’. Estos
microorganismos pueden pasar al jugo en la etapa de extraccion. Pao
(2000) ha encontrado que del total de los gérmenes aerdbicos presentes
en la cascara de la fruta, entre 1,7 y 2,6 %, pasan al jugo recién
exprimido y entre 2,3 a 2,6 % de los organismos acidofilos se introducen
durante la extraccion.

Se procedio a la extraccion del jugo en extractora FMC, modelo
FS BR 1. Se filtr6 con malla metélica (tamiz ASTM # 18), se recolectd
en un tanque pulmoéon y se ajustd a 20 °Brix con sacarosa (azucar
comercial) a los efectos de incrementar la posibilidad de obtener un vino
con mayor graduacion alcoholica.

Es de hacer notar que si bien el vino de naranja podria
considerarse "similar" a un vino blanco, para el cual esta permitido el uso
de enzimas pectinoliticas o una combinacion de enzimas pectinoliticas y
tierras de diatomea con el objeto de clarificar el mosto (Resolucion INV
N° 432/65 y Resolucion INV N° 813/63), para la preparacion del mosto
de jugo de naranja no se procedio a la clarificacion del jugo, con el fin de
facilitar la fermentacion por parte de los microorganismos encargados de
la misma, atendiendo al hecho de que al separar la pulpa también se
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arrastran nutrientes esenciales para las levaduras. Un sistema bioldgico
con condiciones adversas tales como bajas temperaturas y
empobrecimiento de nutrientes debido a la clarificacion del mosto
inhiben las levaduras (Varela et al., 2001).

La presencia de los so6lidos insolubles no s6lo es importante como
sustrato nutritivo sino que también actua como reservorio de O, durante
las fases tempranas de fermentacion y como soporte solido para las
levaduras nativas e inoculadas antes de que comience la produccion de
importantes cantidades de CO,.

Es un hecho conocido que una reduccidon de aproximadamente 5
% de los solidos puede resultar en una deficiencia nutricional y
prematura sedimentacion de las levaduras. La adicion de bentonita puede
ayudar a mantener las levaduras en suspension al inicio de la
fermentacion favoreciendo la estabilidad de las proteinas pero este
compuesto puede reducir el N disponible por lo que se requiere la
suplementacion de una FN (Manginot et al., 1998).

La clarificacion reduce la concentracion de cationes
especialmente Fe*" y Cu®", cuya presencia en el vino est4 relacionada con
los sélidos suspendidos en el mosto. Por otra parte las concentraciones de
Mg®" y Na" no experimentan grandes variaciones; en cambio se han
reportado disminuciones de hasta 11 % en la concentracion de K y 25 %
en la de Ca®" debido a una simple sedimentacién estatica (Rodriguez-
Moza, 1999).

Siguiendo con el proceso se afiadieron 150 ppm de KHSO;
(Resolucion INV N° 281/85) a los efectos de mantener la dosis de SO,
libre en valores entre 30 y 40 ppm, necesarios para una buena
conservacion de los vinos blancos (Menegazzo, 1978). Esta dosis se
recomienda para un pH aproximado a 3,5.

El SO, forma combinaciones de adicion con diferentes
constituyentes del mosto, de modo que se encuentra bajo dos estados de
equilibrio: la forma libre y la forma combinada (Lafon y Peynaud, 1974).

La forma en que el SO, ejerce el mayor poder antiséptico es como
acido sulfuroso sin disociar (H,SOs3), mientras que disociado como i6n
bisulfito (SO;H") o sulfito (SO; ) no tiene practicamente accion. El
equilibrio: (SO3Hy/ (SOsH') depende del pH (Aleixandre, 1999).
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Los autores disienten en la concentracion favorable de SO, para
llevar a cabo una buena fermentacion. Ubeda et al. (2000) aconsejan
entre 60 y 80 ppm para obtener buenas caracteristicas de aroma. Nigam
(1999) aconseja 150 ppm para uvas botritizadas.

El mosto asi preparado se dividio en dos partes: la mitad se ajusto
a pH 4 con CaCOs; Se usod este compuesto a fin de facilitar la
sedimentacion de la borra una vez finalizada la fermentacion (Resolucion
INV N°281/85) y la otra mitad se mantuvo al pH del jugo natural (= 3,5).

El mosto estandarizado fue distribuido en 8 damajuanas de vidrio
color verde, de 30 L de capacidad (4 damajuanas con mosto a pH 4,0 y 4
damajuanas con mosto a pH 3,5).

1.2.3.- Obtencion del mosto de jugo de naranja

pasteurizado.

Para obtener el mosto de jugo pasteurizado se procedid al
tratamiento térmico del jugo natural recién exprimido, lo cual se realiz6
en un intercambiador de calor en planta piloto, a 90°C durante 3,5 min.
Posteriormente se anadio 100 ppm de KHSO;. Se eligié esta dosis por
considerar que el tratamiento térmico minimiza los riesgos de alteracion
microbiana, y por lo tanto la tnica funcion que deberia cumplir el SO,
seria la de antioxidante.

El mosto de jugo de naranja pasteurizado una vez hechos los
ajustes correspondientes, segin el protocolo seguido para el mosto de
jugo natural, se distribuyd también en 8 damajuanas de vidrio color
verde, de 30 L de capacidad (4 damajuanas con mosto a pH 4,0 y 4
damajuanas con mosto a pH 3,5).

1.2.4.- Obtencion del mosto de jugo de naranja

concentrado reconstituido.

El mosto de jugo concentrado (reconstituido) se elabord a partir
de un concentrado comercial de 65 °Brix el cual fue diluido hasta 11
°Brix y luego ajustado a 20 °Brix con sacarosa comercial. Este
procedimiento permite mantener la acidez dentro de los valores propios
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de los mostos de jugo natural. La dosis de SO, libre se ajustd para
mantener valores entre 30 y 40 ppm.

El mosto de jugo de naranja concentrado reconstituido, preparado
como se describi6 previamente para los otros dos mostos (de jugo natural
y de jugo pasteurizado), se distribuyd en 8 damajuanas de vidrio color
verde, de 30 L de capacidad (4 damajuanas con mosto a pH 4,0 y 4
damajuanas con mosto a pH 3,5).

1.2.5.- Elaboracion del vino de naranja.

Para elaborar el vino se utilizé el método de precultivo o "pie de
cuba" a los fines de unificar el nimero de celulas de ambas levaduras,
atendiendo a que la comercial estd en forma de levadura seca activa
(LSD) y la autdctona como crema de levadura.

En las Figuras 1.2.1 y 1.2.2 se muestran los diagramas de flujo de
las distintas operaciones efectuadas para la vinificacion de mostos de
jugo natural, pasteurizado y concentrado reconstituido.

Se prepararon los precultivos de ambas levaduras de acuerdo al
siguiente procedimiento: se distribuyeron 4 L de cada jugo con un
contenido de hasta 70 g/L. de azucares reductores directos, adicionado de
10 g/L de (NH4),HPOy4, a razén de 500 mL en 8 erlenmeyers de 1 L. Se
trataron a vapor fluente durante 30 min. Se enfriaron hasta temperatura
ambiente y se inocularon en condiciones asépticas, 4 erlenmeyers con
100 mg cada uno de S. bayanus levadura seca activa (LSD) y 4
erlenmeyers con 200 mg de S. cerevisiae (biomasa con 48 % de
humedad). Se incubaron a 25°C + 2 durante 24 h.

Atendiendo a que el rango de temperatura que favorece el
desarrollo de las levaduras vinicas estd comprendido entre 25°C y 35°C
se eligi6 la temperatura minima para que el AT entre el indculo y el
mosto a inocular no sea demasiado grande a fin de evitar una
disminucién en la densidad de células viables. Se han reportado valores
de hasta 50 % de muerte celular cuando la diferencia de temperatura
entre el cultivo y el mosto inoculado alcanza 25°C (Monk, 1986).

Finalizadas las 24 h de incubacidén, se realiz0 un analisis
microbiologico siguiendo la técnica de coloracion vital con azul de
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metileno (O.1.V.), y recuento microscopico en camara de Neubauer para
determinar densidad de poblacion y vitalidad de la misma.

[ Recepcion de materia prima |
v v

[sc35-20] [sca.020] [sb3520] [sb4,0-20 [sc3,5-10] [sSc40-10] [sb35-10] [sba,0-10

Referencias

Sc:

S. cerevisiae

Sb: S. bayanus
pH: 3,5y 4,0
Temp: 10y 20°C
P: pasteurizado

[Psc3,5-20 [Psca,0-20 [Psb3,5-20  [PSb4.0-20 [Psc35-10 [Psc4,0-10 [Psb3,5-10  [PSb4,0-10

| Fermentacion primaria |

Primer trasiego

[ 3egundo trasiego y embotellado |

Figura 1.2.1.- Diagrama de flujo: Obtencion de "Vino de naranja"
a partir de jugo de naranja natural y pasteurizado.

En el caso de S. bayanus para su rehidratacion, se siguid
estrictamente el protocolo del fabricante a los efectos de asegurar su
maxima viabilidad. Esto es suspension de la cantidad necesaria de
levadura para el volumen de mosto a fermentar, en agua a temperatura
entre 35°C y 40°C. Sin embargo, varios estudios han demostrado que la
actividad metabdlica de las levaduras en el posterior proceso de
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vinificacion, varia con el procedimiento de rehidratacion (Degré, 1999),
por ello es muy importante la pre-adaptacion al medio de vinificacion.

| Jugo concentrado |

Ajuste pH

Referencias

Sc: S: cerevisiae
Sb: S. bayanus
pH: 3,5y 4,0
Temp: 10y 20°C
C: concentrado

v
v v
csb3s520 | | csb4on-20 | | csc3s10 | | csca0-10
csc3520 | | csc4020 | | csb3s10 | | csbao-10
| |
v

| Fermentacion primaria |

¥
| Primer trasiego |

| Segundo trasiego y embotellado |

v

| Maduracion |

Figura 1.2.2.- Diagrama de flujo: Obtencion de "Vino de naranja"
a partir de jugo de naranja concentrado reconstituido.

En el presente trabajo (Capitulo II, Parte 1), se desarrollaron
técnicas de adaptacion de las dos Saccharomyces a medios de cultivo

formulados a partir de jugo de naranja natural, pasteurizado y
concentrado reconstituido.
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1.2.5.1.- Fermentacion primaria de los mostos.
Las damajuanas de 30 L fueron inoculadas con los precultivos de
S. cerevisiae y S. bayanus, respectivamente, a razoéon de 2 L por cada 100
L de mosto a fermentar.

Con este volumen de cultivo se aseguré un nimero de células
viables de levaduras entre 1x10° y 1x10" células/mL. Es esencial
comenzar la fermentaciéon con un numero alto de levaduras, ya que el
éxito de la siembra con una levadura seleccionada depende de la dosis
elegida (Lopez et al., 2001). Esta poblacion aseguraria un avasallamiento
del indculo sobre las levaduras nativas del jugo, con lo cual la
fermentacion puede comenzar rapidamente (Monk, 1986).

Las damajuanas se cubrieron durante las primeras 24 h con una
gasa fina, a fin de permitir un crecimiento aerdbico de las levaduras, lo
que acontece hasta el agotamiento del O, disuelto en el mosto. El O; es
requerido por las levaduras, entre otras cosas, para la sintesis de los
precursores de los componentes de la membrana celular, incluyendo
esteroides como el ergoesterol y lipidos, principalmente los derivados de
acidos oleanoleicos de la membrana citoplasmatica. Las levaduras que se
propagan aerdbicamente contienen una alta proporcion de acidos grasos
insaturados y un nivel de esteroides casi tres veces superior a las que
crecen anaerdbicamente.

Sin O, inicial la replicacion estd usualmente restringida a 4 o 5
generaciones y en cada ciclo de brotacién se reduce el contenido de
esteroles aproximadamente a la mitad. Cuando el nivel de O, llega a un
punto critico, se detiene la replicacion, pero la fermentacion contintia con
la poblacion presente (Brechot et al., 1971).

Una simple aireacién de los cultivos iniciadores de levaduras
juega un papel importante en el comportamiento durante la fermentacion.
Wahlstrom and Fugelsang (1988) reportaron un incremento de densidad
optica y mayor velocidad de fermentacion cuando los estarter eran
aireados, comparados con los estarter sin airear.

Luego se sellaron con cierre hidraulico y se incubaron a 10°C y
20°C, respectivamente. Ubeda and Briones (2000) y Fish and Block
(2003) recomiendan para vinos blancos entre 16°C y 18°C.

Las llamadas levaduras de fermentacion en frio ejercen una
actividad fermentativa atn a temperaturas de 6°C (Vogt, 1971). Argiriou
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et al. (1996) trabajaron con varias cepas de S. cerevisiae para adaptarlas a
bajas temperaturas con el fin de usarlas en vinificacion en frio. En el caso
del vino de naranja tanto S. cerevisae como S. bayanus han demostrado
poseer caracteristicas criotolerantes, por lo cual ademas de a 20°C se
realizo la vinificacion a 10°C.

El parametro utilizado para evaluar la velocidad de 1la
fermentacion fue el desprendimiento de CO,. Se utilizé un equipo del
tipo de Orsat, registrandose el volumen de CO; liberado por minuto.

1.2.5.2.- Primer Trasiego.

A los 10 dias de iniciado el proceso de fermentacion, cuando ya
no se observo desprendimiento de CO,, se efectud el primer trasiego para
separar la borra del sobrenadante. En este momento se tomaron muestras
para los ensayos fisicoquimicos y microbioldgicos.

El trasiego se realizd por caida natural del vino a damajuanas
limpias y previamente enjuagadas con una solucion de KHSO; al 1%.
Estos recipientes se sellaron con cierre hidraulico y se continud con la
incubacion a 10°C y a 20°C, respectivamente.

Las muestras se tomaron en condiciones asépticas, impidiendo la
entrada de aire por aumento de la presion en el interior de las damajuanas
para homogeneizar el contenido y lograr la representatividad de las
mismas.

Los ensayos realizados fueron los que se detallan a continuacion.
Los mismos fueron ejecutados por triplicado.

. Soélidos solubles: expresados como °Brix.
J pH: Potenciométricamente.

o Azucares reductores directos y totales. Método de Lane y
Eynon.

o Sacarosa, glucosa, fructosa (Enzymatische BioAnalytik,
Roche).

o Acidez titulable: Expresada como % de acido citrico
anhidro.

o Acido ascorbico: Expresado en mg/100 mL jugo (AOAC
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982.13, 1989)

. Nitrégeno aminico: Expresado en mg/100 mL jugo (Ting
and Rouseff, 1986).

° Carotenoides totales: método colorimétrico (Casas et al.,
1976).

. Aceites esenciales: método de Scott-Veldhuis (AOAC
22088, pag. 424, 1984).

o Flavonoides: método de Davis (Ting and Rouseff, 1986).
o Analisis microbiolédgicos:

- Recuento directo de levaduras y diferenciacion de otros
microorganismos por observacion microscopica en fresco.

- Prueba de viabilidad de células de levaduras con azul de
metileno.

- Observacion microscopica de preparados tefiidos por Gram.

- Cultivo en medio sélido en placa con medio Man Rogosa y
Sharpe (MRS) a 25°C de 4 a 10 dias en microaerofilia
(O.1V.), para detectar presencia de bacterias del 4cido lactico.

- Caracterizacion de bacterias del acido lactico (Holt er a,l
(1994) pag. 529, 541;).

1.2.5.3.- Segundo Trasiego y envasado.

Luego del primer trasiego, a los 45 dias del inicio de la
fermentacion, se realizO un segundo trasiego, fracciondndose
inmediatamente los productos de los 16 ensayos (Fig.1.2.1.), en botellas
de vidrio color verde de 750 mL, que se cubrieron con tapones de corcho
semi-microparticulado aglomerado. El producto asi obtenido se llamo
"vino joven" y se procedié a su acondicionamiento para la maduracion.
Es de hacer notar que algunos de los productos no estaban totalmente
clarificados al momento del embotellado y que no se us6 ningun método
adicional de clarificacion sino solo una decantacion natural.

En esta etapa se realizd un nuevo muestreo para realizar los
ensayos anteriormente citados (por triplicado) incorporando ademas, los
siguientes:
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J Graduacion alcoholica  (Enzymatische BioAnalytik,
Roche).

. Acidos organicos: Se dosaron Acidos organicos (Citrico,
Malico y Quinico) por HPLC con fase reversa y detector UV, en las
siguientes condiciones de trabajo: Fase movil: KH,PO4 2 %, pH 2,4.
Velocidad de flujo: 0,5 mL/min. Temperatura: 25°C. Volumen de
inyeccion: 20 pL. Longitud de onda (A) = 214 nm. Columna Hipersil
C18-0,5 pm (25 cm x 4,5 cm). Guarda columna: C18.

Las muestras de vinos fueron diluidas pesando 1,5 g y llevando a
30 g con H,O calidad HPLC. Se centrifugé a 4000 rpm durante 15 min y
el sobrenadante se filtré a través de filtro de acetato de celulosa de 0,45
pm.

o Cultivo en medio sélido en placas con agar nutritivo a
25°C durante 2 a 4 dias en aerobiosis. Pruebas para detectar presencia de
Acetobacter.

. Andlisis de bacterias del 4cido lactico: se sembré en MRS
Merk con cicloheximida (solucion alcoholica 1%) agregada al agar en
una concentracion final de 50 mg/L. 1 mL de la muestra se inocul6 en
placas adicionando luego el agar fundido atemperado. Se incubd en
condiciones anaerdbicas a 42°C por 2-3 dias.

J Andlisis de bacterias del acido acético: En agar Carr y
Pasmore- cicloheximida: 20 mL de etanol, 1 mL de solucion al 2,2 % de
verde de bromocresol y 5 mL de solucion al 1 % de cicloheximida en
etanol esterilizado por filtracion y adicionado asépticamente en volumen
suficiente al agar fundido (10 g de extracto de levadura y 15 g de agar
bacteriologico (Disco); pH 4,5. Las placas se inocularon con 0,1 mL de
muestra e incubaron a 30°C por 2-3 dias.

Se hicieron los analisis por duplicado, expresandose los
resultados en UFC/mL.

° Analisis de levaduras: en YGC (Ubeda y Briones, 2000).
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1.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1.- Caracterizacion de las levaduras usadas como

inoculo.

Como ya se menciond, las levaduras usadas fueron:

. S. cerevisiae (autdctona) cuyas propiedades enologicas
fueron estudiadas y reportadas en la Primera y Segunda Parte de este
trabajo.

. S. bayanus (comercial) cuyas caracteristicas analiticas y
enologicas reportadas por el fabricante son las que constan en Materiales
y Métodos.

1.3.2.- Caracterizacion de los mostos de jugos de

naranja.

Los mostos de jugo de naranja natural, pasteurizado y
concentrado reconstituido poseen muchas sustancias disueltas. Entre ellas
se destacan en cuanto a la cantidad e importancia: la glucosa, fructosa,
sacarosa y los acidos citrico, malico y quinico, ademas de sustancias
minerales y compuestos nitrogenados. En las Tablas 2.3.1 y 2.3.2
(Primera Parte, Capitulo 2) se observan las concentraciones de los tres
azucares y de los minerales Na, K, Mg, Fe y P y el contenido de
vitaminas de los jugos.

Del estudio realizado sobre la concentracion de acidos, el
contenido de los mismos en los distintos mostos es el que se muestra en
la Tabla 1.3.1.

Tabla. 1.3.1: Contenido en acidos de los distintos mostos.

Acidos Mosto Jugo Natural Mosto Jugo Mosto jugo
pasteurizado concentrado
Citrico (mg/L) 10599 9163 9630
Malico (mg/L) 1838 1305 1541
Quinico (mg/L) 519 776 476
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Puesto que el contenido en glicidos es insuficiente para obtener
un grado alcohdlico adecuado los jugos fueron adicionados de sacarosa
en cantidades suficiente para alcanzar entre 20 y 21 °Brix. La
concentracion de azucares totales en el jugo de uva presenta una media
de 250 g/L (Vogt et al., 1986).

