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RESUMEN

En este trabajo, se disefid y probd a escala piloto un medio de cultivo a base de bagazo de
manzana como sustrato para la produccion industrial de biomasa de levaduras de vino nativas
Patagénicas convencionales y no convencionales. El bagazo de manzana se caracterizé
fisicoquimicamente y su potencial utilidad como componente de un medio de cultivo completo para
la produccién de biomasa de levadura se evalué en primer lugar utilizando disefios experimentales
factoriales. La influencia de la composicién del medio sobre los parametros de crecimiento de las
levaduras vinicas autoctonas de la Patagonia, se analizé mediante disefios Plackett-Burman y
compuesto central con metodologia de superficie de respuesta, comparando en cada ensayo el
bagazo de manzana con la melaza de cafia, el sustrato cominmente utilizado para la propagacion de
biomasa. Se formulé la composicién del medio de cultivo y se validaron los modelos. Seguidamente,
la composicion del medio de cultivo se optimiz6é en cultivos por lote a escala piloto (20 L)
ajustandose la fuente nitrogenada, el pH y la temperatura hasta obtener una conversiéon 6ptima del
sustrato en producto, en funcién del tiempo de fermentacién. La calidad microbiolégica de la
biomasa obtenida se evalué mediante métodos convencionales y sus propiedades tecnolégicas se
analizaron a escala industrial mediante vinificaciones guiadas utilizando la biomasa humeda
obtenida y dos iniciadores comerciales como controles. La cinética de la fermentacion, seguida por
evolucién de la densidad del mosto, fue éptima y capacidad de implantacién de las cepas, evaluada
mediante recuento de viables en un medio completo y discriminacién de las cepas por ADNm RFLP
utilizando la endonucleasa Hinf I, resulté del 100 %. Los vinos fueron analizados quimica y
sensorialmente y sometidos a una prueba de preferencia del consumidor con resultados
estadisticamente significativos y favorables. Finalmente, se realiz6 un estudio de factibilidad técnica
y economica del proyecto de produccién de levadura seca activa (LSA) teniendo en cuenta las
necesidades regionales, obteniéndose resultados favorables. Los resultados permiten concluir que
el bagazo de manzana constituye un sustrato ventajoso para la propagacién de levaduras
enolégicas, en particular las Crabtree positivas como Saccharomyces cerevisiae, tanto desde un
punto de vista nutricional, tecnolégico como econ6mico. Importancia e impacto del estudio: Este
trabajo propone transformar un material alternativo rico en carbono, generosamente disponible en
la region de la Patagonia y generado como desecho industrial, en un recursos energéticos sostenible,
econémicamente rentable y amigable con el medio ambiente destinado a la produccién de insumos
alimenticios que involucren levaduras. Adicionalmente el proyecto agregara valor a la produccion

vitivinicola local y permitira la sustitucién de insumos importados.
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ABSTRACT

A culture medium based on apple bagasse was designed and tested as a substrate for biomass
production of conventional and unconventional Patagonian native wine yeasts. The physicochemical
characterization of the apple bagasse/waste was carried out and its potential utility as a constituent
of a complete culture medium for the production of yeast biomass was firstly analysed using the
experimental statistical designs. Growth parameters of conventional and non-conventional
Patagonian wine yeasts were analysed with Plackett-Burman designs and response surface
methodology, comparing in each assay the apple bagasse substrate with the commonly used
substrate for biomass development, cane molasses. The composition of the culture medium was
formulated and models were validated. After this, culture medium composition was optimized at
pilot scale (20 L) in batch cultures where nitrogen source, pH and process temperature were
adjusting in order to obtain optimal substrate conversion into product. The biomass microbiological
quality was evaluated by conventional methods and its technological properties were assayed at
industrial scale through guided vinifications using wet biomass and two commercial starters as
controls. The kinetics of alcoholic fermentation were followed by density and implantation of the
strains by counting viable cells on agar plate agar and molecular analysis using ADNm RFLP and
Hinf 1 endonuclease. The wines were chemically analyzed and their oenological quality was
evaluated using a consumer preference test with statistically favorable results for them. Finally, the
technical and economic feasibility study of a project on active dry yeast production attending
regional needs was performed. The results allow to conclude that apple bagasse constitutes an
advantageous substrate for the propagation of enological yeasts from a nutritional, technological
and economic point of view. Significance and Impact of the Study: This work propose to
transform an alternate carbon-rich material, generously available in Patagonia region, originally
generated as fruit industrial waste, into a source of sustainable, economically profitable, and
environmentally friendly energy resource for the food supplies production that involving yeasts.
The project allows also to improve the local wine industry as well as imported products

substitution.
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NOMENCLATURA

% T, porcentaje de transmitancia
°Bmé, grados Baumé

°Bx, grados Brix

°GL, grado alcohdlico

A, maxima produccion de biomasa
abs, absorbancia

ADN, acido desoxirribonucleico
AMPC, adenosin monofosfato ciclico
ANOVA, andlisis de varianza

AP, 4cido pantoténico

AR, aztcares reductores

ARN, acido ribonucleico

ART, azucares reductores totales
ATP, adenosina trifosfato

aw, actividad acuosa

B, biotina

BA, BACOFER A (levadura comercial liquida)
BAL, bacterias del acido lactico

C, fuente carbonada

CA, concentracion del analito

CAA, Codigo Alimentario Argentino
CP 1, componente principal 1

CP 2, componente principal 2

CTT1, gen que codifica la enzima catalasa citoplasmatica
DAD, detector de arreglo de diodos
DCC, disefio de compuesto central
DE, desvié estandar

DEE, disefio estadistico experimental
DO, densidad o6ptica

DPB, disefio Plackett Burman

ely e2, autovector del andlisis de componentes principales

EBM, extracto de bagazo de manzana
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EBT, empresa de base tecnolégica

EDTA, 4cido etilendiaminotetraacético

ESFA, Agencia de Seguridad Alimentaria de la Uni6n Europea
F15, levadura comercial S. cerevisiae Laffort LSA

FA, fermentacion alcohdlica

FAF, fermentacion alcoholica final

FAI, fermentacidn alcohélica inicial

FAN, nitrégeno facilmente asimilable

FDA, Administracion Federal de Alimentos y Drogas

FML, fermentacion malolactica

GPY, glucose peptone yeast

GRAS, generalmente considerado como seguros

GRXs, gen que codifica el sistema de la glutarredoxina

H, humedad

HPLC, cromatografia liquida de alta eficacia

Hxt, transportadores de azucares en Saccharomyces cerevisiae
I, intensidad de luz

Iy, intensidad de luz inicial

INV, Instituto Nacional de Vitivinicultura

KLa, coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno

Ks, constante de saturacion

LSA, levadura seca activa

MSR, metodologia de superficie de respuesta

N, fuente nitrogenada

0D, oxigeno disuelto

OI1V, Oficina Internacional de la Uva y el Vino

P, piridoxina

P1025, caudal de aire 10 litro estandar por minuto, temperatura 25 °C para P. kudriavzevii
P1030, caudal de aire 10 litro estandar por minuto y 30 °C para P. kudriavzevii
P130, caudal de aire 1 litro estandar por minuto y 30 °C para P. kudriavzevii
pb, pares de bases

PCA, analisis de componentes principales

PCR, reaccién en cadena de la polimerasa
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Pk 15, Pichia kudriavzevii 15

PKA, proteina quinasa A

PT, polifenoles totales

Px, productividad volumétrica de biomasa

Q, caudal de aire

QPS, presuncién de seguridad calificada

RCB, relacion Costo- Beneficio

rh, potencial de éxido reduccién

ROS, especies reactivas del oxigeno

RS, superficie de respuesta

S, concentracion de sustrato

SDS, dodecil sulfato sédico

S1025, caudal de aire 10, temperaturay 25 °C para S. cerevisiae
S1030, caudal de aire 10 litro estandar por minuto y 30 °C para S. cerevisiae
S130, caudal de aire 1 litro estdndar por minuto y 30 °C para S. cerevisiae
Sc F8, Saccharomyces cerevisiae F8