Las sustancias nitrogenadas presentes en los mostos de uva se
encuentran en cantidades que oscilan entre 0,3 y 1,5 g/L (Aleixandre,
1999). En los mostos de naranjas el contenido en nitrogeno aminico esta
comprendido entre 0,2 y 0,3 g/L, por lo cual es frecuente el agregado de
sales de nitrégeno, principalmente (NH4),SO4 y (NH4);PO4 para activar
la iniciacion de la fermentacion (Vogt, 1971). También se puede
suplementar con tiamina para una mejor nutricion del cultivo de levadura
(Kolb, 2002). (Resolucion INV N° C- 6/99 y Resolucion INV N° C-
12/00).

Morris et al. (1996) sugirieren que se requieren entre 500 y 900
mg/L. de N asimilable para una buena fermentacion. Si la concentracion
de N es baja, como ocurre en la mayoria de los jugos de frutas, algunas
levaduras también pueden tener una buena performance de fermentacion.
No obstante, el crecimiento de las levaduras fermentativas esta
condicionado a una buena suplementacion, no sélo de N sino también de
PO, (Henschke and Jiranek, 1993), el cual tiene un impacto directo en
el desarrollo celular como fuente inorgéanica de P para la sintesis de ATP
y ADP, y de 4cidos nucleicos. La suplementacion debe hacerse usando
una fuente balanceada de (NH4),HPO4 el que proveerda un 25,8 % de
NH; y 74,2% de PO4~. Cabe acotar que la adicién de 1 g de (NH,),HPO,
posee 258 mg/L de N asimilable, el cual excede los niveles
recomendados. En Argentina es legal el uso de (NH4);HPO4 (Resolucion
INV N° C 6/99) como asimismo el de (NHy4),SO4 y clorhidrato de tiamina
como activadores de la fermentacion y nutriente respectivamente
(Resolucion INV N° C-12/00).

Las especies non- Saccharomyces presentes en el mosto
(especialmente de jugo natural) tales como Kloeckera y Hanseniaspora
pueden dominar los estadios iniciales de la fermentacion consumiendo
nutrientes como N y Vitaminas especialmente tiamina con produccion de
altos niveles de acetato de etilo. Por otra parte Kloeckera sp. es también
tolerante a las bajas temperaturas y a la presencia de SO, (Smith, 1999).
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La produccién de metabolitos inhibitorios por parte de mohos,
levaduras nativas o bacterias puede tener un efecto significativo en la
calidad de la fermentacién por Saccharomyces sp. Entre las sustancias
inhibitorias cabe destacar la produccion de acido acético que altera el
producto de la fermentacion alcohdlica (Rasmussen et al., 1995).

En el presente trabajo se inocularon masivamente los cultivos de
levaduras de tal manera que la fermentacién comenz6 inmediatamente
después de un breve periodo de crecimiento, hasta agotamiento del
nitrégeno presente por lo cual se decidié no suplementar con FN. Si hay
pocos aminoacidos proliferarian menos las células y mayor cantidad de
azUcar pasaria a etanol. Es dificil predecir en términos absolutos la
multiplicacion de las levaduras y la produccion de etanol debido a la
complicada bioquimica de las levaduras (Ough, 1996).

Las distintas cepas de Saccharomyces sp. tienen distintos
requerimientos en términos de N asimilable durante la fermentacion.
Henschke y Jiranek (1993), reportaron que la cepa Montrachet que
presenta alta demanda en N, exhibe durante la fermentacién una alta
relacion entre aminoécidos e iones NH™ acumulados, en relacion al
azucar fermentado.

En los mostos de uva existen pequefias cantidades de sales
minerales cuyos cationes en orden de concentracion decreciente son: K,
Ca, Mg y Na (Aleixandre, 1999). En los mostos de naranja el andlisis del
contenido en minerales mostré que la relacion entre los cationes es igual
a la indicada para los mostos de uva (Tabla 2.3.1 Primera Parte, Capitulo
2).

Estos macroelementos regulan el metabolismo celular
manteniendo el pH del citoplasma y el balance i6nico del cultivo el cual
es muy importante en relacion a la transferencia de protones y a la
actividad enzimatica de la membrana celular. (Rodriguez, et al 1999).

Kudo and Vagnoli (1998) demostraron la importancia de la
relacion entre la concentracion de K/ H' y el progreso de la
fermentacion alcoholica. Han sugerido una relacién minima K/ H =
25/1. Cuando el pH disminuye alcanzando valores por debajo de 3,2 el
incremento de H' es un riesgo que puede ocasionar la detencion
prematura de la fermentacion.

El contenido de P en los jugos de naranja estd por debajo de lo
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considerado para el correcto desarrollo de las levaduras (0,38 g/L), sin
embargo se decidi6 trabajar sin el agregado de una fuente externa, por la
misma razén expuesta en el caso de las sustancias nitrogenadas; y por
otra parte para que el producto obtenido resulte lo mas natural posible.

El contenido de acidos en el mosto de uva estd comprendido entre
6y 14 g/L dependiendo de la variedad, de la region, del clima y del grado
de madurez. (Vogt, 1971). Entre ellos existen varios acidos organicos
libres y/o combinados en forma de sales algunas de ellas acidas. Se
destacan el 4cido tartarico, bitartratos, el acido malico y sus sales. Estos
acidos mas las sales minerales de caracter acido y otras sustancias como
el SO, constituyen la acidez total, la cual es muy importante para
conseguir una perfecta fermentacion de los mostos, proteger los vinos de
posibles alteraciones y facilitar la clarificacion de los mismos
(Aleixandre, 1999).

Los 4cidos organicos son importantes para el desarrollo de las
levaduras porque pueden ser utilizados como FC, contribuir al potencial
osmotico intracelular, contribuir al equilibrio de cargas intracelulares e
intervenir en el control de pH intracelular. (Jenings, 1995).

En el caso de los mostos de naranja, el acido predominante es el
citrico el cual se encuentra en concentraciones entre 9 y 11 g/L. Los
bajos valores de pH resultantes favorecen la fermentacion por levaduras
las cuales toleran muy bien la acidez elevada, y por otro lado actuan
como inhibidores para aquellos microorganismos alterantes. La
composicidn particular en acidos organicos del jugo de naranja es uno de
los factores que determinan el sabor caracteristico del producto.

Las levaduras tienen necesidades vitaminicas, no s6lo para su
crecimiento en aerobiosis, sino también para los procesos fermentativos,
ya que éstas forman parte de las coenzimas que intervienen en el
metabolismo productor de energia. (Edwards, et al 2003).

El contenido en vitaminas del jugo de naranjas, especialmente,
tiamina estd comprendido entre 60 y 145 pg/100 mL. No obstante cabria
considerar, que debido a la flora nativa, particularmente Kloeckera
apiculata, la cual es conocida como consumidora importante de
vitaminas, especialmente tiamina, los niveles antes mencionados pueden
estar disminuidos (Doneche, 1993).
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1.3.3.- Evolucion de la Fermentacion.

La fermentacion comienza en el momento que se alcanzan las
condiciones del proceso: nimero de células de levaduras, temperatura

y pH.

La evolucion de la fermentacion puede ser evidenciada de
diversas maneras: desprendimiento de CO,, medidas de densidad y
medidas de sélidos solubles. El método utilizado en el presente trabajo
fue la medicion del CO,, el cual permitié ademads evaluar la velocidad en
los primeros estadios de la fermentacion (Obisanya et al., 1987).

En la Figura 1.3.1 se puede observar que S. bayanus a los dos pH
desarrolla una fermentacion tumultuosa hasta las 48 h y en mayor
proporcidn en los mostos incubados a 20°C.

Las bajas temperaturas incrementan la duracion del proceso,
disminuyen la velocidad de crecimiento de las levaduras y se modifican
la ecologia de la fermentacion alcohdlica
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Figura 1.3.1 -Evolucion del volumen de CO, desprendido durante el primer
estadio.

Las levaduras non-Saccharomyces pueden contribuir al proceso
fermentativo mas marcadamente a temperaturas por debajo de 20°C
(Fleet and Heard, 1993). Esto se ve reflejado positivamente en la
composicion quimica y caracteristicas sensoriales de los vinos.

S. cerevisiae mostré un comportamiento diferente en la velocidad
de fermentacion no so6lo con la temperatura sino también con el pH. A
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pH 3,5 el desprendimiento de CO; es notable aun a 10°C, aunque dicho
desprendimiento es mas lento.

Cabe aclarar que la fermentacion comenzé normalmente no
viéndose afectada por el agregado de aproximadamente 7,5 g/HL de SO,,
a pesar de que se han reportado retrasos de hasta 12 h en la produccion de
CO,, en mostos de uva cuando las concentraciones de SO, estaban por
encima de 8 g/HL (Gerbaux y Meurgues, 1995).

Lo antedicho se manifestd para los vinos elaborados a partir de
mosto de jugos natural y pasteurizado, no asi para los de mosto de jugo
concentrado reconstituido, en el cual tanto para las dos temperaturas y los
dos pHs, como para las dos levaduras ensayadas se registrd una notable
disminucién de la liberacion de CO; a los 2 dias de iniciado el proceso.
Esto indica una disminucion en la velocidad de la fermentacion, lo cual
puede deberse a alguna/s limitacidon/es nutricional/es que condicionen el
desarrollo de las levaduras (Ough, 1996).

Una posible causa de la disminucion de la velocidad de
fermentacion podria estar asociada al efecto toxico ocasionado por el
agregado de altas concentraciones de azucar unido al hecho de que el
mosto tiene deficiencia en N, luego la fermentacion comienza lentamente
y se dificulta su concrecion. En estos casos cuando los niveles de
glucidos agregados al mosto corresponden a 25 — 30 °Brix el cultivo de
levaduras agregado debe tener una poblacién no menor a 5 x 10°
células/mL. Para concentraciones mayores a 30 °Brix es necesario
adicionar 1 x 10°lev/mL (Gump and Pruett, 1993).

1.3.4.- Calculo de la cantidad de calor durante la

fermentacion tumultuosa.

La fermentacion es una reaccion exotérmica, cuya cinética regula
el calor desprendido y la velocidad con que se produce. El calor retenido
depende de factores tales como tamafio del deposito, relacion
superficie/volumen, pérdidas a través de las paredes del recipiente, entre
otras.

La mayor velocidad de fermentacién se alcanza cuando la
densidad celular llega a su valor maximo, luego a medida que la
concentracion de alcohol etilico va aumentando el rendimiento
fermentativo se reduce. Esto se debe, por un lado a la toxicidad del etanol
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hacia las levaduras y por otro al calentamiento que puede sufrir el mosto,
producto del metabolismo el que se puede representar por la siguiente
reaccion:

CH1:06 —> 2C,HsOH + 2CO,+23,5Kcal

A temperaturas entre 20°C y 25°C, y al principio de la
fermentacion cuando la concentracion alcoholica esta por debajo de 1%,
una levadura seleccionada es capaz de producir 0,4 mL de etanol por
gramo de levadura seca activa (LSA) y por hora (Kolb, 2002). De ello se
deduce que al principio de la fermentacion existe una velocidad de
produccion de alcohol:

Vo=2 g LSA x 0,4 mL C,HsOH/g LSAx h
V, =0,8 L C,HsOH/m’ x h

Se puede calcular la cantidad de calor producido cuando la
velocidad de fermentacion es maxima de la siguiente forma:

92,1 g C,HsOH ------ 64,8 mL C,HsOH ------ 23,5 Kcal
800, 0 mL C,HsOH ------ 290 Kcal

El calor generado en el proceso de vinificacion de 30 L (0,030
m’) de mosto en cada una de las damajuanas viene dado tedricamente por
la siguiente ecuacion:

Qg = Vol. de mosto x 290 Kcal/m® h
Qg =8,7Kcal/h

Se puede calcular el calor disipado por el mosto en fermentacion
tumultuosa en condiciones ideales, haciendo las siguientes suposiciones:

1) Se considera una damajuana en la que se esta produciendo
la fermentacion, ubicada en una habitacioén en la cual la temperatura del
aire se mantiene a 20°C por conveccion natural.

2) Se toma como coeficiente global de transmision de calor
U = 5 Kcal/h m? °C, a partir de los valores reportados en Perry (1978)
para coeficiente de transmision gas / liquido en conveccion libre
comprendido entre 5y 15 Kcal/h m* °C.
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3) Para el calculo de la superficie de transmision caldrica se
considera la damajuana como un cilindro de didmetro 0,32 m y altura
0,50 m. Se desestima la superficie de la base por estar apoyada sobre el
piso por lo cual no hay conveccion. La superficie total (St) es de 0,58 m®.

4) El calculo se hizo fijando como temperatura méaxima a
alcanzar por el mosto, 25°C. Luego el calor disipado (Qp) sera:

QD =StxUxAT
Qp=0, 58 m” x 5 Kcal/ h m? °C x (25-20) °C = 14, 5 Kcal/h

Comparando el calor generado con el calor disipado se puede
concluir que la cantidad de calor generado en el momento de maxima
velocidad de produccion alcohdlica es menor a la capacidad de
disipacion de calor del recipiente, por lo tanto no se alcanzan 25°C en el
mosto y se podria deducir que la fermentacion transcurrié entre 20°C y
23°C.

La alta disipacién de calor se puede explicar por la superficie
especifica (S.):

Se = St/Vol. = 0,58 m? / 0,03m®> = 19,3 m’ /Ton. de vino
(considerando 6 = 1).

Esta circunstancia debera ser considerada en un futuro cambio de
escala.

El célculo para la fermentacion a 10°C, no fue realizado por
considerar que a esta temperatura es imposible un recalentamiento del
mosto.

Las temperaturas usadas durante la fermentacion se consideran lo
suficientemente bajas como para inhibir la actividad bacteriana que junto
con la adicion de concentraciones apropiadas de SO, permitieron el pleno
desarrollo de la fermentacion alcohdlica, limitando la posibilidad de
ocurrencia de fermentaciones por bacterias.

1.3.5.- Evolucion de algunos parametros quimicos y
microbioldgicos hasta la obtencion del vino joven.

Los resultados de los pardmetros obtenidos de las muestras
tomadas inmediatamente después del primer trasiego se expresan en la
Tabla 1.3.2. Estos se comparan con los respectivos mostos, de jugo
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natural, jugo pasteurizado y jugo concentrado reconstituido, a los fines de
observar cuales son los pardmetros que cambian y si lo hacen
aumentando o disminuyendo su valor.

1.3.5.1.- Sdélidos solubles.

Se observa que la disminuciéon de los °Brix durante la
fermentacion primaria (tumultuosa) es muy marcada, alcanzando
reducciones del orden del 40 a 50 % comparados con el inicial del mosto,
debido a la rdpida transformacion de los azicares por parte de los
microorganismos, coincidentemente con la intensidad en la velocidad de
desprendimiento de CO,.

1.3.5.2.- Perfil de aziicares reductores y totales.

Analizando la evolucion de los parametros quimicos desde la
inoculacién de ambas levaduras en los mostos de jugo natural y jugo
pasteurizado de naranja hasta la obtencion del vino joven para las
condiciones operativas en estudio, se puede observar en la Tabla 1.3.3 a)
el correspondiente perfil de azuicares reductores y totales para los
productos elaborados con S. cerevisiae, y en la Tabla 1.3.3 b) los
correspondientes a los elaborados con S. bayanus.

La fermentacion con S. bayanus presentd una disminucién mas
marcada durante los primeros 10 dias del proceso consumiéndose entre el
93 y 99 % del azlcar total del mosto. A partir de los azlcares
remanentes, después de la fermentacion tumultuosa, s6lo se consumieron
entre 27 y 29 % de los mismos.

Con S. cerevisiae, al final del primer trasiego se alcanzd a
consumir entre 89 y 98 % de los azucares totales, mientras que el
consumo en la etapa siguiente varid entre 25 y 84 % de los azlcares
remanentes de la etapa anterior. Estos resultados son comparables con los
reportados por Obisanya et al. (1987).

Si bien el comportamiento de ambas levaduras con respecto al
metabolismo anaerobico de los aztcares fue similar, se pudo observar
que S. bayanus en todas las condiciones de trabajo consumi6 casi la
totalidad de los azucares en el primer periodo mientras que S. cerevisiae
evidenci6 diferencias principalmente con respecto al tipo de mosto
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utilizado. Con mosto de jugo de naranja pasteurizado el remanente de
azucar en los vinos jovenes fue mayor.

Tabla 1.3.2: Parametros fisicoquimicos del producto obtenido luego de la
fermentacion primaria medidos después del primer trasiego.

°Brix Acidez pH Azreduct Az totales Vit C Nitrogeno  Aceite Caroteno  Hesperidina
% g/100mL  g/100mL mg/100mL mg/100mL HL/100mL mg/100mL  mg/100mL

Natural 20 1,22 34 3,55 17,70 85,38 11,82 2,60 0,075 48,82
Sb3.5-10 10 1,16 3,56 0,62 0,95 79,21 2,74 1,60 0,047 40,00
Sb3.5-20 10 1,15 3,52 0,29 0,37 78,18 4,47 1,20 0,005 44,12
Sb4.0-10 9 0,76 3,95 0,32 0,34 81,27 3,03 1,28 0,001 35,88
Sb4.0-20 9,5 0,78 4,01 0,16 1,23 74,07 4,33 1,86 0,012 37,05
Sc3.5-10 8,5 1,10 3,55 0,22 0,36 79,21 3,46 1,20 0,009 36,47
Sc3.5-20 9 1,34 342 0,53 0,74 76,13 4,33 0,83 0,020 32,35
Sc4.0-10 8 0,87 39 0,46 0,55 83,69 5,19 0,70 0,017 31,18
Sc4.0-20 9,5 0,81 39 0,79 1,14 76,13 4,04 0,70 0,015 32,35
Past. 25 0,93 3,55 4,26 18,52 63,78 14,42 1,90 0,043 60,88
PSb3.5-10 9,5 0,99 3,72 0,45 0,60 70,98 3,17 1,20 0,030 40,00
PSb3.5-20 9 0,93 3,66 0,23 0,33 65,84 3,61 1,20 0,026 54,71
PSb4.0-10 9,5 0,70 4,16 0,62 0,73 69,95 3,46 1,50 0,040 44,11
PSb4.0-20 9,5 0,70 4,05 0,17 1,06 65,84 4,18 1,69 0,014 46,47
PSc3.5-10 10 1,05 3,6 1,79 1,96 71,73 4,61 0,29 0,004 55,29
PSc3.5-20 10 0,99 3,61 1,10 1,11 67,90 3,89 1,20 0,007 50,59
PSc4.0-10 9,5 0,87 4,01 1,27 2,05 7391 3,75 0,50 0,002 40,59
PSc4.0-20 10 0,76 3,93 0,94 1,13 64,81 4,47 1,60 0,031 48,24
Conc. 24 0,99 3,67 5,07 23,00 63,78 17,88 4,50 0,055 717,76
CSb3.5-10 9,5 1,11 3,77 0,24 0,28 65,21 15,86 4,20 0,016 68,71
CSb3.5-20 89 1,14 3,7 0,25 0,33 64,33 9,37 3,70 0,034 64,35
CSb4.0-10 12 1,18 4,24 2,68 3.38 65,12 17,03 4,60 0,058 65,29
CSb4.0-20 9,5 0,99 4,06 0,17 0,19 66,35 13,70 4,40 0,041 61,12
CSc3.5-10 12,5 1,21 3,73 2,86 4,66 70,63 10,13 4,60 0,041 58,74
CSc3.5-20 10,5 1,05 3,61 1,37 1,40 60,69 7,21 3,40 0,039 71.71
CSc4.0-10 9,5 0,97 4,04 0,19 0,22 66,12 17,30 4,20 0.058 65,29
CSc4.0-20 10,5 0,93 3,97 1,00 1,00 65,04 13,41 4,40 0,045 77,88

Nurgel ef al. (2002) han demostrado que trabajando con jugo de
uva pasteurizado e inoculando con una cepa autoctona de S. cerevisiae, el
consumo inicial de azlcares totales fue alto, pero a los 10 dias, la
concentracion de azucares finales no alcanzo los niveles del producto de
la fermentacion de mosto no pasteurizado, presentando un remanente de
1,4 g/L contra 1 g/L del pasteurizado
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Tabla 1.3.3. a) Evolucion de Azucares Totales para la fermentacion usando S.

C

erevisiae.