SIP, esterilizable en el lugar

SLPM, litro estandar por minuto

SOD1 y SOD2, gen que codifica la enzima superdxido dismutasas
T, temperatura

TAE, tris Acetato EDTA

Ti, tiamina

TIR, Tasa Interna de Retorno

TMRA, Tasa Minima de Rendimiento Aceptable

TRX2, gen que codifica el sistema de la tioredoxina

UFC, unidades formadoras de colonia

VAN, Valor Actual Neto

VVM, volumen de aire por volumen de medio por minuto
YEPD, extracto de levadura, peptona y dextrosa

Yx/s, rendimientos de biomasa

A, extension de la fase lag de crecimiento

Umax, maxima velocidad de crecimiento especifico

IX



INDICE

PREFACIO ettt et e eeeeeeeee et eee e e st eee e eseseseesseeeeseeesessesaesseneeesesseesesseseneeenee seeseseeseessesseneneeenseesesseneneeenessenns 11
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt et eeeeeseseseeeseeeseseesseaseseeesessssssssessss sesessseseesseseessastsesseseeesessssessesessseneessenes 11
RESUMEN ...ttt eetteeeteeee st tee st ees e eesseseeeeesesesessesesaeesessesses seseassessassenessensesseneetseesessenseesensnesen seaeessennasns e v
ABSTRACT oottt et et eeeeseeeeeseeeeeseeeeesaseeesaeseesseneasase e aeseeeses et sea et een s eesensesseneesenseseenentsenenssenseneneeensesseem \Y
FIRMA DE LAS DIRECTORAS ....eee ettt et eeeeeeeeeeseeeseseeesesess s esssesasssessessesses et sessesseeessensessesess eeesensnesensssse VI
NOMENCLATURA ... ettt et ee et eee e eeeeeeeeeee et eeeessee et seaseesenseesesseesenseseenessesssesesensseseessensessenaes seeeessesmennsnees VII
INDICE . ettt et et et ee et eeereeaeeee e eeeee seaeeeeeeasseeeeseeeseeseneeeseneeeeeeeeeaesaeeeeneeseseeeeeeeeneeeeeeneseeeeeeeeeenens X

Capitulo 1
Introduccion General, Fundamentaciéon y Objetivos

5 T 11200 ) 06603 (0] NPT 2
1.2 ENOLOGIA. EL VINO Y SU ELABORACION ..ot erveetceectie s ceseeeestessstsssssssesssssrssns s sssmsesss s ensanssnsenes 3
720 S DA F=1 0 Yo ) ar=Tod U ) W e (=) N7 1 U YT 5
1.3 FERMENTACION ALCOHOLICA Y VINIFICACION .......oouoiueeeeeeeeeeeeceseesteseesessessessees seneesssss s sessnessnes 7
1.3.1 Ecologia de levaduras en las fermentaciones alcohdlicas eSpontaneas..........c.ooevs cerververereeneenenns 7
1.3.2 Levadura vinica Saccharomyces CEreviSiQe...........uuuuimiriiiaisirireeee et e s s 10
1.4 CONTROL MICROBIOLOGICO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA. CULTIVOS
INICIADORES . ... oot e et e e e e s eeeas sessas seesasesnsanes 13
1.4.1 Cultivos iniciadores mixtos. Levaduras non-Saccharomyces...........ccucceeccressvessinerneeseesessennens 19
1.5 PRODUCCION INDUSTRIAL DE LEVADURAS PARA USO ENOLOGICO (LSA)....cvvuverrereseeseerreerneene 22
1.5.1 Propagacion de las células de 1eVadura.......c..ccoeioeeieererenes s e e e e seeerees 23
R 0 O O 3 = o T =Y F= = PP 23
RS T00 B 1 N o) oo Tol Yo TSRO 24
B S T 51 1) o Y= Lot o) (Y- P TS TPRUPP 25
1.5.2 Deshidratacion de 1a DIOmasa........oicueiiiiiieiii ittt sr e sae e s sa sre e e s s sabee s sasbeees snes 26
1.6 FUNDAMENTACION .......comiieeeeetceteeseeeeeteeteeeseeseseesses st et enssesenssesanssnsansansssansssansanssssasssesstanssnsarsansansans 28
1.7 OBJETIVOS DEL TRABAJO ..ot cteees et etee st eea et te st e sae e st e aaesas e e ste e ete aenneesentes enseessraens 30
1.8 BIBLIOGRAFIA... oottt ittt ettt e e et e s s sh sbe e e s ab b e e abe e sabbeseabe e st abesen sabbes s eanbe e snnaes bes 31
Capitulo 2

Disefio y Formulacion del Medio de Cultivo
Bagazo de manzana como sustrato para la propagacion de biomasa de levaduras de vino

Patagonicas
2.1 INTRODUCCION......coeuviuueiriuressessesssssessssssssesssssessesssssessessesssssesssssesssssessssssssesssssessssssssssssssssssssemsssssssssans 43
2.2 MATERIALES Y METODOS......couevtctueiteitessessessessessessessessessessessesssssesssssessssssssesssssesssssessssssssssssssesasssnsans 45
2.2.1 MATERIA PRIMAL....coittiiit ittt st s e s s s eh s s e sh s b e e e e sraas e e 45
2.2.1.1 Bagaz0 d€ MANZANA.......ceeieerreriseeeeersie seeeeeeies e ess e st seess e s seessseesessreeae enses sheassesnes seenessasesnnessns 45
2.2.1.2 MELAZa. . ouiiiiiies s e e e s e s 45
2.2.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL BAGAZO DE MANZANA.......ccevvevvirereeereraess ene s 45
2.2.2.1 HUMEAA. .. .. it e e s e s e e e e 45
2.2.2.2  PH o R h R R ea she et eh sheer e e shesrens 46
2.2.2.3 Actividad aCUOSA (AW ..eeeuueerieerrieiesseerseres ettt et ettt s re e er e seesaeeesee st serees e ee e et e e seesaeeenres £enneeas 46
2.2.2.4 AIMNONIO ..ottt e e e e e b e et 46
2.2.2.5 Nitrogeno Facilmente Asimilable (FAN) ...t e e 46
2.2.2.6 POLIENOLES. ...ttt e e e e re e e e en s 46



2.2.2.7 Azucares Reductores Totales (ART) ..ottt et e et e s 46

2.2.3 EXTRACTO DE BAGAZO DE MANZANA (EBM)....coiiiiie et e s s e e e 47
2.2.4 MICROORGANISMOS.......oiiitiiirtirtineersee ettt st e saeses e e e e s e es s es s s et e eneaaese sne s enneannenens 47
2.2.4. 1 LBVAAULAS ... e eueieeeeeueaeeees et eet e e st sebees e sheeae esae s saeees e st 2aeees e seeeeseesneesbeaas£enses saees e e anesbe cennensnas 47
2.2.4.2 Banco de cepas de 1eVadUra.......ccoeeeireireineererseres e e e e e s e nn s e e e e 47
2.2.4.3 Reactivacion de las cepas de 1eVaduras........ccceuerienenirir e s e e e s e e 47
2.2.4.4 Determinacion del crecimiento microbiano..........ceceeririiiieienien i e 48
2.2.5 DISENO ESTADISTICO EXPERIMENTAL (DEE) ...c.vsviomeerrieeeeteeeeeteeeeeeesseeseeveesessesssssssseessessessnssenns 48
2.2.5.1 Modelo primario de crecimiento MiCrobian0.......c.cccrereermrmrreries e e e e e e 48
2.2.5.2 Disefio Plackett Burman (DPB).......ccccocoeiirirriiii e s e e e enr s e seeneennens 48
2.2.5.3 Disefio Compuesto Central (DCC).....cooeioereererrienin e eee s e e e e e s eeesre s sresreresress e 50
2.2.5.4 Validacion del MOAElo.......cuuierieiiiiiiis ittt e srsb e s e e e e eree e sae s 51
2.2.6 ANALISIS ESTADISTICO. . couetuueeeteeessseeseeeessesseeass et eesseesss et ssss s sssses st et ssesssesssssesesses e 51
2.3 RESULTADOS ... et eeee ettt st et ee s oo s s s s s es e st e e saeeae e nsees e sese s seene ereereeamenmrnsene e eemnennes 52
2.3.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL BAGAZO DE MANZANA........ccrmuurereemmiernenmserseesennenenen 52
2.3.2 DISENO Y OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO....cueueueueieie i eeiesieesas seveeesesssesseensseens e 53
2.3.2.1 Seleccidn de variables (DPB) ... e e e e e e e e e ennen 53
2.3.2.2 Optimizacion de las variables (DCC).....uuiiiirirrr e e e e s e s s sre e s eneenens 54
2.3.2.3 Validacion del MOAEl0.......cceuuiriiieiein ettt ettt st s ss e s e s e s e e 57
2.4 DISCUSION .....couuietteeuseeseesseeeseeessseesseesss et e sss s s 888 81 1888888 s et s st s 60
2.5 BIBLIOGRAFTA. ... oo ieuiet ettt set e st e sss e et s s 8 st b et 62