Aziicares totales g/100 mL
Sc3.5-10 Sc3.5-20 Sc4.0-10 Sc4.0-20 PSc3.5-10 PSc3.5-20 PSc4.0-10 PSc4.0-20
Mosto 17,70 17,70 17,70 17,70 18,52 18,52 18,52 18,52
1° trasiego 0,36 0,74 0,55 1,14 1,96 1,11 2,05 1,13
Vino joven 0,23 0,19 0,60 0,18 1,32 1,12 1,54 1,17

Tabla 1.3.3. b) Evolucion de Azucares Totales para la fermentacion usando S.

bayanus

Azucares totales g/100 mL
Sh3.5-10 Sh3.5-20 Sh4.0-10 Sh4.0-20 PSbh3.5-10 PSbh3.5-20 PSb4.0-10 PSb4.0-20
Mosto 17,70 17,70 17,70 17,70 18,52 18,52 18,52 18,52
1° trasiego 0,95 0,37 0,34 1,23 0,60 0,33 0,73 1,06
Vino joven 0,51 0,36 0,25 0,24 0,43 0,27 0,52 0,29

En los vinos de naranja la variacion de los azucares reductores
para ambas levaduras y en iguales etapas de fermentacion que las

consideradas para los azlcares totales se puede observar en las Figuras
1.3.2y1.33.

La cinética de la utilizacion de los azicares reductores es anadloga
a la de los azlcares totales, manifestando S. bayanus una mayor
velocidad en su consumo durante la fermentacion tumultuosa. De hecho
es muy escaso el azucar remanente en los vinos jovenes

Los resultados presentados en las figuras 1.3.2 y 1.3.3 confirman
el comportamiento de S. cerevisiae respecto a la menor velocidad en el
consumo de los azucares en la primera etapa del proceso, como asi
también al azlicar remanente en los vinos jovenes especialmente en los
elaborados a partir de mosto de jugo de naranja pasteurizado.
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Figura 1.3.2.- Variacion de los azucares reductores en los vinos elaborados con
S. cerevisiae.
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Figura 1.3.3.- Variacion de los azucares reductores en los vinos elaborados con
S. bayanus.
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1.3.5.3.- Contenido de glucosa, sacarosa y fructosa en los

vinos jovenes.

Se observaron diferencias en el contenido de glucosa, sacarosa y
fructosa en los vinos jovenes dependiendo de la levadura usada (Figuras

134y 13.5).
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Figura 1.3.4. Porcentaje de glucosa, fructosa y sacarosa de vino joven elaborado
con S. cerevisiae.
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Figura 1.3.5. Porcentaje de glucosa, fructosa y sacarosa de vino joven elaborado
con S. bayanus.
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En el caso de S. bayanus la composicion de glicidos en el vino
joven estd representada mayoritariamente por fructosa, entre 10 y 20 %
de glucosa y principalmente en Sb-3,5-20 y PSb-3,5-20 se encontré un
porcentaje mayor al 10 % de sacarosa.

En el caso de S. cerevisiae el porcentaje de glucosa sin fermentar
es menor o nulo salvo en Sc-3,5-20 y Sc-4,0-20 que super6 el 10 % del
total de glucidos. Un estudio realizado por Reynolds et al. (2001) sobre
vinificacion en blanco, con distintas cepas de S. cerevisiae, reporto
valores de fructosa comprendidos entre 3,3 y 5,8 g/L, al cabo de 48 dias
de fermentacion segln la cepa usada, mientras que en el mismo periodo
la concentracion de glucosa fue tan baja que en algunos casos no fue
detectada.

1.3.5.4.- Graduacion alcoholica.

Partiendo de la concentracion de azuicares totales, que incluye
entre otros la glucosa y fructosa propia del jugo mas la sacarosa agregada
para obtener el mosto, se puede calcular el grado alcohdlico probable del
vino aplicando la formula:

Grado alcohélico probable = (Azucares — 1)/17

De la formula, 17 corresponde al hecho de que por término
medio, las levaduras necesitan 17 g de azticar para producir 1° de alcohol.
Como no todos los aztcares son fermentables, al contenido de azucares
totales se le resta 1 que corresponde a los infermentables (Aleixandre,
1999).

En las Figuras 1.3.6 y 1.3.7 el etanol tedrico corresponde a la
aplicacion de esta formula para los mostos de jugo natural y
pasteurizado, expresando la concentracion en g/100 mL. El etanol
medido fue siempre menor que el valor teorico, lo cual demuestra que la
transformacion de azlcares en etanol no es total pudiendo formarse
ademas de biomasa, otras sustancias del metabolismo de las levaduras.
Probablemente debido al agregado de sacarosa al inicio de Ila
fermentacion, las levaduras hayan desarrollado diferentes mecanismos
para resistir esta situacion adversa. Para comprender estos mecanismos
hay que remitirse al proceso de sintesis de proteinas (Ivorra et al., 1999).
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Figura 1.3.6.- Etanol tedrico y experimental en vinos jovenes elaborados con S.
cerevisiae

Las especies non-Saccharomyces presentes en el mosto
(especialmente de jugo natural) tales como Kloeckera y Hanseniaspora
pueden dominar los estadios iniciales de la fermentacion consumiendo
nutrientes tales como N y vitaminas especialmente tiamina produciendo
altos niveles de acetato de etilo. Particularmente Kloeckera sp es también
tolerante a las bajas temperaturas y a la presencia de SO, (Smith, 1999).

La produccién de metabolitos inhibitorios por parte de mohos,
levaduras nativas o bacterias puede tener un efecto significativo en el
comportamiento de Saccharomyces sp durante la fermentacion. Entre las
sustancias inhibitorias cabe destacar la produccion de acido acético que
altera el producto de la fermentacion alcoholica (Rasmussen et al, 1995).

Las respuestas involucran aspectos de la percepcion por parte de
la célula de levadura de la sefial de transduccion y el control
transcripcional y post transcripcional, la presencia de proteina sefial en
las organelas, la acumulacion de protectores y las funciones de
reparacion. La eficiencia de estos procesos dan a las cepas diferencias de
vigor. Cuando modifican su metabolismo tienen fermentaciones
anormales con bajo rendimiento en etanol y alta produccién de acido
acético (Caridi et al., 1999).
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Se pudo observar que S. bayanus produjo en todos los casos mas
etanol que S. cerevisiae. El rendimiento en alcohol, definido como % en
volumen de alcohol producido dividido por el % de azicar consumido,
vari6 entre 0,44 y 0,51 para S. bayanus y entre 0,35 y 0,47 para S.
cerevisiae.

12+

10+

Alcohol (g/100 mL)
o

0

O O M O O O O O
ug% W '5?’» o5 W fb?’w 'b':\/
& & & F F P

0O Etanol real | Etanol tedrico

Figura 1.3.7.- Etanol tedrico y experimental en vinos jévenes elaborados con S.
bayanus.

Estudios de vinificacién con distintas cepas de S. cerevisiae han
reportado diferencias en el contenido de etanol (Nagel and Graber, 1988).

La producciéon de alcohol etilico, con ambas levaduras,
generalmente fue mayor en los mostos obtenidos a partir de jugo de
naranja pasteurizado, situacion que también encontraron otros autores,
pero para mostos de uva (Nagel ef al., 2002).

En lo que respecta al pH, ambos cultivos produjeron mayor
graduacion alcoholica a pH 4,0 que a pH 3,5.

Se ha reportado que el cation Ca*” puede ejercer cierta influencia
sobre la tolerancia al etanol por parte de S. cerevisiae y S. bayanus.
Nabais et al. (1988) demostraron que durante la fermentacion alcoholica
de mostos suplementados con igual concentracion de Ca™, S. bayanus
produjo mayor graduacion alcoholica que S cerevisiae, pero aumentando
el contenido de este cation, la primera experimentd una menor tolerancia
al etanol. La mayor graduacion alcoholica obtenida a pH 4,0 podria
atribuirse a la obtencion del mosto por adicion de CaCOs.
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El papel que juega el ion Ca', en este caso puede ser explicado
por su accion en el mantenimiento de la barrera de permeabilidad de la
membrana citoplasmatica bajo condiciones adversas debido a Ia
proteccion de la estructura fosfolipidica que regula la interaccion lipido-
proteina. El Ca™ es también uno de los cationes capaces de formar
complejos con los fosfomananos de la pared celular de las levaduras
(Soares y Seynaeve, 2000).

Es necesario acotar que la presencia de acetaldehido junto con el
incremento en la concentracidon de etanol durante la fermentacidon
aumenta la accion inhibitoria del alcohol sobre las levaduras.

La aireacion durante las primeras fases de la fermentacion
estimula la sintesis de precursores que mantienen la integridad de la MC,
efecto que se ve favorecido con la suplementacion de N en
concentraciones que van desde 250 a 500 mg/L, mitigando de esta
manera el efecto adverso del etanol (Jones, 1989).

1.3.5.5.- Nitrogeno aminico
La evolucion del nitrogeno aminico partiendo de los mostos de
jugo natural y pasteurizado se puede observar en la Figuras 1.3.8 y 1.3.9.
Las concentraciones de partida fueron, segin Tabla 1.3.2 de 118,2 mg/L
y 1442 mg/L, respectivamente, valores considerados por varios autores
como la cantidad minima necesaria de N asimilable para completar la
fermentacion de un mosto (Agenbach, 1977; Bely et al., 1990).

En los vinos elaborados con S. cerevisiae se verifico un consumo
de nitrégeno aminico comprendido entre el 57 y 71 % hasta el primer
trasiego mientras que para el mismo periodo S. bayanus consumid entre
64y 77 %. A partir de este momento la tendencia fue a permanecer casi
constante. Esto se podria explicar teniendo en cuenta que durante la
primera fase, donde atin hay O, disponible, los microorganismos usan la
unica fuente de nitrogeno aprovechable, para crecer aerobicamente.

Estudios realizados sobre cinética de fermentacion y consumo de
nitrogeno han demostrado que la fermentacion se completa en un tiempo
menor cuando la disponibilidad de N asimilable es de aproximadamente
300 mg/L (contenido normal del jugo de uva). Cantidades mayores de N
asimilable retrasan la fermentacion. Asimismo la produccion de biomasa



1.3.- RESULTADOS Y DISCUSION.CAPITULO 1.- TERCERA PARTE 149

fue significativamente menor cuando se realizaron fermentaciones con
niveles de N de alrededor de 60 mg/L (Beltran ef al., 2004).
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Figura 1.3.8.: Evolucion de nitrégeno aminico en vinos elaborado con S.
bayanus.

Cabe observar que durante la etapa tumultuosa de la fermentacion
las concentraciones de azlcares reductores y de nitrogeno aminico
disminuyeron en igual proporcion en los vinos elaborados con ambos
cultivos.

Durante la segunda parte de la fermentacion el consumo de
nitrogeno fue escaso en los vinos elaborados con ambas levaduras,
probablemente debido a la presencia de etanol en el medio. El etanol
inhibe el sistema de transporte de aminoacidos (D"Amore and Steward,
1987, Ferreras et al., 1989) reduce el numero de GAP; presente en la
membrana citoplasmatica de las levaduras (Ferreras et al., 1989) y
provoca la salida de aminoacidos al exterior de la célula a través de un
proceso de excrecion (Bidan et al., 1986).

La cantidad de nitrogeno residual en los vinos esta determinada
por el consumo de componentes nitrogenados durante la primera etapa de
fermentacion.
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Figura 1.3.9.- Evolucion de nitrogeno aminico en vinos elaborados con S.
cerevisiae.

Los vinos producidos a partir de mosto de jugo concentrado
reconstituido mostraron un comportamiento diferente hasta el primer
trasiego. Se registraron valores de nitrégeno aminico similares a los de
partida. Aparentemente, no habria habido consumo de estos nutrientes,
presumiblemente por la carencia de vitaminas que conforman los
cofactores de las enzimas involucradas en la biosintesis celular (Berk,
1986) debida al tratamiento térmico del jugo a partir del cual se prepard
el mosto.

Este comportamiento se pudo haber agravado por la falta de
suplementacion externa de FN y de vitaminas. Podria considerarse
ademas, el estrés sufrido por las levaduras en un medio pobre y con la
presencia de algunas sustancias inhibitorias que impidieron el buen
desarrollo de los indculos, lo que luego se verifico con el recuento de
levaduras del producto del primer trasiego sobre mostos de jugo
concentrado de naranja. Los aceites esenciales, tienen caracteristicas
antisépticas y estdn presentes en mayor concentraciéon en los jugos
concentrados. Sin embargo es de hacer notar que en el proceso de
adaptacion en condiciones aerdbicas, realizado en este trabajo (Capitulo
II, Primera Parte) este efecto no fue apreciado.
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1.3.5.6.- Acidos organicos.

El estudio de los acidos orgénicos del mosto es una de las
variables utilizadas para evaluar las etapas de la fermentacion, ya que los
mismos pueden sufrir tanto transformaciones quimicas, como
enzimaticas y de origen microbiano (Ramon et al, 1999).

1.3.5.6.1.- Acido citrico.
La concentracion de acido citrico aumentd desde el momento de
la inoculacion hasta el primer trasiego. (Figuras 1.3.10y 1.3.11)

Mosto 1° Trasiego V.Joven
---A--- Sc3.5-10 ---@--- Sc3.5-20 —&—Sc4.0-10
—=— Sc4.0-20 ---A--PSc35-10  ---m--- PSc3.5-20

—=A—PSc4.0-10 —&—PSc4.0-20

Figura. 1.3.10.- Evolucién del acido citrico (mg/L) en vinos
elaborados con S. cerevisiae.

En los productos de la fermentaciébn con S. bayanus y S.
cerevisiae, se registraron valores maximos cuando el proceso se realizo a
pH 3,5 independientemente de la temperatura y de la naturaleza del
mosto.Constituyeron una excepcion los vinos obtenidos con ambas
levaduras cuando la fermentacion se llevé a cabo a pH 4,0 y 10°C

Los resultados observados concuerdan con lo reportado por
Reynolds ef al. (2001) respecto a que existen especies de levaduras del
genero Saccharomyces, entre ellas S. bayanus y S. cerevisiae que son
capaces de producir citratos por su metabolismo durante la fermentacion
alcohdlica.
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Figura 1.3.11.- Evolucion del 4cido citrico (mg/L) en vinos elaborados con S.
bayanus.

Después del primer trasiego, la mayoria de los vinos
experimentaron un descenso en la concentracion de este acido siendo el
efecto mas marcado cuando se trabajo con mosto de jugo pasteurizado a
pH 4,0 y 20°C, independientemente del cultivo. Este comportamiento
podria ser atribuido a la presencia de bacterias del acido lactico que son
capaces de utilizar el acido citrico como fuente de carbono (Suarez e
Ifigo, 1992). Sin embargo hay publicaciones que refieren el fenomeno de
asimilacion de citrato por parte de algunas especies de levaduras durante
la fermentacion alcohdlica. (Young-Hwan et al., 1997). Probablemente
en el caso de vinos de naranja se esté en presencia de un comportamiento
similar.

Los vinos jovenes obtenidos con mosto de jugo de naranja
pasteurizado a pH 3,5 y 10°C mostraron un comportamiento contrario a
los anteriores. Esto se podria explicar considerando que las bacterias del
acido lactico pudieron inhibirse por el tratamiento térmico del jugo y los
menores valores de pH y temperatura de fermentacion; condiciones que
por otra parte favorecen el desarrollo de las levaduras inoculadas
(Amerine y Ough, 1969). El consumo de citrato por levaduras podria
estar restringido por el estrés provocado por el entorno.

1.3.5.6.2.- Acido malico.

En las Figuras 1.3.12 y 1.3.13 se observa que el acido malico
tiende a aumentar su concentraciéon en los primeros 10 dias de
fermentacion cuando las levaduras desarrollan su metabolismo a pH 4,0.
Luego se manifiesta un comportamiento aleatorio, aumentando en
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algunos casos y disminuyendo en otros. El aumento podria estar
relacionado con la sintesis de este acido por parte de levaduras del género
Saccharomyces (Antonelli et al., 1999).

Numerosos autores han demostrado que los vinos fermentados
con S. bayanus registraban mayores concentraciones de acido malico que
los fermentados con S. cerevisiae (Reynolds et al., 2001). Esto lo
atribuyeron a la produccion de acido malico por parte de la primera y su
degradacion por S. cerevisiae.

3000 -

2500 -

2000 -

1500

1000 +

500

Mosto 1° Tras. V.Joven

---A---S5c35-10 ---m---Sc3.5-20 —aA— Sc4.0-10
—m—Sc4.0-20  ---A--- PSc3.5-10 ---m--- PSc3.5-20

—A&—PSc4.0-10 —=— PSc4.0-20

Figura 1.3.12.: Evolucion del acido malico (mg/L) en vinos elaborados con S.
cerevisiae.

La hipotesis mas difundida sobre la produccion de acido malico
es la que postula que dicha formacion se debe a la fijacion de CO; sobre
el piruvato, producto final de la glucdlisis para dar oxalacetato que es
reducido a continuacion a acido malico por las levaduras (Yeramian et
al.,2001).

Segun datos reportados por Redzepovic et al. (2003) trabajando
con S. cerevisiae y S. bayanus en un medio sintético con 0,3 a 0,9 % de
acido malico, pH 3,3 y temperatura de fermentacion 20°C, a los 9 dias de
iniciado el proceso, S. cerevisiae degradd un 20 % del acido malico
inicial, por su parte S. bayanus lo hizo en s6lo 5 %.

Si se comparan estos resultados con los primeros estadios de
fermentacion de mosto de jugo de naranja se obtienen iguales
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comportamientos cuando el proceso se desarrolld a pH 3,5, tanto con
mostos de jugo natural como de jugo pasteurizado.
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Figura 1.3.13.- Evolucién del acido malico (mg/L) en vinos elaborados con S.
bayanus.

En algunas levaduras el malato puede ser descarboxilado
oxidativamente por enzimas dependientes del NAD sobre piruvato, el
cual es descarboxilado a acetaldehido y reducido luego a etanol. Una
porciéon también puede ser transformada a succinato via fumarato
(Reynolds et al., 2001; Taillandier et al., 1998).

1.3.5.6.3.- Acido quinico.

Las variaciones experimentadas por el acido quinico se observan
en la Figuras 1.3.14 y 1.3.15. No se hacen comentarios al respecto por no
disponer de informacion del metabolismo de este acido por parte de la
microbiota presente en el mosto y de las reacciones quimicas y/o
enzimaticas que puede experimentar este acido en las condiciones
particulares de vinificacion.



1.3.- RESULTADOS Y DISCUSION.CAPITULO 1.- TERCERA PARTE 155

5000
4000 -
3000 -
2000 -
1000 |
0- Mosto ‘ 1° Trasiego ‘ : V.Joven
SR Lome RN,

—&— PSc4.0-10 —=—PSc4.0-20

Figura 1.3.14.- Evolucion del acido quinico (mg/L) en vinos elaborados con S.
cerevisiae.
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Figura 1.3.15.- Evolucion del acido quinico (mg/L) en vinos elaborados con S.
bayanus.

1.3.5.7.- Acidez titulable.

En los mostos de pH 4,0 la acidez titulable expresada en % de
acido citrico experiment6 una leve disminucion durante la fermentacion
tumultuosa lo que podria atribuirse al agregado de CaCOs;. Después de 45
dias de proceso, este parametro aumenté hasta alcanzar valores similares
o menores al del mosto de origen (Figuras 1.3.16 y 1.3.17).
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Mosto 1°Trasiego V. Joven
---A---Sc3.5-10 ---m---5c3.5-20 —aA—Sc4.0-10
—a&— Sc4.0-20 ---A--- PSc3.5-10 ---m--- PSc3.5-20

—aA—PSc4.0-10 —&— PSc4.0-20

Figura 1.3.16.- Evolucion de la acidez titulable (% de 4cido citrico)
en vinos elaborados con S. cerevisiae.

Mosto 1°Trasiego V. Joven

---A--- Sb3.5-10 ---m--- Sb3.5-20 —a— Sb4.0-10
—a— Sb4.0-20 ---A--- PSb3.5-10 ---m--- PSb3.5-20
—&—PSb4.0-10 —=&— PSb4.0-20

Figura 1.3.17.- Evolucién de la acidez titulable (% de ac. citrico)
en vinos elaborados con S. bayanus.

Teniendo en cuenta que la acidez titulable es solo una medida de
los iones hidrégeno consumidos por titulacion con una base valorada
hasta el punto final y que la acidez total se define como el contenido de
acidos organicos en el vino (Darias et al., 2003), la acidez titulable
resultd mas baja que la total en todas las etapas de elaboracion del vino
de naranja.