Capitulo 3

Produccion de Levaduras para Uso Enoloégico
Optimizacion del proceso de propagacion de la biomasa y evaluacion de su calidad

3.1 INTRODUGCCION ... .c.couetaeeseeesnsieseessseesseeesseesssessssessseesss st e st s s et s s s s es s et e et 67
3.2 MATERIALES Y METODOS........couuutvvummireeseseessneesseesessesssseessss sessss st st st sessss s st sss et sessses e 69
3.2.1 MICROORGANISMOS.....coieiuires e sieeeeeeeeesess e e e sreese eesess e ses e e sreseeseeseenseeneesennes sesesssssseesnens 69
32,101 LeVAAUIAS e evteuie e et ettt eesees e e et et eaeeebe s es e s se et shesee £ e e e £ebeeb e s e se s seeee eaeeneeen e s e e e eneens 69
3.2.1.2 Reactivacion de las cepas de levaduras y preparacion de los cultivos de trabajo................. 69
3.2.1.3 Identificacion de levaduras y discriminacion de CEPas......cccuuviviveriiin v sveinsiessesseesses s e 70
3.2.2 PRODUCCION DE BIOMASA A ESCALA DE PLANTA PILOTO .....c.vesvuieieisie s sesse e s sessnens 73
STV B 2110) g ¢ T o o) g A= (o of = o) i (o PP PRPP PP 73
3.2.2.2 Esterilizacion de equip0Ss ¥ MEAI0S......cceiviriievie i e e cis e et s st s e e sresns e sneessens 73
3.2.2.3 Preparacion de 10S iNOCUIOS........cccueiiin ettt e s e e e s se e e 74
3.2.2.4 Ensayos de propagacion de la biomasa (Fermentaciones)........cccccvevvererensrsesseseeveiessereeesens 74
3.2.2.4.1 Ensayos iniciales (validacion del medio de cultivo diSefiado)...........cccoccvvverveineineirerinienen e 74
3.2.2.4.2 Ensayos de optimizacion de las condiciones del cultivo a escala piloto.................cccecvvneeucen. 75
3.2.2.4.3 ENSAY0S A€ PTOAUCCION ....c.ceeve ettt e e et sttt ettt e e e e et et e ese s st seer et e e e e e 76
3.2.3 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO........cccceoseurereenrerreinrnssessseessesssssssesssseseens 76
3.2.3.1 Concentracion de levaduras. Absorbancia a 600 NIM.........ccceereeeeriien e ereee e e e e 76
3.2.3.2 Recuento de levaduras viables cultivables............cooi i 76
3.2.3.3 RecUENtO A€ tOTAlES. ... i ieeeii et e e e e e e e e s r e e e 77
3.2.4 DETERMINACION DEL TIEMPO DE DUPLICACION, DEL PESO SECO, DE LA PRODUCTIBILIDAD
VOLUMETRICA Y DEL RENDIMIENTO..........couevteveteieetieeeseseestesssssss s sssesesssssessess sessnssnsesssssmmsssssssansessessnn 79
3.2.5 EVALUACION DE LA CALIDAD TECNOLOGICA Y ENOLOGICA DE LA BIOMASA OBTENIDA....80
3.2.5.1 VNI ICACIONES ..eieiieieiiet e e et et et et b e et et ae et sb e es st es et e see et et e e eae e 80
3.2.6 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE MEDIOS DE CULTIVO Y VINOS........cc.covvverrrrrrrrennerann. 81