A pH 3,5 cada levadura se comportdé de manera particular.
Cuando los mostos se fermentaron por inoculacion con S. bayanus la
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acidez titulable aument6 levemente hasta el primer trasiego, pero cuando
se inocularon con S. cerevisiae, este cambio fue mas marcado,
probablemente debido a la produccion de acido durante la primera etapa
de fermentacion (Obisanya et al., 1987).

Este aumento también podria justificarse considerando el
agregado de KHSO; y el efecto protector que ejerce el SO, sobre las
levaduras en condiciones de estrés osmotico (Caridi, 2003).

1.3.5.8.- Acido ascérbico.

El acido L-ascorbico (Vitamina C) estd presente en los jugos
citricos y es conocida su actividad antioxidante por lo cual es muy
importante establecer su presencia en los vinos obtenidos a partir de esta
fruta dado que estd relacionada con el proceso de pardeamiento
enzimatico y no enzimatico. Es preciso mencionar que su autoxidacion,
aunque lentamente, se verifica aun en condiciones totalmente
anaerobicas.

El contenido en 4cido ascérbico en los vinos de mostos de jugo
natural y de jugo pasteurizado present6 un ligero descenso. (Figuras
1.3.18 y 1.3.19) Sin embargo, no queda claro si los valores reportados
estan subvaluados debido a posibles interferencias negativas en su
determinacion por el efecto del etanol presente en las muestras, o se debe
a la transformacion de acido ascorbico en dehidroascorbico por
oxidacion, teniendo en cuenta que el método utilizado para dosar
vitamina C, s6lo determina la forma reducida.

La situacion planteada se repite para las dos especies de
levaduras, lo cual aumentaria la probabilidad de que el proceso de
degradacion sea eminentemente quimico y/o enzimatico (reacciones de
pardeamiento) y no biologico, mas alin teniendo en cuenta que a mayor
temperatura la pérdida de 4cido ascorbico se ve incrementada (Figuras
1.3.18 y 1.3.19.).

En las muestras del primer trasiego del producto proveniente de
mosto de jugo concentrado reconstituido se registr6 un aumento en
concentracion de acido ascorbico lo que puede estar relacionado con la
presencia de especies bacterianas del género Acetobacter que intervienen
en la sintesis de 4cido L-ascoOrbico a partir de D-glucosa (Bruchmann,
1980).
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Figura 1.3.18.- Evolucioén del 4cido ascorbico (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. cerevisiae.

Mosto 1°Tras. V. Joven
---A--- Sh3.5-10 ---m--- Sb3.5-20 —a— Sb4.0-10
—&— Sbh4.0-20 ---A--- PSb3.5-10 ---m--- PSh3.5-20

—— PSbh4.0-10 —=&— PSb4.0-20

Figura 1.3.19.- Evolucién del acido ascorbico (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. bayanus.

1.3.5.9.- Carotenoides.
De los carotenos del jugo de naranja, el P-caroteno es el
componente principal y el responsable del color del jugo.

Transcurrida la primera etapa y hasta la obtencion del vino joven
no se observaron variaciones en las concentraciones de los carotenoides
(Figuras 1.3.20 y 1.3.21). Con las dos especies de Saccharomyces se
obtuvieron los mismos resultados
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Figura 1.3.20.- Evolucién de B-caroteno (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. cerevisiae.

Durante las transformaciones experimentadas por el mosto hasta
el primer trasiego, dicho componente presentd una ligera disminuciéon La
observacion de las caracteristicas de la borra demuestra un intenso color
naranja, con lo cual se puede presumir que la disminucion de este analito
en la fase liquida deriva del arrastre de los carotenoides hacia la fase
solida (borra). No se considera probable un arrastre de carotenoides junto
con la fase organica eliminada por los gases de salida.

Mosto 1°Trasiego V. Joven
---A--- Sh3.5-10 ---M--- Sh3.5-20 —— Sb4.0-10
—&— Sb4.0-20 ---A--- PSb3.5-10 ---M--- PSb3.5-20

—aA—PSb4.0-10 —=&— PSb4.0-20

Figura 1.3.21.- Evoluciéon de B caroteno (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. bayanus.
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1.3.5.10.- Aceites esenciales.

Es bien conocido que uno de los atributos de calidad de los jugos
citricos es su aroma. Los compuestos volatiles son especialmente
importantes en el flavor del jugo de naranja e incluye alcoholes,
aldehidos, ¢ésteres, cetonas y terpenos. Uno de los factores que
contribuyen a la popularidad del jugo de naranja es la combinacion de la
calidad y cantidad de estos compuestos aromaticos (Shaw, 1994).

El aroma de los jugos frescos es modificado por varios
tratamientos aplicados durante el procesamiento industrial, entre ellos la
clarificacion que reduce los solidos insolubles en aproximadamente un 3
%. Esta reduccion en el contenido de pulpa afecta la composicion volatil
en el jugo debido a la distribucion diferente de estos compuestos entre la
pulpa y el suero. Los terpenos, considerados los compuestos mas
abundantes en los aceites de la piel de las naranjas estan caracterizados
por tener una muy baja polaridad y esta es la razon por la cual estan mas
asociados con la pulpa. Luego la eliminacioén de la pulpa resulta en una
pérdida total de este componente en el jugo. El resto de los componentes
aromaticos del jugo se encuentran en el suero (Jordan et al., 2001).

Durante la elaboracion del vino de naranja y especialmente en los
primeros estadios ocurren dos fendmenos que podrian ser la causa de la
modificacion de la concentracion de los compuestos aromaticos: 1)
sedimentacion de la pulpa y 2) produccion de CO,. Por esta razén es
importante seguir la evolucion de estos compuestos durante la
fermentacion. (Figuras 1.3.22 y 1.3.23).

Las concentraciones de aceites esenciales mostraron moderadas
disminuciones hasta el primer trasiego con respecto a los valores iniciales
de los mostos preparados con jugo natural y con jugo pasteurizado
cuando la fermentacion fue catalizada por S. bayanus. Sin embargo, esta
disminucién fue mas marcada cuando se vinificé con S. cerevisiae Esto
podria estar relacionado con la posibilidad de que los aceites esenciales
(fase organica) sean arrastrados por los gases de salida durante la
fermentacion, la que fue mas intensa durante las primeras 24 h para S.
cerevisiae.
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Mosto 1°Tras. V. Joven
---A---Sc3.5-10 ---m--- Sc3.5-20 —aA— Sc4.0-10

—&— Sc4.0-20 ---A-- PSc3.5-10 ---m--- PSc3.5-20
—aA— PSc4.0-10 —&— PSc4.0-20

Figura 1.3.22.- Evolucidn de los aceites esenciales (uL/100mL)
en vinos elaborados con S. cerevisiae.

Mosto 1°Tras. V. Joven
---A--- Sh3.5-10 ---M--- Sh3.5-20 —a— Sb4.0-10
—&— Sh4.0-20 ---A--- PSb3.5-10 ---m--- PSp3.5-20

——PSb4.0-10 —=&— PSb4.0-20

Figura 1.3.23.- Evolucidn de los aceites esenciales (uL/100mL)
en vinos elaborados con S. bayanus.

Sin embargo en los vinos provenientes de mosto de jugo
concentrado reconstituido los valores registrados hasta el primer trasiego
permanecieron casi constantes, esto concuerda con la lentitud del proceso
en la primera etapa.

1.3.5.11.- Flavonoides: Hesperidina.
En las frutas citricas se han hallado cantidades apreciables de
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flavonoides. Estos glicdsidos son escasamente solubles en agua y se
combinan con los azlcares para dar glucésidos de glucosa complejos que
son mucho mas solubles y facilmente hidrolizables (Berk, 1986).

La hesperidina es el principal glucosido del jugo de naranja, por
este motivo es interesante saber como evoluciona durante el proceso de
vinificacion de este sustrato. Si bien su solubilidad es algo mayor en
solucion alcohélica, se observa que en la primera etapa sufrio una ligera
disminucién, debida probablemente a su hidrolisis durante este periodo
de la fermentacion (Ough, 1996). (Figuras 1.3.24 y 1.3.25).

70
60
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40
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20
10

0

Mosto 1°Trasiego V. Joven

---A---Sc3.5-10 ---m---5c3.5-20 —=— Sc4.0-10
—&— Sc4.0-20 ---A--- PSc3.5-10 ---m--- PSc3.5-20
—aA— PSc4.0-10 —&— PSc4.0-20

Figura 1.3.24.- Evolucion de Hesperidina (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. cerevisiae.

Mosto 1°Trasiego V. Joven
---A--- Sb3.5-10 ---m--- Sh3.5-20 —a— Sb4.0-10
—&— Sh4.0-20 ---A--- PSb3.5-10  ---m--- PSh3.5-20
—A—PSb4.0-10 —&— PSb4.0-20

Figura 1.3.25.- Evolucién de hesperidina (mg/100 mL)
en vinos elaborados con S. bayanus.
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El aglucon obtenido por hidrélisis total de la hesperidina
(hesperitina) es altamente insoluble, por lo que se presume que precipita
hacia la borra manteniéndose constante hasta la obtencion del vino joven

1.3.5.12.- Control microbioldgico.

Con el fin de seguir la fermentacion alcohdlica y detectar otros
microorganismos que podrian ser causantes de alteraciones microbianas
(enfermedades) se efectuaron andlisis microbioldgico para revelar la
presencia de ellos antes de que se produzca el deterioro del producto.

Para la observacion de las levaduras se hizo una coloracion vital
con azul de metileno, observandose en el caso de los mostos tanto de
jugo natural como de jugo pasteurizado, fermentados por S. bayanus la
presencia de estos microorganismos en un franco estadio de
reproduccidn, cuyo conteo en muestras de vinos de naranja obtenidos por
fermentacion a pH tanto 3,5 como 4,0 y a 10°C y 20°C produjo valores
entre 2 x 10° y 5 x 10° células/mL para el mosto de jugo natural. En tanto
para los productos del mosto de jugo pasteurizado el numero de
células/mL no super6 2 x 10%,

El comportamiento de S. cerevisiae fue mas regular en ambos
mostos para las dos temperaturas y pH, alcanzando recuentos del orden
de 3 x 10° células/mL en todos los casos.

Durante el periodo de fermentacion de los vinos de mosto de jugo
natural de naranja no se observo la presencia de bacterias, y las especies
de levaduras non-Saccharomyces fueron muy escasas lo que demuestra
que la concentracion de SO, utilizada (7,5 g/HL) fue eficiente para el
control de microorganismos silvestres. Las muestras de vino fueron
evaluadas microbiologicamente mediante cultivos en agar MRS, agar
Carr y Pasmore con cicloheximida y agar YGC, para el aislamiento de
bacterias del acido lactico, del 4cido acético y levaduras. Estas ultimas se
evaluaron taxonomicamente mediante kit ID 32 C, encontrandose
predominio (78%) de levaduras del género de los cultivos iniciadores.

Las especies de non-Saccharomyces interfieren en la cinética de
crecimiento y el metabolismo de Saccharomyces (Lema et al., 1996). Sin
embargo su presencia en un numero bajo puede contribuir al flavor de los
vinos terminados. Los resultados obtenidos reafirman la excelente
cosecha de las dos especies inoculadas para la vinificacion.
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En el mosto de jugo concentrado, el comportamiento fue
totalmente diferente para ambas levaduras y variables fisicas estudiadas.
El niumero de S. cerevisiae y S. bayanus fue escaso y su tamafio y falta de
gemacion hacen suponer que las levaduras no han salido de la fase lag de
crecimiento.

Por ultimo las observaciones microscopicas mostraron, en
general, un mayor grado de contaminacion bacteriana, particularmente
cocos en vinos obtenidos a partir de mosto pasteurizado.

Los cocos Gram + fueron reconocidos mediante pruebas
bioquimicas, como pertenecientes al género Leuconostoc, cuyas
caracteristicas son: c€lulas esféricas Gram +, inmoviles no esporégenas,
crecimiento en colonias pequefias sobre medio nutritivo con sacarosa,
microaerofilicos o anaerobios facultativos, temperatura Optima de
crecimiento 20°C-30°C (en el laboratorio se incub6 a 25°C), fermentan
glucosa con produccion de acido y gas (zimograma en caldo de peptona
con el agregado de 2 % de glucosa), catalasa (-), no hidroliza la arginina,
indol (-) y nitrato reductasa (-).

A fin de determinar las especies, se realizaron las siguientes
pruebas de caracterizacion (Bergey's, 1994): formacion de pigmento
amarillo, fermentacién de: L-arabinosa, fructosa, maltosa, melibiosa,
salicina, sacarosa, trealosa,(en caldo de peptona con el agregado de los
distintos aztcares en concentracion del 2 %) formacion de dextran a
partir de sacarosa, (caldo con 4 % de sacarosa) hidrélisis de esculina,
crecimiento a pH 4,8 crecimiento con 10 % de etanol y crecimiento a
37°C. Por las caracteristicas observadas se determin6 que pertenecen a la
especie L. mesenteroides subsp. dextranicum segin Tabla 1.3.4. Es
posible que la turbiedad presente en algunos vinos se deba a la
produccion de dextrano por esta bacteria.

En los vinos de mosto de jugo concentrado reconstituido la
alteracion microbiana se manifesté por un recuento elevado de cocos y
bacilos y la presencia de una turbidez y consistencia mucilaginosa en las
muestras tomadas inmediatamente después del primer trasiego por lo que
se decidi6 no continuar con el proceso hasta la obtencion del vino joven
realizdndose las correspondientes pruebas para detectar las causas de esta
alteracion.

Realizadas las pruebas de caracterizacion de las bacterias
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encontradas, se determind que las mismas pertenecian a la familia de las
bacterias lacticas, (especificamente lactobacilos heterofermentativos y
Leuconostoc mesenteroides) y Acetobacter.

Tabla 1.3.4.- Caracteristicas diferenciales de subespecies de L. mesentheroides.

Leuconostoc mesenteroides

Caracteristicas Subsp. Subsp. Subsp.
cremoris dexstranicum mesenteroides
Pigmento amarillo ©) - -

Ferm. L-arabinosa -

Ferm. fructosa -

Ferm. Maltosa

+ o+ o+ o+

D
Ferm. melibiosa D

Ferm. Salicina -

|
~

Ferm. sacarosa -
Ferm. trehalosa -

Dextran de sacarosa -

e+ + + e+ o+ +

o + + +

Hidrol. esculina -
Crecim. pH: 4,8 -
Crecim. 10 % etanol -
Crecim. 37°C -

+
v}

A la luz de estos resultados, se considera que el haber adoptado el
criterio de disminuir la concentracion de SO,, en los mostos de jugo de
naranja pasteurizado y concentrado reconstituido, imposibilitd controlar
satisfactoriamente las contaminaciones microbianas de los productos
obtenidos.



CAPITULO 2:
MADURACION Y CARACTERIZACION
QUIMICA
Y MICROBIOLOGICA DEL PRODUCTO
FINAL
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2.1.- INTRODUCCION

Con la finalidad de detectar los cambios quimicos y/o biolégicos
producidos después del embotellado se procede al proceso de maduracion
de los vinos.

Segun Varnam and Sutherland (1997) esta etapa se puede llevar a
cabo en toneles durante seis meses para vinos blancos comunes. Sin
embargo la maduracion continta tras el embotellado, pudiendo pasar
muchos afios antes que el vino alcance las mejores condiciones.

La duraciéon del almacenamiento en las cubas suele ser, para los
vinos de mesa aproximadamente de tres a seis meses. Es muy probable
que durante el almacenamiento del vino hayan tenido lugar una serie de
reacciones quimicas en las que participen diversos componentes del vino
tales como, el alcohol, los 4cidos y los aldehidos (Vogt, 1971).

Los ensayos de estabilidad permiten revelar anticipadamente los
riesgos de alteraciones microbianas o inestabilidad fisica (Ough, 1996),
durante su transporte y comercializacion.

Los acidos orgéanicos juegan un papel primordial en la estabilidad
fisicoquimica y microbioldgica, como asi también en las propiedades
sensoriales de los vinos (de Villiers et al., 2003).

La técnica utilizada para determinar la estabilidad se basa en las
modificaciones organolépticas (enturbiamientos, formacion de velos y/o
depositos, cambios de color) presentados por el producto cuando es
sometido a ciertas condiciones de aireacion o de temperatura que pueden
ser consecuencia de actividad enzimdtica y/o microbiana o cambios
fisicoquimicos. Es necesario confirmar los resultados mediante examen
microscopico, para verificar la naturaleza de la alteracion producida.
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2.2.- MATERIALES Y METODOS

Después del segundo trasiego se procedid al envasado e
inmediato almacenamiento a dos temperaturas 10°C y 20°C. A esta etapa
se la denomind "maduracién o envejecimiento de los vinos de naranja".

El proceso de maduracion se realizd directamente en las botellas,
atendiendo a que el vino de naranja se puede considerar como un vino
blanco, tipo de vino que se envejece en botellas y por un tiempo menor
que los tintos (Ough, 1996). De este modo, el proceso oxidativo se ve
disminuido para reducir las alteraciones, principalmente del color y del
aroma (Aleixandre, 1997).

La maduracion se realizé a dos temperaturas (10°C y 20°C),
disponiendo las botellas en forma horizontal para permitir que el corcho
se moje ¢ hinche a los efectos de que la penetracion de O, sea casi nula.

2.2.1.- Parametros fisicoquimicos
Luego de 120 dias de maduracion se efectuaron todos los ensayos
mencionados anteriormente ademads de los siguientes:
o Acidez Volatil: Método oficial LN.V.
o Glicerol (Enzymatische BioAnalytik, Roche).
. SO, libre y total (Aleixandre y Garcia 1996).
. Na, K, Mg y Ca (Standard Methods seccion 3111)

. Acetato de Etilo, Acetaldehido, n-Propanol y Metanol:
GC. Método adaptado en INTA Concordia. Longitud de columna: 30 m,
¢ interno: 25 mm. Carrier N; 43 cm/seg. Horno: 40°C, 5 min. 40-180°C a
30°C/min. Detector FID make up N; 30 mL/min.

. Diacetilo: Método de Hill et al. (1954), basado en la
formacién de un compuesto de color purpura amarronado cuando
reacciona el diacetilo con creatina en presencia de a-Naftol en

condiciones alcalinas .La cuantificacion se efectué mediante la medida
de As3p en espectrofotémetro SHIMADZU UV.

. Acido Succinico: Enzymatische BioAnalytik, Roche.
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2.2.2.- Ensayos de estabilidad.

Comprenden dos procedimientos: a) comportamiento al aire. b)
comportamiento en estufa, en ambos casos segun norma de OIV, y ¢)
indice de amarronado.

2.2.2.1. Ensayo de comportamiento al aire.

Se tomaron muestras de 50 mL de cada uno de los vinos a
ensayar. Las muestras fueron filtradas a través de papel de filtro grueso
(de filtrado rapido) estéril, se colocaron en erlenmeyers estériles de 150
mL obturados con torundas de algodon y dejados a temperatura ambiente
y a la luz medida en su maxima intensidad como 6.500 °K, durante 20
dias. Se examinaron diariamente para verificar presencia de turbidez,
velos o depositos, y cambios en el color.

Las muestras que presentaron alguna anormalidad se observaron
al microscopio Optico utilizando aumentos de 400x y 1000x. Los
resultados fueron registrados en planillas, una de las cuales se muestra a
modo de ejemplo en la Tabla 2.2.1. Al finalizar el periodo previamente
fijado se describieron las alteraciones de cada una de las muestras.

Tabla 2.2.1.- Planilla registro de ensayos de comportamiento al aire y a 30 °C.

Tiempo | Muestra Temp. Color Turbidez Depdsito Velo  Limpidez Obs.
Microsc.
...dias - Amb. * +/- +/- +/- +/- P
...dias - 30°C * +/- +/- +/- +/- ¥
20 dias - Amb. * +/- +/- +/- +/- Tk
20 dias - 30°C * +/- +/- +/- +/- w%

(*) Registrar si hubo oscurecimiento. (**) Descripcion de lo observado, acompaiiar con
esquema.

2.2.2.2. Ensayo de comportamiento en estufa.

Muestras de 100 mL de cada vino de naranja, luego de filtradas a
través de papel de filtro grueso estéril, se colocaron en erlenmeyers de
250 mL previamente esterilizados tapados con torundas de algodon se
incubaron en estufa a 30°C. A partir de las 72 h de incubacioén se
examinaron diariamente durante 20 dias. Los cambios verificados en sus
caracteristicas, fueron registrados en planillas similares a las utilizadas
para los ensayos de comportamiento al aire. Se realizaron ademads
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examenes microscopicos directos luego de centrifugar las muestras a
4000 rpm, 10 min. Con todos los datos obtenidos se realizaron las
descripciones de los vinos ensayados.

Los datos de color se siguieron mediante la medida del indice de
amarronado (As). La susceptibilidad al amarronado se determind
mediante métodos de aceleracion del proceso basados en el aumento de
temperatura y aireacion (Palma and Garcia, 2002).

2.2.2.3. indice de amarronado.
Medida de A4y en espectrofotometro SHIMADZU UV.
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2.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1.- Composicion quimica de los vinos de naranja
después de 120 dias de almacenamiento a dos temperaturas.

Transcurridos los 120 dias previamente programados para la
maduracion a las dos temperaturas se realizd un muestreo de los vinos
para proceder a los ensayos fisicoquimicos.

2.3.1.1.- Glucidos
Los azlcares reductores directos y totales experimentaron un
aumento independientemente de la levadura, igual situacion se verificd
en la concentracion de glucosa, mientras el contenido de fructosa

practicamente no sufrié variaciones relevantes durante esta etapa (Tabla
23.1y23.2).

Esta variacion se podria atribuir al sistema autolitico que se pone
en evidencia en las levaduras sometidas a condiciones de estrés, lo cual
conduce a la autodigestion de los diferentes componentes celulares. Una
de las actividades hidroliticas importantes esta dada por las glucanasas,
glicoproteinas capaces de hidrolizar los enlaces -1,6-glucosidicos de los
glucanos que constituyen la pared celular generando, entre otros
compuestos, glucosa.

2.3.1.2.- Nitrégeno aminico

El nitrogeno aminico alcanzé valores superiores a los registrados
en los vinos jovenes, hecho que también puede atribuirse al proceso de
autolisis, que se da cuando la célula de levadura pierde viabilidad y por
lo tanto los sistemas selectivos que controlan la proteolisis enddgena,
dejan de actuar, de manera que todas la proteinas son susceptibles de
degradacion, iniciandose una prote6lisis generalizada (Martinez et al.,
2001).

2.3.1.3.- Carotenoides

La concentracidon de carotenoides experimentd una disminucion
para todas las condiciones de trabajo, independientemente de la levadura
utilizada. Fennema (2000) reportd que estas sustancias experimentan una
autoxidacion principalmente en presencia de sulfitos, iones metélicos y
solventes organicos, por lo cual se puede inferir que los cambios
registrados en estas sustancias se deben a reacciones puramente
quimicas.
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Tabla 2.3.1.- Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos madurados elaborados
con S. bayanus.

Vinos Az reduct | Az totales Glucosa Fructosa | Nitrogeno Aceite Caroteno |Hesperidinal
(g/100mL) | (g/100mL) | (g/100mL) | (g/100mL) |(mg/100mL)| (ul/100mL) |(mg/100mL)|(mg/100mL
Sb3.5-10/10 0,46 0,51 0,019 0,350 3,60 2,90 0,015 4,51
Sb3.5-10/20 0,47 0,50 0,001 0,370 3,60 2,90 0,004 3,92
Sb3.5-20/10 0,25 0,25 0,025 0,090 5,19 4,50 0,002 3,87
Sb3.5-20/20 0,25 0,26 0,041 0,110 5,19 4,50 0,003 4,50
Sb4.0-10/10 0,26 0,26 0,039 0,038 5,05 2,90 0,002 5,88
Sb4.0-10/20 0,24 0,26 0,035 0,106 4,04 2,50 0,002 9,82
Sb4.0-20/10 0,25 0,25 0,048 0,146 5,77 2,80 0,007 14,06
Sb4.0-20/20 0,25 0,25 0,046 0,123 433 2,10 0,009 7,24
PSb3.5-10/10 0,43 0,43 0,012 0,240 5,19 4,50 0,010 7,29
PSb3.5-10/20 0,39 0,38 0,02 0,210 4,32 2,40 0,011 5,60
PSb3.5-20/10 0,34 0,37 0,045 0,100 533 2,48 0,028 6,00
PSb3.5-20/20 0,31 0,37 0,037 0,087 5,48 2,48 0,029 8,10
PSb4.0-10/10 0,53 0,57 0,045 0,560 4,04 1,65 0,033 13,35
PSb4.0-10/20 0,57 0,57 0,089 0,830 4,04 1,90 0,022 28,18
PSb4.0-20/10 0,11 0,10 0,039 0,120 4,90 1,65 0,017 13,65
PSb4.0-20/20 0,10 0,11 ND 0,090 5,19 1,90 0,018 3,35
2.3.1.4.- Hesperidina
La hesperidina, principal flavonoide de la naranja siguid

disminuyendo en la fase liquida

de los vinos elaborados a ambas
temperaturas, mostos y levaduras usadas, durante el periodo de
almacenamiento Sin embargo en todos los casos se encontr6 como
precipitado en las borras.

2.3.1.5.- Aceites esenciales

El contenido de aceites esenciales para los vinos madurados a las
dos temperaturas fue superior al de los vinos jovenes. Entre las causas
probables de esta situacion se pueden mencionar:

1) La relacionada a la hidrolisis de los glucésidos terpénicos; ya
sea acida favorecida por el pH del vino o enzimatica por parte de las
levaduras del género Saccharomyces las cuales segregan una [3-
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glucosidasa durante la fermentacion alcohdlica (Suarez, 1997).

2) Los 4cidos grasos insaturados constituyentes de la membrana
citoplasmatica de las levaduras principalmente de aquellas adaptadas al
crecimiento y fermentacion a bajas temperaturas (Torija et al., 2002), los
cuales probablemente son cuantificados junto con los aceites esenciales
ya que el método utilizado se basa en la reactividad de los dobles enlaces

Tabla 2.3.2.- Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos madurados elaborados
con S. cerevisiae.

Vinos Az reduct | Az totales Glucosa Fructosa | Nitrogeno Aceite Caroteno |Hesperidinal

(g/100mL) | (g/100mL) | (g/100mL) | (g/100mL) |(mg/100mL)| (ul/100mL) |(mg/100mL)|(mg/100mL
Sc3.5-10/10 0,24 0,26 0,007 0,074 3,60 3,700 0,006 4,68
Sc3.5-10/20 0,23 0,25 0,014 0,050 3,60 1,700 0,004 3,66
Sc3.5-20/10 0,20 0,22 0,019 0,040 4,61 2,500 0,028 3,70
Sc3.5-20/20 0,19 0,19 0,000 0,062 4,90 2,900 0,030 4,87
Sc4.0-10/10 0,51 0,56 0,044 0,062 5,19 2,500 0,015 11,12
Sc4.0-10/20 0,50 0,51 0,050 0,596 5,19 2,100 0,017 15,82
Sc4.0-20/10 0,19 0,19 0,067 0,038 5,77 2,500 0,014 3,21
Sc4.0-20/20 0,13 0,13 0,050 0,076 5,19 2,100 0,016 8,18
PSc3.5-10/10 1,13 1,21 0,890 0,007 4,90 1,900 0,002 5,53
PS¢3.5-10/20 1,21 1,14 0,024 1,4 4,90 2,890 0,001 4,43
PSc3.5-20/10 1,00 1,08 0,160 0,97 5,48 2,900 0,003 7,10
PSc3.5-20/20 1,08 1,08 0,100 0,71 5,77 2,890 0,003 6,20
PSc4.0-10/10 1,50 1,64 0,036 1,04 5,05 1,900 0,005 15,18
PSc4.0-10/20 1,58 1,62 0,068 1,71 5,05 3,360 0,004 27,71
PSc4.0-20/10 0,05 0,05 0,084 1,17 5,48 1,600 0,026 5,59
PSc4.0-20/20 0,05 0,05 0,140 0,86 5,77 1,900 0,021 15,88

2.3.1.6.- Metales
De los metales analizados, la concentracion de Na en los vinos
obtenidos a partir de mosto de jugo de naranja natural madurados a las
dos temperaturas experiment6 un leve incremento alcanzando valores de
hasta 20 ppm. El K y el Mg se mantuvieron dentro de valores, entre 1900
y 2100 ppm para el primero y entre 140 y 170 para el segundo.

Es de destacar que estos cationes son algunas de las sustancias
que se mantienen sin modificar durante el proceso de vinificacion por lo
cual muchos estudios toman estos elementos como buenos indicadores



2.3. RESULTADOS Y DISCUSION — CAPITULO 2 — TERCERA PARTE 174

del origen de los vinos (Kallithraka et al., 2001).

En el caso del Ca la situacion es diferente debido al agregado de
CaCO; para el ajuste de pH de los mostos para permitir que la
fermentacion se llevara a cabo a este valor de pH.

2.3.1.7.- Acidos organicos
Los 4acidos orgénicos son los principales responsables de la
acidez total del vino y contribuyen a las caracteristicas organolépticas
finales, asi como a la estabilidad bioldgica y fisicoquimica posterior.

Las concentraciones de los acidos citrico, malico y quinico de los
vinos madurados disminuyeron con respecto a los valores registrados en
los respectivos vinos jovenes. Este resultado también es atribuible a
reacciones quimicas (Tablas 2.3.3 y 2.3.4).

2.3.1.7.1.- Acido citrico

Después de 120 dias de almacenamiento, el contenido de 4cido
citrico de los vinos de naranja fermentados con S. bayanus esta en el
rango aproximado de 5.000-11.000 mg/L. mientras que para los vinos
elaborados con S. cerevisiae el rango esta comprendido entre 5.000-
9.500 mg/L. En ambos casos los valores obtenidos fueron menores a los
encontrados en vinos de kiwi en los que se reportan minimos de 12.400
mg/L y méximos de 14.600 mg/L (Soufleros et al., 2001).

2.3.1.7.2.- Acido milico
Asimismo el contenido en acido malico de los vinos de naranja
esta por debajo del limite inferior del contenido de este acido en vinos de
kiwi para los cuales se reportan concentraciones de.900 a 2.400 mg/L
(Soufleros et al., 2001).

2.3.1.7.3.- Acido quinico
Resulta llamativo que el acido quinico no se haya detectado en la
mayoria de los vinos de naranjas después de 120 dias de almacenamiento
a 10°C y 20°C. Hasta el presente no se ha encontrado una explicacion
para este comportamiento.

2.3.1.7.4.- Acidez titulable
Se pudo observar una disminucion en la acidez titulable de los
vinos de naranja después de madurados, respecto de los valores obtenidos
para los vinos jovenes, independientemente de la levadura utilizada en la
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vinificacion. Aunque los valores son superiores a un vino de uva (0,4-0,7
g/100 mL expresado en 4cido tartdrico), son marcadamente inferiores
(aproximadamente 50 %) a otros vinos citricos como los de kiwi
(Soufleros et al., 2001).

Tabla 2.3.3.- Acidez titulable, pH y acidos organicos de vinos madurados. S.

bayanus.
Vinos Acidez pH Ac. Milico | Ac. Citrico | Ac. Quinico Vit C
(%acCit.Anh). (mg/L) (mg/L) (mg/L) |(mg/100mL

Sh3.5-10/10 0,680 3,94 711 9338 65,83
Sh3.5-10/20 0,670 3,97 781 8257 64,81
Sb3.5-20/10 0,730 3,96 730 6991 41,50
Sh3.5-20/20 0,726 4,01 712 8273 574 40,55
Sh4.0-10/10 0,720 3,85 8191 517 59,66
Sb4.0-10/20 0,800 4,02 601 5532 55,55
Sh4.0-20/10 0,730 3,86 8938 45,26
Sb4.0-20/20 0,790 4,02 8058 558 46,29
PSb3.5-10/10 0,870 4,02 11000 45,41
PSb3.5-10/20 0,760 4,01 8970 41,15
PSb3.5-20/10 0,720 3,98 8120 1570 24,69
PSb3.5-20/20 0,720 3,99 1100 7240 21,60
PSb4.0-10/10 0,480 4,28 550 5770 27,27
PSb4.0-10/20 0,470 4,28 6240 25,72
PSb4.0-20/10 0,570 4,07 1480 6370 19,55
PSb4.0-20/20 0,560 4,10 6930 1560 16,46

2.3.1.7.5.- Acido ascérbico

La concentracion de 4cido ascorbico en esta etapa es menor que la
evaluada en los vinos jovenes. Las levaduras utilizadas en la vinificacion
no influyeron en los valores registrados de vitamina C, evidencidndose
por lo tanto el predominio de una acciéon quimica sobre la accion
biologica.

Dentro de las reacciones quimicas en la que interviene el acido
ascorbico cabe destacar las de pardeamiento que son influenciadas por el
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tiempo y temperatura de almacenamiento (Rodriguez et al., 1991).

Tabla 2.3.4.- Acidez titulable, pH y acidos organicos de vinos madurados. S.

cerevisiae.
Vinos Acidez pH Ac. Milico | Ac. Citrico | Ac. Quinico Vit C
(%ac.Cit.Anh), (mg/L) (mg/L) (mg/L) |(mg/100mL

Sc3.5-10/10 0,690 3,93 9538 1990 55,55
Sc3.5-10/20 0,685 3,94 688 6150 552 49,38
Sc3.5-20/10 0,759 3,99 948 8151 631 43,21
Sc3.5-20/20 0,710 3,99 965 8210 569 43,21
Sc4.0-10/10 0,634 3,95 817 8380 46,29
Sc4.0-10/20 0,650 4,13 8304 2846 44,23
Sc4.0-20/10 0,680 4,05 8468 35,26
Sc4.0-20/20 0,650 3,96 7142 1575 31,15
PSc3.5-10/10 0,690 4,04 8680 41,15
PSc3.5-10/20 0,700 4,00 770 9090 41,15
PSc3.5-20/10 0,740 4,02 730 6780 25,75
PSc3.5-20/20 0,750 4,02 1510 8360 24,69
PSc4.0-10/10 0,550 4,17 1100 5760 29,83
PSc4.0-10/20 0,540 4,16 6350 25,72
PSc4.0-20/10 0,610 4,07 6890 1000 19,63
PSc4.0-20/20 0,610 4,10 1390 7290 19,55

2.3.1.7.6.- Etanol

Durante el proceso de maduracion el contenido en etanol varié en
forma aleatoria, independientemente de la levadura utilizada para la
fermentacion. La temperatura de maduracion tampoco influyd sobre esta
caracteristica. Sin embargo se pudo apreciar que los vinos elaborados a
partir de mosto de jugo de naranja natural experimentaron una
disminuciéon de alcohol etilico durante el almacenamiento a ambas
temperaturas (10°C y 20°C), mientras que los elaborados con mosto de
jugo pasteurizado muestran un incremento en la concentracion de este
compuesto en iguales condiciones (Tablas 2.3.5 y 2.3.6).

La disminucién se podria explicar por el conjunto de reacciones
quimicas que ocurren durante la maduracion principalmente oxidacion y
esterificacion, mientras que al leve incremento en los vinos de mosto de
jugo pasteurizados no se le encontrd una explicacion efectiva, salvo por
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el hecho de que se haya producido una refermentacién atendiendo a que
estos vinos presentaban mayor turbidez debido a la presencia de
levaduras que probablemente aun conservaban algo de vitalidad, sobre
todo la S. bayanus que es usada en la produccion de champana.

2.3.1.7.7.- Metanol

El metanol presente en los vinos, no procede de la fermentacion
sino que se produce por accion enzimatica sobre las sustancias pécticas.
Existe siempre en los vinos de uva en dosis que varia entre 36 y 350
mg/L (Ribéreau et al., 1980). En los vinos de naranja elaborados con los
distintos mostos y en todas las condiciones ensayadas, se encontrd que la
concentracion de alcohol metilico estd comprendida dentro de valores
aceptables y en ninglin caso ha superado el limite maximo mencionado
(Tabla 2.3.5). No se hallaron diferencias con las levaduras manteniendo
las otras dos condiciones de proceso, lo cual era de esperar ya que este
analito no es un producto metabdlico de las levaduras.

Revilla and Gonzalez (1998) reportaron niveles de metanol para
vinos tintos obtenidos a partir de mostos tratados con enzimas
pectinoliticas de hasta 90 mg/L. En vinos de kiwi con un procedimiento
similar, Soufleros et al. (2001) hallaron concentraciones de alcohol
metilico desde 485 a 768 mg/L.

Vidrih and Hribar (1999), trabajando con sidra, encontraron
valores de metanol desde 28 mg/L hasta 180 mg/L. Se debe considerar
que en la obtencion de esta bebida hay una fase de maceracion muy
prolongada que influye sobre la actividad de la pectinesterasa.

Se debe destacar que ha sido practica habitual encabezar los vinos
con este alcohol, lo cual estd mundialmente prohibido debido a su
toxicidad. En este sentido es importante sefialar que mas que la
concentracion de metanol, es necesario controlar la relacion
metanol/etanol debido a que la causa de la toxicidad es la formacion
enzimatica de formaldehido. En presencia de etanol la enzima alcohol
deshidrogenasa cataliza la oxidacion de éste, retrasando la formacion de
formaldehido.

En los vinos de naranja después del almacenamiento, esta relacion
esta comprendida entre 3,4 y 12 partes de metanol por 100 partes de
etanol.
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Tabla 2.3.5.- Alcoholes y componentes volatiles de los vinos madurados. S.

bayanus.
Vino Etanol Metanol | Glicerol | Diacetilo |Acetaldehidd Ac. Acético | Ac. de Etilo |n-propanol
¢/100mL mg/L g/L (mg/L) (mg/L) (g/L) (mg/L) (mg/L)

Sb3.5-10/10 8,05 66,42 5,74 0,10 42,08 0,70 29,77 22,18
Sb3.5-10/20 7,16 75,15 3,81 0,10 35,78 0,63 23,16 25,80
Sb3.5-20/10 8,58 65,18 5,50 0,10 43,90 0,52 24,31 17,88
Sb3.5-20/20 8,04 69,07 5,03 0,08 38,24 0,52 27,24 17,37
Sb4.0-10/10 8,43 66,84 5,04 0,12 35,99 0,80 23,80 19,81
Sb4.0-10/20 8,02 77,12 5,75 0,09 43,66 0,59 24,92 40,86
Sb4.0-20/10 9,08 89,34 6,27 0,12 41,61 0,52 19,27 21,42
Sb4.0-20/20 7,94 54,73 6,14 0,10 29,05 0,49 21,63 17,96
PSb3.5-10/10 9,58 53,64 5,53 0,15 41,62 0,63 28,90 28,94
PSb3.5-10/20 8,94 42,72 7,50 0,09 44,46 0,59 28,28 28,89
PSb3.5-20/10 9,06 99,01 6,48 0,19 38,07 0,63 23,30 25,37
PSb3.5-20/20 8,53 93,08 4,37 0,10 32,32 0,59 14,37 27,97
PSb4.0-10/10 9,24 37,27 5,55 0,14 52,61 0,63 28,23 39,71
PSb4.0-10/20 8,91 65,23 5,59 0,10 51,83 0,63 24,05 40,15
PSb4.0-20/10 10,10 66,70 6,12 0,15 39,73 0,80 12,77 28,89
PSb4.0-20/20 10,02 78,90 5,51 0,11 44,49 0,77 2331 30,67

2.3.1.8.- Productos secundarios de la fermentacion
alcohdlica
Los principales productos secundarios de la fermentacion
alcoholica son la glicerina, 4cido acético, sustancias acetoinicas y acido
succinico. Estudios microbiologicos tradicionales sobre el efecto de
distintos parametros en la sintesis de metabolitos estan representados por
la variacion de un parametro en el tiempo.

2.3.1.8.1.- Glicerol
Hay varios factores que influyen sobre la produccion de glicerol
por S. cerevisiae, tales como la cepa, el nivel de inoculo, la aireacion, la
temperatura, el contenido de azucar y de SO, (Gardner et al., 1993).

La degradacion de fosfodihidroxiacetona produce alrededor de 2 a
3% de glicerol por fermentacion del azicar (Kockova, 1990).