XI


file:///C:/Users/UNI-23813/Dropbox/Tesis%20U.N.Sur%20ABRIL%202019/Tesis%20U.N.Sur%20actualizada%2004-02-2019.docx%23CaracterizaciónquímicadelBagazo

3.2.6.1 Determinacion de la gravedad especifica (°BmMé).......ccoooceiiinieiie s e 81

3.2.6.2 Determinacion de la concentracion (CBX)....cooceiueeereieerien e e e st sree e s e s e e 82
3.2.6.3 Determinacion de pH (Método PotenciomeétriCo).......coeveruesiieeeieiis et e e e 82
3.2.6.4 Nitrogeno Facilmente Asimilable (FAN) ... .ot e s e 82
3.2.6.5 Cuantificacion de la trehalosa intracelular........coceeviie e e e e 82
3.2.6.6 Cuantificaciéon de metabolitos en medios y vinos por HPLC..........ccceoivinie e e e e 84
3.2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS .. ueveeeeeeseeeeeeeeeereeeseseseesseieeesseesnesessesesseresessesesnsns sneeeees 89
3.3 RESULTADOS ... eeeieietee e cteescrte e svaes sessas e st asses sasaes s eases e sbeseesss sasees sabsesssssasees sasses shneessssesss eesessnses 89
3.3.1 PROPAGACION DE LA BIOMASA ... oottt eeeeee et et et ee et eee et seseeseseeesesesesesenesesesesesees eeseessemssesaeseesaneees 89
3.3.2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DEL CULTIVO PARA LA PROPAGACION DE LA
BIOMASA DE LEVADURAS A ESCALA PILOTO ..coiiiiiiiiieiieies sttt et e e e e e re e e e st s s ee s seene 95
3.3.3 EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA, BIOQUIMICA Y SANITARIA DE LA
53 ] 7N 104
3.3.4 EVALUACION DE LA CALIDAD TECNOLOGICA Y ENOLOGICA DE LA BIOMASA.........c.ccceeu. 106
K3 ) S 0103 (0] TR 111
3.5 BIBLIOGRAFIA....cuioeceee ettt et see et seesea e es s st enesessss st es et ansansesssessa s snssssnessensan sasns e 116
Capitulo 4

Produccion de Levadura Seca Activa Propagada en Extracto de Bagazo de Manzana
Evaluacion de la factibilidad técnico-econémica