Teniendo en cuenta que tanto el mosto de jugo natural de naranja
como el de jugo pasteurizado fueron corregidos para alcanzar 20 °Brix la



2.3. RESULTADOS Y DISCUSION — CAPITULO 2 — TERCERA PARTE 179

concentracion de glicerina esperada de acuerdo a lo expresado
anteriormente es de 4 a 6 g/L. Como se puede observar en la Tablas 2.3.5
y 2.3.6, los niveles alcanzados se encuentran comprendidos entre 3,8 y
6,3 g/L para los vinos obtenidos con S. bayanus y entre 4 y 5,8 g/L para
los elaborados con S. cerevisiae. En ambos casos, se detectaron
excepciones, como es el de los vinos PSb-3,5-10-20 y PSb-3,5-20-10.

La influencia de la temperatura de incubacién sobre la produccion
de glicerol, si bien manifiesta algunas excepciones, estd de acuerdo a lo
que se reporta en trabajos realizados en vinificacion con S. cerevisiae
(Gardner et al., 1993) en el cual se obtienen los mayores niveles de
glicerina a 20°C en condiciones anaerobias (Tabla 2.3.6).

Tabla 2.3.6.- Alcoholes y componentes volatiles de los vinos madurados. S.

cerevisiae.
Vino Etanol Metanol | Glicerol | Diacetilo |Acetaldehidg Ac. Acético | Ac. De Etilo|n-propanol
(g/100mL)| (mg/L) (g/L) (mg/L) (mg/L) (g/L) (mg/L) (mg/L)

Sc3.5-10/10 5,99 23,13 4,93 0,09 27,23 0,63 8,97 11,31
Sc3.5-10/20 6,21 67,20 3,99 0,10 44,66 0,59 28,07 26,67
Sc3.5-20/10 7,03 78,62 5,01 0,10 50,96 0,73 27,90 20,61
Sc3.5-20/20 6,90 81,71 5,78 0,12 55,14 0,59 35,27 28,83
Sc4.0-10/10 8,10 76,49 5,53 0,10 34,75 0,42 34,14 21,48
Sc4.0-10/20 6,80 51,09 5,46 0,10 33,47 0,35 33,69 19,11
Sc4.0-20/10 7,03 66,84 4,79 0,10 45,45 0,42 20,91 16,74
Sc4.0-20/20 7,01 84,44 4,78 0,10 35,58 0,49 21,22 17,66
PSc3.5-10/10 7,89 54,50 4,71 0,12 41,02 0,42 25,19 17,18
PSc3.5-10/20 6,57 57,38 4,96 0,12 32,86 0,70 25,05 14,20
PSc3.5-20/10 8,63 68,40 7,52 0,10 45,38 0,42 17,10 16,92
PSc3.5-20/20 8,80 78,34 4,54 0,10 49,80 0,49 18,14 17,93
PSc4.0-10/10 7,60 26,40 5,02 0,10 28,12 0,42 23,68 12,97
PSc4.0-10/20 7,60 50,95 4,81 0,12 46,26 0,42 24,65 18,98
PSc4.0-20/10 9,064 59,60 5,53 0,18 53,98 0,42 20,95 17,71
PSc4.0-20/20 8,30 48,25 4,98 0,11 35,05 0,35 15,59 14,55

La diferencia en la produccion de glicerol no fue muy marcada en
las dos levaduras ensayadas. Ribéreau et al. (1980) reportaron que por
cada 100 g de etanol deben de producirse entre 6 y 10 g de glicerol. En
los vinos de naranja, en todas las condiciones estudiadas, el promedio de
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esta relacion fue de 6,5 cuando se usé S. bayanus y de 7 cuando se uso S.
cerevisiae.

El glicerol es un metabolito que actua como factor osmo-
regulador cuando la presion osmotica del medio es muy alta (Meikle et
al., 1991). Su produccion se ve incrementada por efecto del SO,. Las
cepas de levaduras juegan un papel muy importante en la produccion de
glicerol y otros componentes del flavor (Lubbers ef al., 2001).

La formacion de glicerol por S. cerevisiae esta fuertemente
influenciada por la limitacion en nitrogeno cuando esta levadura crece en
condiciones de anaerobiosis. (Lidén et al., 1995). Se debe recordar que
los mostos de naranjas poseen relativamente bajos tenores de nitrogeno
asimilable y que ademas no han sido adicionados con una fuente externa.

El contenido en glicerol de distintos vinos es muy variable. En
USA se han reportado rangos tan amplios como 1,9 a 14,7 g/L con una
media de 6,5 g/L. Reynolds et al., (2001b) encontrd valores entre 4,8 y
5,4 g/L para distintas cepas de S. cerevisiae, y segin Noble and Bursick
(1984) aun esas pequeiias diferencias afectan la percepcion en el dulzor
de los vinos.

2.3.1.8.2.- Sustancias acetoinicas
Las sustancias acetoinicas estan siempre presentes en el vino,
participan en las caracteristicas organolépticas, y a determinadas
concentraciones perjudican su bouquet y aroma. La acetoina puede
formarse a partir del 4cido piruvico por algunas especies de levaduras,
mientras que el diacetilo lo forman particularmente bacterias
heterolacticas. (Suarez e Ihigo, 1992).

La concentraciéon de 2,3-butanodiol y acetoina es muy importante
por ser ambos, metabolitos de la fermentacion alcohdlica por levaduras
vinicas y pueden afectar el bouquet y cuerpo de los vinos (Romano et al.,
2003). En este trabajo no han sido cuantificados.

Sin embargo, atendiendo a la probable existencia de diacetilo en
jugos de naranja alterados, principalmente por la contaminacién con
bacterias del 4acido lactico, que pudieron subsistir durante la
fermentacion, fueron cuantificadas en los vinos elaborados con mostos de
jugo de naranja.

Es de hacer notar que si bien a partir de acetoina por reduccion se
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forma 2,3-butanodiol; por oxidacién se produce diacetilo. Luego todos

los compuestos cetonicos siempre se encuentran en los vinos
(Aleixandre, 1999).

No obstante las cantidades de diacetilo encontradas en los vinos
de naranja fueron extremadamente bajas (< 0,2 mg/L), por lo tanto es
factible aseverar que no hubo alteracion bacteriana, sino que el mismo
proviene solo de la bioquimica de la fermentacion alcohodlica.

2.3.1.8.3.- Acetaldehido
El acetaldehido se forma en la via EMP pero inmediatamente se
reduce a etanol por la enzima alcohol-deshidrogenasa en medio
moderadamente acido, por el contrario en medio ligeramente alcalino se
invierte la reaccion (Bruchmann, 1980).

Su formacién transcurre bien por descarboxilacion del acido
pirtivico e incorporacion de CoA, o de forma simultdnea a la formacion
de 4cido formico, también a partir de 4cido piruvico y CoA; siendo el
primer mecanismo el mas undnimemente aceptado (Suérez, 2002).

En los vinos de naranja cuyo procesamiento se llevo a cabo a pH
acido (3,5 y 4,0) la concentracion de acetaldehido fue baja, su proporcion
con respecto al etanol estd comprendida entre 0,036 y 0,045 g de
acetaldehido por cada 100 g de etanol para los vinos fermentados con S.
bayanus y entre 0,04 y 0,08 cuando en los vinos elaborados con S.
cerevisiae. En este ultimo caso el intervalo es mas amplio porque la
graduacion alcoholica obtenida con esta levadura es inferior.

La relacion encontrada es del mismo orden de magnitud que la
hallada por Antonelli et al. (1999) en la cual también se encontraron
mayores valores para vinos obtenidos con S. cerevisiae.

En vinos de uva a 5 °Bé, se ha reportado un contenido de
acetaldehido de 45 mg/L mientras para sidras obtenidas de jugo de
manzana y pulpa de manzanas el valor fue de alrededor de 20 mg/L
(Polychroniadou et al., 2003). En los vinos de naranja los contenidos
fluctian entre estos valores dependiendo de los mostos y condiciones de
elaboracion, alcanzando en algunos casos, concentraciones superiores a
45 mg/L.
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2.3.1.8.4.- Acido succinico

En la etapa posterior a la maduracion también se determino la
concentracion de acido succinico por ser un metabolito importante de la
fermentacion alcohdlica por levaduras. Siempre estd presente en los
vinos y le transmite a estos el tipico sabor entre salado y amargo que
caracteriza a las bebidas fermentadas. Procede de la carboxilacion del
acido piruvico y posteriores reacciones redox (Mesas y Alegre, 1999;
Sudrez e Inigo, 1992).

El acido succinico es producido por las levaduras durante la
fermentacion alcoholica, ya sea a partir del malato por via fumarato o a
partir del 2-oxoglutarato por la intervencion de la enzima 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (Reynolds ef al., 2001). En vinos de uva se han reportado
valores de 0,5 g/L, en tanto en vinos de kiwi se reportan tenores
comprendidos entre 0,80-0,85 g/L (Soufleros et al., 2001).

En los vinos de naranja elaborados con S. bayanus el rango de
concentracion determinada fue de 0,13 a 0,23 g/L, mientras que en los
vinos provenientes de la fermentacion por S. cerevisiae el rango fue de
0,142a0,18 g/L.

2.3.1.8.5.- Acido acético

El 4cido acético siempre acompaia a la fermentacion alcohodlica
siendo este acido y su principal éster, el acetato de etilo, elementos
negativos en la apreciacion sensorial de cualquier vino especialmente
cuando éste ultimo supera la concentracion de 160 mg/L. Se ha
encontrado que algunas levaduras fermentativas tales como, Kloeckera
spp., Hanseniaspora spp., Candida spp. y otras de metabolismo aerobico
tales como Hansenula spp.y Pichia spp. intervienen en la formacion de
esto compuestos.

La produccion de acido acético por Saccharomyces suele variar
entre 100 y 200 mg/L, dependiendo de la cepa, la temperatura de
fermentacion y la composicion del mosto (Boulton et al., 1996).

La presencia del &cido acético también puede deberse a la accion
bacteriana. Durante la fermentacion se forma acetato de etilo y otros
esteres volatiles.

Los niveles de 4cido acético encontrados en todos los vinos de
naranja después de 120 dias de almacenamiento son los informados en
las Tablas 2.3.5 y 2.3.6 en las cuales se puede observar que los valores
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estan por debajo del limite cominmente aceptado para un vino blanco (2
g/L CAA Art. 1104, 1999). La CEE establece un limite de 0,8 g/L.

En general los vinos de naranja elaborados con S. cerevisiae
arrojaron valores de &cido acético inferiores a los elaborados con S.
bayanus independientemente de los demds factores o pardmetros
considerados (pH, mosto, temperatura). Muchos estudios han reportado
grandes diferencias entre levaduras en términos de su produccion de
acido acético durante la vinificacion (Moreno et al., 1991). Obisanya et
al. (1987) encontraron para vinos de kiwi valores de acidez volatil,
expresada como acido acético, comprendida entre 1,1 y 1,4 g/L.

2.3.1.8.6.- Acetato de etilo
La produccion de éster durante la fermentacion alcohodlica esta
estrechamente relacionada con la especie de levadura involucrada. Es
conocido que la concentracion de ésteres depende del balance entre su
sintesis y su hidrdlisis llevada a cabo por la alcohol acetil transferasa y la
éster hidrolasa respectivamente (Inove ef al., 1997; Fukuda et al., 1998;
Plata et al., 2000; Mallouchos et al., 2003).

Se ha demostrado que cuando en la fermentacion predomina S.
cerevisiae, los niveles de acetato de etilo producido son inferiores a los
reportados cuando actian non Saccharomyces tales como Pichia
anomala y Hanseniaspora guilliermondii.

En cultivos mixtos, S. cerevisiae contribuye en bajar el contenido
de acetato de etilo y lograr una mejora del bouquet del vino (Rojas et al.,
2003). Ademas cabe considerar que durante el almacenamiento en
botellas también se produce una disminucion de este compuesto (Rojas et
al., 2003). Cuando el contenido de acetato de etilo excede los 200 mg/L
aparecen caracteristicas organolépticas originales tipicas de una
fermentacion acética (Rodriguez et al., 1991).

Si bien la elaboracion del vino de naranja se realiza mediante
inoculaciéon con dos levaduras del género Saccharomyces, sobre mosto
previamente sulfitado, se debe tener en cuenta que del jugo de naranja se
han aislado varias especies de levaduras de los géneros Candida,
Kloeckera, Criptococcus, Trichosporun y Rhodotorula por lo cual es
posible la contribucion de las mismas al desarrollo de distintos
metabolitos. Algunos estudios han demostrado que levaduras non-
Saccharomyces spp. sobreviven durante la fermentacion, ya sea natural o
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inoculada de jugo de uva por largos periodos antes de inactivarse por el
aumento en la concentracion de etanol (Ciani, 1997). Zohre and Erten
(2002) estudiaron la influencia de K. apiculata y C. pulcherrima sobre la
fermentacion vinica y observaron que aun en vinificaciones realizadas
por inoculacion con levaduras vinicas, las non-Saccharomyces
sobreviven mas de lo esperado produciendo altos niveles de acetato de
etilo.

Ougt (1996) reporta valores medios correspondientes al analisis
de 800 muestras de vino de 56,4 mg/L de este analito. En los vinos de
naranja elaborados con las dos levaduras y en todas las condiciones
estudiadas estd muy por debajo de esta cantidad (Tablas 2.3.5 y 2.3.6).

En sidras tanto de jugo como de pulpa de manzanas no se detecto
su presencia a 5 °Bé, pero para la misma graduacién en vino de uva
arrojo valores de 75 mg/L. (Polychroniadou et al., 2003).

2.3.1.8.7.- Alcoholes superiores
Los alcoholes superiores pueden tener su origen en la fruta, pero
la mayoria se forma predominantemente durante la fermentacioén por la
actividad metabdlica de la levadura.

El metabolismo de los compuestos nitrogenados y del azufre,
rinden otros metabolitos volatiles y no volatiles, los cuales
colectivamente contribuyen al aroma y sabor de los vinos. Estos
incluyen: alcoholes superiores, ésteres, acidos organicos, aldehidos y
cetonas, SH, y SO..

Las concentraciones relativas de estos compuestos dependen de la
cepa de levadura empleada y de las condiciones de fermentacion,
especialmente la temperatura. La fermentacion de los vinos blancos se
conduce generalmente a 10°C - 18°C (por 7 - 14 dias) y la de los vinos
rojos a 20°C - 30°C (alrededor de 7 dias) (Enciclopedia de Microbiologia
de Alimentos, Academic Press, 1999).

Vidrih and Hribar (1999) reportaron que cuando mayor es la
conversion de azucar durante la fermentacion en sidra, se producen
mayor cantidad de alcoholes superiores. Estos ayudan a la clarificacion
del producto final.

Ubeda et al. (2000) estudiaron el comportamiento de distintas
cepas de Saccharomyces para la elaboracion de vinos blancos por dos
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metodologias: inoculacion directa e inoculacion con pie de cuba. Los
resultados que ellos hallaron para Saccharomyces bayanus vy
Saccharomyces cerevisiae, con pie de cuba en lo que se refiere a
metabolitos volatiles tales como acetaldehido, acetato de etilo, metanol y
n-propanol son similares a los encontrados en los vinos de naranja
elaborados con la misma metodologia usando S. cerevisiae y S. bayanus.

El n-propanol se puede formar via anabdlica a partir de sacaridos,
o por via catabolica en el proceso de conversion de aminoacidos
exogenos. La sintesis y proporcion de esta sustancia es el resultado de
muchos factores tales como cantidad y calidad de compuestos
nitrogenados en el medio, temperatura y caracteristicas de las cepas de
levaduras (Kockova, 1990). En S. cerevisiae es un producto derivado del
metabolismo del aminoécido treonina (Vidrih y Hribar, 1999). Estos
autores reportan para sidra, valores entre 13 y 18 mg/L, valores similares
a los encontrados en vinos de naranja elaborados con S. cerevisiae (10-
20 mg/L), pero inferiores a los elaborados con S. bayanus (20-40 mg/L).

Otros autores que analizan metabolitos volatiles en vinos de uva 'y
en sidra a partir de jugo de manzana y a partir de pulpa de manzana,
encontraron, que a 5 °Bé (9 °Brix) los valores fueron de 38 mg/L para
vino y 30 mg/L para sidra de jugo de manzana, mientras que para la sidra
de pulpa de manzana fue de casi 20 mg/L.

Es de hacer notar que la fermentacion se llevéd a cabo a 30°C sin
ajuste de pH en ninguno de los ensayos (Polychroniadou et al., 2003).
Soufleros et al. (2001) reportan para vinos de kiwi contenidos entre 14 y
53 mg/L de n-propanol.

2.3.1.8.8.- SO; libre y combinado

Las dosis de SO, libre recomendadas para los vinos comunes
secos es de 20 a 30 mg/L y las dosis en botella para los mismos vinos es
de 30mg/L (Menegazzo, 1978; Kolb, 2002). Para vinos blancos dulces,
se recomienda 60-100 mg/L y 50-60 mg/L respectivamente. En cuanto al
SO, Total, para vinos denominados de CALIDAD, las cantidades
maximas que puede tener un vino blanco seco es 200 mg/L (Aleixandre,
1999).

Los niveles de SO, libre y combinado determinados en los vinos
de naranja se muestran en las Figuras 2.3.1 y 2.3.2, respectivamente.
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Figura 2.3.1.- SO, Total (mg/L) en vinos de naranja almacenados durante 120

dias.
Referencias:
1 $b3.5-10/1 S¢3.5-10/10 9 PSb3.5-10/10 PSc3.5-10/10
2 S$b3.5-10/2 Sc3.5-10/20 10 PSb3.5-10/20 PSc3.5-10/20
3 $b3.5-20/1 S¢3.5-20/10 11 PSb3.520/10 PSc3.5-20/10
4 $b3.5-20/2 S¢3.5-20/20 12 PSb3.5-20/20 PSc3.5-20/20
5 Sb4.0-10/1 Sc4.0-10/10 13 PSb4.0-10/10 PSc4.0-10/10
6 Sb4.0-10/2 Sc4.0-10/20 14 PSb4.0-10/20 PSc4.0-10/20
7 Sb4.0-20/1 Sc4.0-20/10 15 PSb4.0-20/10 PSc4.0-20/10
8 Sb4.0-20/2 Sc4.0-20/20 16 PSb4.0-20/20 PSc4.0-20/20
40,00
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00
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OS. bayanus mS. cerevisiae

Figura 2.3.2.- SO, Libre (mg/L) en vinos de naranja almacenados durante 120
dias.
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En las mismas se puede observar que, salvo en los PSb -4,0-20 y
PSc-4,0-20 madurados a 10°C y 20°C, el resto de los vinos tiene una
concentracion de SO, libre que estd comprendida en los limites
previamente establecidos. En cuanto al SO, total ninguno de los vinos de
naranja supera los 80 mg/L.

Por otra parte es de destacar que cuando los vinos se elaboraron
con S. bayanus los niveles de SO, libre fueron superiores que en aquellos
vinos fermentados con S. cerevisiae en las mismas condiciones,
particularmente en los obtenidos a partir de mostos de jugo de naranja
natural.

Si se tiene en cuenta que los vinos de naranja obtenidos con S.
cerevisiae tienen una graduacion alcohdlica menor, se podria inferir que
esta levadura es mas sensible a la accion antiséptica del SO..

Es importante destacar que el SO, no solo proviene del agregado
sino que también las levaduras pueden formarlo para reducirlo a SH; a
fin de sintetizar los aminoacidos cisteina, serina y metionina,
particularmente cuando la fermentacion se efectiia en un medio con bajas
concentraciones de nitrogeno como es el caso del mosto de naranja. La
necesidad de las levaduras de sintetizar aminoacidos azufrados las obliga
a reducir los iones SOg4 > a H;,S pasando por los iones SO; z (Aleixandre,
1999).

2.3.2.- Estabilidad de los vinos de naranja

La disminucion de vida util de los vinos se considera un hecho
concerniente principalmente a problemas causados por distintas bacterias
y levaduras, pero en los vinos jovenes estd directamente relacionado con
su resistencia a la oxidacion (Escudero et al., 2002).

Es de gran interés industrial la determinacion del fendmeno de
empardeamiento de vinos almacenados. Es sabido que las condiciones
ambientales bajo las cuales se conserva un vino blanco embotellado
juega un papel muy importante en su estabilidad frente a fendémenos
degradativos. En este aspecto se destaca el conocido con el nombre de
pardeamiento. Este proceso que se traduce visualmente en una evolucion
del color hacia los tonos pardos y cambio en el aroma del mismo se ve
acelerado por las condiciones ambientales de conservacion, tales como
temperatura, humedad e iluminacion (Castro et al., 1999).
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2.3.2.1.- Ensayo de comportamiento al aire

De los vinos elaborados con mosto de jugo natural, solo la
muestra correspondiente al Sb—3.5-20-20 se observo con aspecto velado
a los 20 dias de permanencia en contacto con el aire. La observacion
microscopica demostro la presencia de levaduras, por lo cual se realizé la
prueba de tincién vital con el fin de determinar el estadio celular,
comprobandose que las mismas se encontraban en estado de
germinacion. Estas levaduras podrian provocar refermentaciones en el
vino si hubiera aztcares residuales (Vogt, 1971).

Las muestras correspondientes a los vinos Sb—3.5-10-10, Sb—
3.5-20-10 y Sb— 4.0-20-10, aparecieron veladas los primeros 10 dias de
exposicion al aire, sin embargo a medida que transcurri6 el tiempo
acercandose a los 20 dias aparecieron limpidas y con un leve depdsito, el
cual se analiz6 microscopicamente, observandose en los dos primeros,
cristales en forma de aguja (se presume de hesperidina), células de
levaduras en gemacioén y agregados amorfos de coloracion amarilla
(probablemente de carotenoides). En la Figura 2.3.3 se muestra un
ejemplo de observacion microscopica de sedimento de un vino de naranja
madurado a 10 °C.

Figura 2.3.3.- Microfotografia de sedimento del vino de naranja Sb—3.5-10-10.

En el vino Sb-4.0-20—10 se observaron ademas cristales cuya
morfologia hace suponer que se trata de CaCOs, que fuera usado para el
ajuste de pH.

Las muestras de los vinos Sc—4.0-10-10, Sc—4.0-10-20, Sc—4-20-
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10 Sc—4.0-20-20, y las correspondientes a la misma levadura, con la
misma combinacion de temperaturas de fermentacion y de maduracion
pero a pH 3,5, no presentaron velo a lo largo del ensayo.

Finalizado el mismo se observaron finas peliculas en el fondo de
los erlenmeyers, las cuales analizadas al microscopio indicaban
abundancia de cristales, y en menor medida sustancias amorfas; las pocas
levaduras que aparecian eran de muy pequefio tamafio y con brotacion
escasa.

En cuanto a los vinos elaborados con mosto de jugo de naranja
pasteurizado, las muestras correspondientes a los vinos PSb—3.5-10-10,
PSb-3.5-20-10, PSb-3.5-10-20 y PSb-3.5-20-20, mostraron un
aspecto velado, finalizado el periodo de permanencia al aire,
registrandose mediante la prueba de tincidn vital un nimero considerable
de levaduras en franca reproduccion y cuyo tamafio medio fue de 6.0 x
4.0 um (Fig. 2.3.4).

Figura 2.3.4.- Microfotografia S. bayanus, proveniente de
vinos elaborados con mostos de jugo de naranja pasteurizado (1000x)

Es de hacer notar que estos vinos al momento del muestreo
presentaban un gran burbujeo, lo cual indicaria un proceso de
refermentacion. Al igual que ocurriera con los vinos preparados con
mosto de jugo natural de naranjas, algunos de los que se elaboraron con
mosto de jugo pasteurizado, presentaron lo que se denomina velo en los
primeros dias de exposicion al aire, comprobandose que a los 20 dias
ellos se presentaban completamente limpidos y con un deposito mas o
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menos abundante, tal es el caso de las muestras de los vinos PSc—4.0-10—
10, PSc—4.0-10-20, PSc—4.0-20-10, PSc—4.0-20-20, PSc-3.5-10-10,
PSc—3.5-10-20.

Del analisis microscopicos de los depdsitos se deduce que éstos se
formaron principalmente de cristales de hesperidina, como de ciertas
sustancias amorfas que podrian deberse a la autolisis de las levaduras, ya
que la tincidn vital demostré muy pocas levaduras en crecimiento, pero si
muchas células cuyas vacuolas abarcaban casi todo el protoplasma (Fig.
2.3.5).

Durante la aut6lisis se producen importantes cambios quimicos y
morfoldgicos en las células debidos a la participacion de diversos
enzimas. Una de las consecuencias de esta actividad enzimatica, es la
formacion de poros en la pared celular de un tamaio suficiente para que
puedan pasar al ambiente extracelular un gran nimero de compuestos y
enzimas (Martinez ef al., 2001).

ot

f . b /

Figura 2.3.5. —Microfotografia de células de levaduras observadas
en sedimentos de vinos de naranja (1000x).

En el caso de los vinos fermentados a pH 4.0 en los depdsitos
aparecieron cristales de CaCOs (Fig. 2.3.6.).
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Figura 2.3.6.- Microfotografia de vinos de naranja a partir de mostos de pH: 4,0.

Los vinos de naranja expuestos al aire durante 20 dias presentaron
un ligero oscurecimiento independiente de las condiciones de
fermentacion y maduracion.

Los resultados anteriores demuestran que es factible una
clarificacion espontanea del vino de naranja durante el periodo de
maduracion. Este fendmeno natural evitaria tener que llevar a cabo algin
otro procedimiento de clarificacion inducida, ya sea mediante el
agregado de agentes clarificantes, o bien mediante filtracion. Sin
embargo, la clarifiacion espontdnea del vino de naranja embotellado
presenta el inconveniente de la formacion de un sedimento en la botella,
con la consiguente pérdida en el aspecto del producto. Esta circunstancia
origina dos alternativas: a) recurrir a la clarificacion inducida previo al
embotellado, o b) aprovechar el fenémeno de clarificacion espontanea en
botella para incluirlo como etapa en la elaboracion de una bebida
espumante por fermentaciéon secundaria. Ambas alternativas seran
motivo de estudios posteriores.

2.3.2.2.- Ensayo de comportamiento en estufa.

En este ensayo todos los vinos de naranja exhibieron idéntico
aspecto, al los que se observaron en el ensayo anterior. Es decir, aquellos
que presentaron un aspecto velado hacia el final del periodo de
permanencia al aire a temperatura ambiente, se comportaron de igual
forma cuando se incubaron aerdobicamente a 30°C y los que se
describieron como limpidos, con la presencia o no de depdsito, también
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mostraron las mismas caracteristicas al permanecer a mayor temperatura
aun en periodos mas cortos.

2.3.2.3.- Indice de amarronado.

La diferencia mas notoria se vio en el color, ya que los vinos que
permanecieron 20 dias a 30°C sufrieron un oscurecimiento mas marcado
que los que lo hicieron durante el mismo periodo, pero a temperatura
ambiente (no superior a 20°C y en algunos dias muy por debajo de este
valor). Esto se percibi6 en forma visual y se corrobord por la medida de
indice de amarronado que arrojo valores medios de A4 = 0,400 para
vinos de mosto de jugo pasteurizado y Aszo = 0,350 para vinos de mosto
de jugo natural (Fig. 2.3.7).

De acuerdo a Selli ef al. (2002), estos indices se ven afectados no
solo por el tiempo de almacenamiento sino por el color del envase que
permite la transmision de luz de baja longitud de onda por ende de alta
energia que favorecen reacciones quimicas de oscurecimiento, tal como
la oxidacion del 4cido ascorbico. Es de hacer notar que el ensayo se hizo
en aerobiosis lo cual potencia estas reacciones.

Teniendo en cuenta los resultados de ambos ensayos se podria
concluir que la inestabilidad de los vinos fue de caracter
predominantemente fisicoquimico debido a los componentes de los
mostos y sustancias que se formaron durante la fermentacion alcoholica,
que en algunos casos precipitaron y otros experimentaron oxidaciones,
procesos que se aceleraron e intensificaron con el aumento de
temperatura.
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Figura 2.3.7.- Diferencias en el color de los vinos de naranja
segun la temperatura de ensayo de estabilidad.1) 30 °C PSc 3,5-20 ,2) Temp.
amb. PSc 3,5-20, 3) Temp. amb. Sc 3,5-20 4) 30 °C Sc3,5-20.

En cuanto a las alteraciones microbiologicas, solo se detectaron
aquellas debidas a la presencia de levaduras, que en esta etapa del
proceso si no se eliminan ellas y los componentes derivados de las
mismas, constituirdn un serio problema en etapas posteriores, por lo cual
se hace necesario prever un buen sistema de clarificacion y filtracion
como parte del proceso de fabricacion de vinos de naranja. Lo ideal es
hacer un encolado, seguido del filtrado para asegurar la limpidez y
estabilidad (Aleixandre, 1999).
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3.1.- INTRODUCCION

Una de las técnicas mas eficientes para el analisis de los procesos
es la aplicacion de un disefio estadistico experimental. Esta metodologia
tiene la particularidad de determinar la influencia e importancia de los
parametros estudiados y las interacciones entre estos con un minimo de
ensayos. Esto ultimo contrasta con la metodologia clésica , que consiste
en hacer variar cada factor manteniendo los demas constantes, lo cual
conduce por una parte a un nimero considerable de experiencias y por
otra a ignorar la interaccidbn que pudiera existir entre los factores
considerados (Dreyer et al., 2000).

A los efectos de analizar el comportamiento de las dos levaduras
usadas en la vinificacion de mosto de jugo de naranja, frente a las
variables del proceso, temperatura de fermentacion (10°C y 20°C), pH
(3,5 y 4,0), temperatura de maduracién (10°C y 20°C) y tipo de mosto
(Jugo natural y jugo pasteurizado) se aplico un disefio experimental
estadistico del tipo factorial equilibrado 2¥, resultando 16 ensayos para
cada in6culo.

Este diseno permite estudiar la influencia de las variables de
proceso de vinificacion a los dos niveles mencionados, sobre el
comportamiento de S. cerevisiae y S. bayanus, determinar los efectos
simples de cada variable y sus interacciones.a los fines de obtener un
vino de naranja con una graduacion alcohodlica relativamente baja (no
mayor de 8 g/100 mL) y una concentracion de azicares remanentes que
lo tornen menos secos y con caracteristicas sapido-aromaticas agradables.



3.2. MATERIALES Y METODOS — CAPITULO 3 — TERCERA PARTE 196

3.2.- MATERIALES Y METODOS

Para los experimentos se aplico un Disefio Estadistico
Experimental (factorial completo del tipo 2¥) (Saderra i Jorba, 1993)
considerando dos temperaturas de trabajo (18°C-20°C de un ambiente en
subsuelo y 10°C de una cdmara fria) (Vogt, 1972), dos pHs 3,3-3,4 (el
propio del jugo de naranja) y 4,0 (obtenido por ajuste con solucion
alcalina), los dos cultivos microbianos y dos temperaturas de maduracion
(10°C y 20°C). Este disefio origin6 16 ensayos por cada mosto. Las
respuestas  estudiadas fueron, produccion de etanol, glicerol,
acetaldehido, acetato de etilo y el consumo de gltucidos.

Los datos experimentales se analizaron con el paquete estadistico
Statgraphics Plus version 3.0.
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3.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

Para la aplicacion del disefio factorial se usaron como respuesta,
la produccién de etanol, glicerol, acetaldehido, acetato de etilo y el
consumo de glicidos.

Segun la ecuacion de Gay- Lussac la fermentacion alcoholica
procede asi:

C6H1206 — 2 CH3-CH20H +2 C02

Sin embargo, no todas las moléculas de glucosa son
transformadas de esa manera ya que la fermentacion gliceropiruvica
degrada un cierto nimero de ellas como indica la ecuacion de Netiiberg:

C6H1206 — CHQOH-CHOH-CH on + CH3-CO-COOH

El acido piravico es descarboxilado a acetaldehido el cual puede
no experimentar la reduccién a etanol siendo el origen de diferentes
productos secundarios tal como el acetato de etilo.

Por esta razon para analizar el comportamiento de los cultivos se
seleccionaron como respuesta el consumo de azlcar y la produccion de
los metabolitos mencionados, a través del disefio experimental.

En las Tablas 3.3.1 y 3.3.2 se muestran las Matrices de disefio del
modelo y las respuestas de los 16 ensayos con cada una de las levaduras.
Para cada respuesta se realizd el ensayo de ANOVA con un nivel de
confianza del 95 %.

Las levaduras utilizan los azucares fermentescibles
metabolizandolos por la ruta glicolitica EMP, hasta piruvato. Bajo
condiciones anaerobicas las levaduras descarboxilan el piruvato en una
reaccion catalizada por piruvato-descarboxilasa con produccion de
acetaldehido y CO,. La etapa final de la fermentacién alcohdlica es
catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa, ¢ involucra la reduccion
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por la coenzima NADH resultando la reduccion de acetaldehido a etanol.

Tabla 3.3.1: Matriz de disefio para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Ensayos T° C Ferm. pH T°C Mad. Mosto Etanol Glicerol Acetaldehido  Ac. de Etilo Az.Tot.

Vinos (g/100mL) (g/L) (mg/L) (mg/L) (g/100mL)
PSc-4-10-10 -1 1 -1 1 7,60 5,02 28,12 23,68 1,640
Sc-4-10-20 -1 1 1 -1 6,80 5,46 33,47 33,69 0,510
PSc-3,5-20-20 1 -1 1 1 8,80 4,54 49,80 18,14 1,080
Sc-4-20-10 1 1 -1 -1 7,03 4,79 45,45 20,91 0,190
Sc-4-10-10 -1 1 -1 -1 8,10 5,53 34,75 34,14 0,560
PSc-4-10-20 -1 1 1 1 7,60 4,81 46,26 24,65 1,620
PSc-4-20-20 1 1 1 1 8,30 4,98 35,05 15,59 0,046
PSc-3,5-20-10 1 -1 -1 1 8,63 7,52 45,38 17,10 1,080
PSc-3,5-10-20 -1 -1 1 1 6,57 4,96 32,86 25,05 1,140
Sc-4-20-20 1 1 1 -1 7,01 4,78 35,58 21,22 0,130
Sc-3,5-20-20 1 -1 1 -1 6,90 5,78 55,14 35,27 0,189
Sc-3,5-10-10 -1 -1 -1 -1 5,99 4,93 27,23 8,97 0,260
Sc-3,5-10-20 -1 -1 1 -1 6,21 3,99 44,66 28,07 0,250
PSc-4-20-10 1 1 -1 1 9,64 5,53 53,98 20,95 0,046
Sc-3,5-20-10 1 -1 -1 -1 7,03 5,01 50,96 27,90 0,218
PSc-3,5-10-10 -1 -1 -1 1 7,89 4,71 41,02 25,19 1,210

Tabla 3.3.2.: Matriz de disefio para vinos elaborados con S. bayanus.

Ensayos T° C Ferm. pH T°C Mad. Mosto Etanol Glicerol  Acetaldehido Ac.de Etilo  AzTot.
Vinos (g/100ml) (g/l) (mg/1) (mg/1) (g/100ml)
PSb-4-10-10 -1 1 -1 1 9,24 5,55 52,61 28,23 0,570
Sb-4-10-20 -1 1 1 -1 8,02 5,75 43,66 24,92 0,260)
PSb-3,5-20-20 1 -1 1 1 8,53 4,37 32,32 14,37 0,370,
Sb-4-20-10 1 1 -1 -1 9,08 6,27 41,61 19,27 0,250
Sb-4-10-10 -1 1 -1 -1 8,43 5,64 35,99 23,80 0,260,
PSb-4-10-20 -1 1 1 1 8,91 5,59 51,83 24,05 0,570
PSb-4-20-20 1 1 1 1 10,02 5,51 44,49 23,31 0,110,
PSb-3,5-20-10 1 -1 -1 1 9,06 6,48 38,07 23,30 0,370,
PSb-3,5-10-20 -1 -1 1 1 8,94 7,50 44,46 28,28 0,380
Sb-4-20-20 1 1 1 -1 7,94 6,14 29,05 21,63 0,250,
Sb-3,5-20-20 1 -1 1 -1 8,04 5,03 38,24 27,24 0,260
Sb-3,5-10-10 -1 -1 -1 -1 8,05 5,74 42,08 29,77 0,510
Sb-3,5-10-20 -1 -1 1 -1 7,16 3,81 35,78 23,16 0,500,
PSb-4-20-10 1 1 -1 1 10,10 6,12 39,73 12,77 0,100
Sb-3,5-20-10 1 -1 -1 -1 8,58 5,50 43,90 24,31 0,240,
PSb-3,5-10-10 -1 -1 -1 1 9,58 5,53 41,62 28,90 0,420,
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Todas estas reacciones dependen de efectores externos tales
como, pH, temperatura, a,, Ep, nutrientes etc. y de efectores internos que
estan gobernados por la dotacidén genética del microorganismo.En este
estudio, se consideraron solo dos de los efectores externos.

En el diagrama de Pareto (Figura 3.3.1) se muestra el efecto de las
variables y sus interacciones cuando los ensayos de fermentacion se
llevaron a cabo usando como indculo S. cerevisiae. En este caso la
respuesta considerada fue la concentracion residual de azicares
totales.
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Figura 3.3.1.: Diagrama de Pareto de la respuesta azucares totales
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Se observa que los efectos mas importantes se deben al mosto y a
la temperatura de fermentacion, siendo los que manifestaron, segun el
ANOVA significancia estadistica (a= 0,05). El coeficiente R” para esta
respuesta fue de 99,99 %.

Es pertinente aclarar que el signo que presenta el coeficiente de la
temperatura de fermentacion es negativo, lo que estaria indicando que
para obtener un vino mas dulce se debe trabajar a los niveles mas bajos
de esta variable.

Las interacciones: temperatura de fermentacion/pH y temperatura
de fermentacion/mosto también tienen coeficientes negativos y son
estadisticamente significativos (Figuras 3.3.2 y 3.3.3).
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A= Totales

Figura 3.3.2. Interaccion Temperatura de fermentacion /pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Por lo que se deduce que para obtener vinos mas dulces estas
variables deben ser consideradas en su conjunto, siendo las
combinaciones mas favorables, menor temperatura de
fermentacion/mayor pH y menor temperatura de fermentacion utilizando

mosto de jugo pasteurizado.

Az Totales

Figura 3.3.3.- Interaccion Temperatura de fermentacion/Mosto
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Cuando el proceso fermentativo se desarrolld usando como
inéculo S .bayanus, la variable que mas influyé sobre la concentracion
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residual de azlicares totales fue también la temperatura de fermentacion,

y a diferencia de S. cerevisiae, el pH contribuy6 sobre esta respuesta
(Figura 3.3.4).

A:Tavp. fom | | !
eew 1 . . . :
a0 [ 1 : : ! !
a2 1 L L L !

D Mosta | X : i i
ep [ ] | | : : :
ac T 77 (b . iy . :
o ] : : : : : :

=TT T T=-==== T—===-- r===== re==== = ====" 1

B[] : : : : : :
CTempmad [| L [ . . . :
0 0.5 1 15 2 a5 3

Figura 3.3.4.- Diagrama de Pareto de la respuesta azlcares totales
para vinos elaborados con S. bayanus.

Del analisis de los resultados se podria deducir que los efectos de
las variable y sus interacciones si bien son en su mayoria de igual signo
para ambas levaduras, en el caso de S. bayanus los valores absolutos son
mas pequefios lo que estaria indicando que la influencia sobre la
concentracion residual de azucares totales es mucho mas atenuada
(Figura 3.3.5).

El anélisis de ANOVA arroj6 valores probabilisticos, P<0,05 para
todos los efectos.
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Figura 3.3.5.- Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. bayanus.

Cuando la respuesta considerada es el alcohol etilico el diagrama
de Pareto muestra que cuando se trabajo con S. cerevisiae la mayor
influencia se debido a las variables, tipo de mosto, temperatura de
fermentacion y su interaccion (Figura 3.3.6).
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Figura 3.3.6.: Diagrama de Pareto de la respuesta etanol
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

El signo de los coeficientes para las variables principales y la



3.3. RESULTADOS Y DISCUSION — CAPITULO 3 — TERCERA PARTE 203

interaccion de mayor valor absoluto es positivo por lo cual para obtener
una mayor concentracion de etanol es mas favorable trabajar con mosto
de jugo pasteurizado y llevar a cabo la fermentacion a 20°C (Figura 3.3.7

y 3.3.8).

Aleohal Etilico

Figura 3.3.7.- Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Si se considera la interaccion temperatura de fermentacion/pH
(Figura 3.3.8) para mantener el tipo de mosto y el nivel de temperatura de
fermentacion anteriormente senalada, se deberd trabajar a pH: 3,5.
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Figura 3.3.8.- Interaccion Temperatura de fermentacion/Mosto
para vinos elaborados con S. cerevisiae.
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El ensayo estadistico indic6 que ninguna de las wvariables
estudiadas y sus interacciones afectaron significativamente (a=0,05) esta
respuesta. El coeficiente R fue de 91,74 %.

Cuando la fermentacion se realizd6 usando como inoculo S.
bayanus y la respuesta considerada para el disefio experimental fue la
concentracion de alcohol etilico, las variables principales son las que mas
influyeron sobre la misma (Figura 3.3.9).
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Figura 3.3.9.- Diagrama de Pareto de la respuesta etanol para vinos elaborados
con S. bayanus.

El coeficiente de mayor valor absoluto correspondié al tipo de
mosto y el signo fue positivo al igual que el pH y la temperatura de
fermentacion, esto indicaria que para obtener mayor concentracion
alcoholica se debe utilizar mosto de jugo pasteurizado, temperatura de
fermentacion de 20°C y pH 4,0.

Las interacciones fueron las que menos contribuyeron a la
optimizacion de la respuesta, sin embargo la correspondiente a
temperatura de fermentacion/pH alcanzo un valor absoluto similar a la
correspondiente a S. cerevisiae pero de signo positivo (Figura 3.3.10).

Estadisticamente ninglin efecto resultd significativo ya que el
probabilistico P siempre fue > 0,05. R en este caso fue de 99,02 %.
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Alrohol Etilica

Figura 3.3.10. Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. bayanus.

El analisis precedente evidencid que la menor temperatura de
fermentacion, afectd a la cinética de consumo de azucar y por ende de la
produccion de alcohol, hecho que esta en un todo de acuerdo teniendo en
cuenta la ecuaciéon de Arrhenius (k = A x ¢ =RT) que relaciona la
velocidad de reaccion con la temperatura.

El efecto del pH sobre ambas levaduras demostré que S.
cerevisiae (autdctona) puede completar mejor la fermentacion al pH
natural del jugo.

Por otra parte la interaccion de los factores ejercid6 mayor
influencia sobre la levadura autoctona que sobre la comercial.

Después del etanol y el CO, uno de los productos
cuantitativamente mas importantes de la fermentacion alcohdlica es el
glicerol. Niveles variables (generalmente en el rango de 2 a 10 g/L) de
glicerol son formados en el vino dependiendo de la especie de levadura y
de las condiciones de fermentacion, por ejemplo aumenta con la
temperatura de fermentacién (Ough, 1996).

Si la respuesta considerada es la concentracion final de glicerol el
diagrama de Pareto muestra que para S. cerevisiae, la interaccion
temperatura de fermentacion/pH fue la que ejerci6 mayor influencia
(Figura 3.3.11).

Esta interaccion fue negativa, lo que significa que para fermentar
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a 10°C el mosto deberia tener un pH 4 para obtener la concentracion
adecuada de glicerol y mantener una relacion equilibrada con el etanol, lo
que se puede observar en la Figura 3.3.12
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Figura 3.3.11.- Diagrama de Pareto de la respuesta glicerol
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Crheerol

Figura 3.3.12.- Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Otras de las interacciones es temperatura de maduracion/pH,
Figura 3.3.13.
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Clice nol

Figura 3.3.13. Interaccion Temperatura de maduracion/pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

El valor mayor de la respuesta se obtuvo fermentando a pH 4 y
madurando a 20°C.

El analisis estadistico no sefiald significancia para ningun efecto y
el valor de R? fue de 85,43 %.

En el caso de la fermentacion con S. bayanus la formacion de
glicerol se vio afectada principalmente por las interacciones pH/mosto,
temperatura de fermentacion/mosto, y temperatura de
fermentacion/temperatura de maduracion, (Figura 3.3.14).

ED | | R . ;

1 1 1 1 1

o 1. - . - -

E SIS it [FoSSon ISR 1

A 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1

L Termp mad 1 1 1 1 1
E SEITEE LT REEEE [FeSSon isEEEEE 1

D:Mlosto 1 1 1 1 1
AR | | | | |

e ———m———-- F==—— -——— == === 1

EpH 1 1 | 1 1

BC . | | | | |

v ] R HE T R F :

1 1 1 1 1 1

A Temp fimm -:|------l _____ :_ _____ :- _____ :- _____ : ______ :
1] 05 1 15 2 2.5 K]

Figura 3.3.14.: Diagrama de Pareto de la respuesta Glicerol
para vinos elaborados con S. bayanus.
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Como se observa el valor absoluto de las interacciones es
relativamente pequefio y el signo de los coeficientes es negativo (Figura
3.3.15) y estadisticamente no son significativas.
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Figura 3.3.15. Interaccion pH/Mosto para vinos elaborados con S. bayanus.

Para lograr una mayor concentracion de glicerol se deberia
vinificar mosto de jugo pasteurizado a 10°C ajustando el pH a 3,5 y
almacenar para su maduracion a 20°C (Figura 3.3.16).
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Figura 3.3.16. Interaccion Temperatura de fermentacion/Temperatura de

maduracion
para vinos elaborados con S. bayanus.
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El valor de R* que explica la variabilidad de este parametro para
el modelo de diseno seleccionado fue de 84,26 %.

En ambos cultivos se manifestd el efecto de la temperatura de
fermentacion sobre la produccion de glicerol y nuevamente fue S.
cerevisiae la méas susceptible a los cambios en las variables del proceso.

El acetaldehido se forma durante la fermentacién alcohodlica por
descarboxilacion del piruvato que constituye el eslabon final de la
glicdlisis, gracias a la actividad de la enzima piruvato descarboxilasa. La
oxidacion de alcoholes o la descarboxilacion de otros cetodcidos también
pueden conducir a la formacion de aldehidos

La acumulaciéon de acetaldehido durante la fermentacion con S.
cerevisiae se vio afectada principalmente por la temperatura de
fermentacion. El aumento de esta variable elevo la concentracion de este
metabolito intermedio (Figura 3.3.17).

Las interacciones consideradas de mayor relevancia son las
representadas en las Figuras 3.3.18, 3.3.19, 3.3.20 y 3.3.21.

BPH [ | T i ______
[ 1 |

EC
ED
ev ]
L]
CoTarpmad ||
[]

L:Mosto

Figura 3.3.17.: Diagrama de Pareto de la respuesta Acetaldehido
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Cabe senalar que todas tienen coeficiente negativo y que
estadisticamente no resultaron significativas.

Considerando que la concentracion de acetaldehido debe
mantenerse relativamente baja para no afectar las propiedades sapido
aromaticas del vino, y en funcién de que el aumento de temperatura de
fermentacion eleva los niveles de este metabolito se hace necesario
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trabajar a baja temperatura y pH 4 (Figura 3.3.18).

Aoe taldehido

Figura 3.3.18. Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Figura 3.3.19. Interaccion pH/Temperatura de maduraciéon
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

No obstante, dado que la interaccion entre la temperatura de
maduracion y la de fermentacion tienen coeficiente negativo, de fijarse

las condiciones anteriores, se deberia madurar a 20°C, pero en este caso
el pH elegido deberia ser 3.5.

Los valores del probabilistico P del ensayo de ANOVA en ninglin
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caso dieron valores menores a 0,05. El coeficiente R* es igual a 84,72 %.

Acetaldehudo

Teamp mad

Figura 3.3.20. Interaccion Temperatura de fermentacion/Temperatura de
maduracion
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Analizando los vinos de naranja obtenidos mediante fermentacion
con S. bayanus se observo que las variables del proceso, influyeron sobre
la concentracion final de acetaldehido de manera diferente a como lo
hicieron cuando se uso S. cerevisiae.
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Figura 3.3.21.: Diagrama de Pareto de la respuesta Acetaldehido
para vinos elaborados con S. bayanus.
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En este caso la mayor influencia sobre la concentracion de
acetaldehido se debid a la interaccion, de coeficiente positivo, de las
variables pH/tipo de mosto (Figura 3.3.22).

Acetaldehido

Figura 3.3.22. Interaccion pH/Mosto para vinos elaborados con S. bayanus.

Sin embargo el efecto de la temperatura de fermentacion
manifestd, en valor absoluto, una influencia similar a cuando se uso S.
cerevisiae pero de signo negativo

Teniendo en cuenta la contribucion de las variables y sus
interacciones  para esta levadura, las menores concentraciones de
acetaldehido se lograrian usando un mosto de jugo natural, pH 4,0,

temperatura de fermentacion 20°C y una maduracion a 10°C (Figuras
3.3.23y3.3.24).

El modelo para las variables y sus respectivos niveles
seleccionados explica el 86,84 % de la variabilidad del acetaldehido de
los vinos de naranja cuando el inoculo fue de S. bayanus.
Estadisticamente ninglin efecto tiene significancia.
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B cetaldehido

Figura 3.3.23. Interaccion Temperatura de fermentacion/Mosto
para vinos elaborados con S. bayanus.

& retaldehido

Figura 3.3.24. Interaccion Temperatura de fermentacion/Temperatura de
maduracion
para vinos elaborados con S. bayanus.

La mayoria de los ésteres volatiles se forman durante la
fermentacion, sin embargo los acidos organicos no volatiles se forman
lentamente con el tiempo. Alcanzar el equilibrio requiere de un tiempo
mas o menos largo de maduracion (Ough, 1996).

De los ésteres formados durante la vinificacion el acetato de etilo
es el que juega un rol minimo comparado con otros ésteres de acidos
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grasos, sobre el aroma afrutado de los vinos (Sudrez, 1997).

El éster acético (acetato de etilo), se presenta en los vinos no
alterados en cantidades muy pequenas, mientras que en los vinos picados
se presentan en grandes cantidades (Vogt, 1971).

El acido acético y posteriormente el acetato de etilo, son
producidos mayoritariamente por levaduras apiculadas que estan
presentes en los vinos de fermentacion espontdnea. En los vinos
obtenidos con cultivos puros de levadura, su contenido es menor, sobre
todo cuando se trabaja con jugos de naranja pasteurizado.

El acetato de etilo es el principal éster producido en los vinos
pero su influencia sobre la calidad de los mismos es desfavorable ya que
es el mayor indicador de la acescencia del producto.
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Figura 3.3.25.: Diagrama de Pareto de la respuesta Acetato de Etilo
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

En el caso de los vinos obtenidos con S. cerevisiae se pudo
observar que dentro de las variables principales la Gnica que intervino en
mayor valor fue el tipo de mosto (Figura 3.3.25).

Los factores que mas influyeron sobre su produccion fueron los
efectos combinados de temperatura de fermentacion/pH, pH/temperatura
de maduracion, temperatura de maduracion/mosto; todas con coeficientes
negativos tal como se puede observar en las Figuras 3.3.26, 3.3.27, y
3.3.28.

Para minimizar la produccion de este metabolito las condiciones
de trabajo deberian ser por ejemplo:
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e Baja temperatura de fermentacién, menor nivel de pH (Figura
3.3.26).

Ecetato de Etilo

Temperatura de fermentarion

Figura 3.3.26. Interaccion Temperatura de fermentacion/pH
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

e Baja temperatura de fermentacion, mosto de jugo natural
(Figura 3.3.27).

Acetato de Etilo

Figura 3.3.27. Interaccion Temperatura de maduraciéon/Mosto
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

e Bajo nivel de pH, menor temperatura de maduracion (Figura
3.3.28)
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Breetato de Etilo

Figura 3.3.28. Interaccion pH/Temperatura de maduracion
para vinos elaborados con S. cerevisiae.

Los valores del probabilistico P se ubicaron por encima de 0,05
para todas las variables y sus interacciones lo cual indica que no influyen
significativamente con un 95 % de confianza sobre la variabilidad de la
respuesta. El modelo explica el 96,72 % de la variabilidad.

Usando S. bayanus para la elaboracion de vino citricos se
observaron diferencias respecto a la produccion de acetato de etilo en las

distintas condiciones ensayadas tal como se muestra en el diagrama de
Pareto (Figura 3.3.29).

Las variables de madas influencia fueron la temperatura de
fermentacion y el pH, seguidas de las interacciones temperatura de
fermentacion/mosto, pH/temperatura de maduracion y temperatura de
maduracidon/temperatura de fermentacion (Figura 3.3.30 y 3.3.31).
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Figura 3.3.29: Diagrama de Pareto de la respuesta Acetato de Etilo
para vinos elaborados con S. bayanus.

Analizando los resultados del disefio podria deducirse que para
que la produccion de acetato de etilo sea minima, cuando se inocula con
S. bayanus, las condiciones de trabajo deberian ser: mosto pasteurizado,
pH 4,0, temperatura de fermentacion 20°C y temperatura de maduracion

10°C.
oy
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Figura 3.3.30. Interaccion Temperatura de fermentacion/Mosto
para vinos elaborados con S. bayanus.
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Tampoco en este caso se verificaron diferencias significativas
para el analisis de ANOVA (a=0,05) y el R* fue de 75,24 %.

Acetato de Etilo

Temp Mad.

Figura 3.3.31. Interaccion pH/Temperatura de maduracion
para vinos elaborados con S. bayanus.
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Los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo,
relacionados a los objetivos planteados al inicio del mismo, permiten
alcanzar las siguientes conclusiones generales:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El estudio ecoldgico de la poblacion microbiana de los
jugos de las diferentes variedades de naranjas mostro
una amplia gama de microorganismos en cantidades
crecientes tanto en numero como en diversidad, con el
avance de la temporada de cosecha.

La flora epifitica de la céascara de naranja posee
relativamente pocos géneros de levaduras. La mayoria
de las levaduras aisladas a partir de jugo fresco fueron
clasificadas como pertenecientes a los géneros
Candida, Criptococcus, Kloeckera, Trichosporum 'y
Rhodotorula.

Los resultados obtenidos en los ensayos tecnologicos
muestran que a priori ninguna de las levaduras aisladas
del jugo fresco podria ser utilizada en forma de cultivo
puro en la elaboracion de vino de naranja.

En el jugo fermentado, tanto sin como con el agregado
de sacarosa, se observo una evolucion en la flora
levaduriforme con el tiempo de fermentacidén, con
predominancia de Kloeckera al inicio, de Candida en la
etapa tumultuosa y de S. cerevisiae al final de la
fermentacion.

S. cerevisiae aislada de jugo fermentado posee buenas
propiedades vinicas utilizdndose en la elaboracion del
vino de naranja.

Tanto la levadura comercial (S. bayanus) como la
autoctona (S. cerevisiae) se adaptaron para crecer
adecuadamente en los mostos preparados a partir de los
jugos de naranja natural, pasteurizado y concentrado
reconstituido.

La levadura autdctona S. cerevisiae requiere las
vitaminas  ensayadas (Pantotenato de Calcio,



8)

9)

10)

11)

12)

a)

b)
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Piridoxina, Tiamina y Biotina) para crecer
adecuadamente en condicones aerdbicas en sistema
batch. En cambio, no es auxotrofa para Niacina, Acido
Foélico, PABA e Inositol.

De los dos sistemas de cultivo utilizados (batch y fed
batch) para obtener biomasa de S. cerevisiae, el que
mostré mejores rendimientos fue el de fed batch, lo
cual prueba que esta levadura presenta efecto Crabtree

().
La levadura autoctona manifestd poseer adecuadas

cualidades higiénicas para su utilizaciéon en un producto
alimenticio.

El avance de la fermentacion alcoholica, hasta el primer
trasiego de los vinos de naranja, demostré diferencias
en las cinéticas de fermentacion de ambas levaduras, en
los distintos mostos y a diferentes pHs y temperaturas.

Se verifico que en la escala de trabajo usada en estas
vinificaciones (damajuanas de 30 L), no se produce un
incremento de temperatura que origine ralentizacion o
parada de la fermentacion.

Ambas levaduras presentan diferencias en cuanto a la
evolucion de algunos pardmetros fisicoquimicos
considerados de interés en la vinificacion, ya sea por
sus caracteristicas nutricionales y/o sensoriales, a saber:

S. bayanus, en todas las condiciones de trabajo
consume casi la totalidad de los azlcares en el primer
periodo, en cambio S. cerevisiae mostr6 mayor
lentitud.

Los vinos obtenidos con S. bayanus dan mayor
graduacion alcohdlica, especialmente cuando se
trabaja a pH 4.

El Nitrogeno aminico de los mostos de jugo natural y
pasteurizado se consume casi completamente por
ambas levaduras durante la primera etapa de
vinificacion. No sucede lo mismo con el mosto de jugo
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concentrado reconstituido.

d) El contenido de acido citrico experimenta una
tendencia a aumentar desde le momento de la
inoculacion (con cada levadura) hasta el primer
trasiego, especialmente a pH 3,5, independientemente
de los otros efectores externos. A partir de este
momento y hasta la obtencién del vino joven se
observa un descenso en su concentracion,
fundamentalmente a pH 4 y 20°C.

e) La evolucion en el contenido de 4cidos madlico y
quinico es completamente aleatoria para ambas
levaduras en las distintas condiciones de vinificacion.

f) La acidez titulable (expresada en % de acido citrico
anhidro) sigue la tendencia de la concentracion de este
acido en la vinificacion con ambas levaduras. Sin
embargo, y como era de esperar, se distingue una
disminucién en la primera etapa a pH 4.

g) La concentracion de acido ascorbico presenta un ligero
descenso durante las distintas etapas de vinificacion
con las dos levaduras utilizadas tanto sobre mosto de
jugo natural como pasteurizado. En el mosto de jugo
concentrado reconstituido, después del primer trasiego,
se registra un aumento en la concentracion de acido
ascorbico.

h) La concentracion de carotenoides y de hesperidina, en
todas las condiciones de vinificacion, experimenta una
disminucién en la primera etapa, manteniéndose luego
constante. Igual comportamiento se registra en los
aceites esenciales, con la excepcion de los vinos
obtenidos con mosto de jugo concentrado
reconstituido.

13) Las evaluaciones microbioldgicas de los diferentes
vinos, demuestran que:

a) S. bayanus alcanza mayor recuento que S. cerevisiae,
especialmente en los vinos elaborados con mosto de
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jugo natural en las diferentes condiciones de pH y
temperatura.

b) No se detectan contaminaciones bacterianas y las
levaduras non-Saccharomyces son escasas.

c) El recuento de Saccharomyces en los vinos obtenidos
de mosto de jugo concentrado reconstituido es escaso
aun después del primer trasiego concordando con la
parada de fermentacion. Ademas, se observa la
presencia de Leuconostoc mesenteroides y Acetobacter

sp.

14) Los ensayos de estabilidad muestran que la misma esta
influenciada  predominantemente = por  factores
fisicoquimicos.

15) Los ensayos de maduracion durante 120 dias, a 10°C y

20°C, permiten concluir que la mayoria de los vinos de
naranja, tanto de mosto de jugo natural como
pasteurizado, y elaborados tanto con S. cerevisiae como
S. bayanus, presentan un balance equilibrado de los
componentes después del almacenamiento.

16) De la aplicacion del disefio estadistico experimental se
concluye que para obtener un vino de naranja con las
caracteristicas predeterminadas en este trabajo, es decir
con una graduacion alcoholica relativamente baja y una
concentracion de azucares remanentes que lo tornen
menos seco, se debe utilizar mosto de jugo de naranja
pasteurizado ajustado a pH 4. Si se inocula con S.
cerevisiae se debe llevar a cabo la fermentacion a 1 °C
con posterior almacenamiento a 20°C. En cambio, si se
inocula con S. bayanus tanto la temperatura de
fermentacion como de maduracion deberan ser 20°C.

A partir de los resultados obtenidos, y como continuacion
del trabajo iniciado, es necesario realizar otros ensayos, tales
como la fermentacion espontanea para seguir, en cada una de las
etapas del proceso, la microbiota presente e identificarla usando
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métodos de la Biologia Molecular y la caracterizacion de los
vinos de naranja usando esta metodologia. Ademas, dentro de los
analisis fisicoquimicos de los vinos se deberian incluir la
composicion de volatiles, tan importantes en las caracteristicas
aromaticas de los mismos.
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