4.1 IMPORTANCIA DEL PROYECTO ... ciit et ettt et e st e s en e e s enes e nnn e s s annen 124
AT MISTON oottt ies et e s es et es s s 8 8 888 8 R8s 888 s e et 124
412 VISION .o etieeeeiesceeisscesss s ess e ses s et kst s s £ R e s st 125
4.1.3 MERGCADO....ci ittt e et e et s reere et ee s s e st eet e er e s e Re e e Rt eneeenere e e eneens 126
414 MARUCA .. oot e et et e et R e e R e R e R e Re SR e SRt Rt eeR e R e R Een e e e sreeeenennens 126
4.1.5 ANALISIS FODA......coeveteeresetioneessreess s sessessss s st s s et st s e st 127
4.1.5.1 Identificacion de factores internos positivos ¥ NegativosS........cccceveerveereverenriesiessee e e e 127
4.1.5.2 Identificacion de factores externos positivos ¥ NEGativosS.......cvceceeeverrieriesseesee s e e e 127
N BTG T Dy =1 =Y 4 - LSO S S VTPTPRI 128
4.2 FACTIBILIDAD TECNICA ... coviuieeeeereceteeseeseeserseesersessassssssssssssseasssssasssssasssssasssssssnsassasssssanssssassnssrsnsens 130
4.2.1 PRODUCTO A ELABORAR......coiitireree ettt ettt e s e s s e e e sttt s s s e seeseeneea 130
4.2.1.1 Levadura enoldgica en la forma de LSA.......ccoouiiiiiiinieie e e e e 130
4.2.2 EL PROCESO PRODUCTIVO ...uciiiitiieirtirint st eeeeerress e e e st s e s s e e e eese st e sneens 131
4.2.2.1 Sustratos potenciales: bagazo de manzana, jugo de manzana y mosto........cccceverrveresrerrenne 131
4.2.2.2 Recepcion y pre-tratamiento del Dagazo........cceveeveieeceeeiniine e e e e 131
4.2.2.3 FeIMENEACION ....cttiitiiieiis st ettt ettt e s see e bbb e e sheere e ee e s esbesbes e eaes seeseeaeeeeebenbe e nnreas 131
4.2.2.4 Sistemas de separacion, purificacion, deshidrataciéon y almacenamiento de la LSA............ 132
4.2.2.5 DisSposiciOn de 10S FeSIAUOS. .....ceivirt vieeieiitiries et e e e e e s sr e e e e er g e sp e e s 132
4.3 FACTIBILIDAD ECONOMICA.......ceeeueeureceereeeveeesstsssses s setesssessss st ss s sssssessans essassnsnsessessesssansasesas 134
4.3.1 ANALISIS DE COSTOS.....couevviuiteteeteeeeeestessssssssssssssessesessessesssssssssassssssssssssssssssssassassessnssesessesssassnn 134
4.3.1.1 Costos operativos del PrOYECO.......cueviiirieiir ettt e e e e sr e e e s 134
4.3.1.1.1 COSTOS FIJOS .. ettt ettt ettt et st st et et es et e e se bt bbbt e e e e e saeeneereeeenens 134
4.3.1.1.1.1 CoStos de MAN0 A€ ODIA......ccieriei it ettt et e ss e e et seese e e eneennens 134
4.3.1.1.1.2 CoOStOS POI AMOTtIZACIOIIES ....vviririiceeees s srree e e e e e e e e e e s en e s e sre s nens 134
4.3.1.1.2 COSTOS VARIABLES ...ttt ettt e e ettt e st s s e e sea e 135
4.3.1.1.2.1 Materia prima, iNSUIMOS Y SEIVICIOS....cuuisrerierirriessieeesees s e se e s sre s sr e e s s e sre s 136
4.3.2 PRECIO DE VENTAL..... oottt sttt et e e st st bbb e et bt b benbe st e e saeaneanas 136
4.4 ANALISIS FINANCIERO .......ooevtiuietiteetieteseeseeeessesssss s es s ssesssssssss e sesesensenssssesssssssasan sesessnsssssnssasann 137



4.4.1 CRITERIOS DE EVALUACION VALOR ACTUAL NETO Y TASA INTERNA DE RETORNO.......... 137

4.5 ANALISIS DE RIESGOS........cueeueueueuieieeaeeeeesisees s ses s sessssesessessesssssesssssessessessessessesssssesssssessssansesens 139
4.5.1 IDENTIFICACION DE RIESGOS Y PLANES DE CONTINGENCIA..........covoerrreererecrsereeesese e 139
4.5.2 ANALISIS DE SENSIBILIDAD........coovuiuerueuseaeassssesssssssssssssssssss sessss s ssssssssssssssnsssssnsssmmsssasensassensas 141
4.6 BIBLIOGRAFTA........oooieeeeteeecetceeeesctesssstesas st as e sassss e sas s e s sas e e bes b e e s s sas s e e s 142
CONCLUSIONES ...t e e et sre e et ee s e e e eae e es e sresaeeenne s saeen e s eeaneennenn e 144
PERSPECTIVAS ... ...ttt e et e e e en e e s et sae e e e en e e s eneen e sre s nneeneeemren e 147

XIII



CAPITULO 1

Introduccion General
Fundamentacion

Objetivos



Capitulo 1 Introduccién General

1.1 INTRODUCCION

En el campo de la Tecnologia de los Alimentos la fermentacién constituye una herramienta
valiosa para preservar los productos alimenticios frescos al extender su vida ttil y salubridad. La
fermentacion es un proceso que utiliza la actividad metabodlica de microorganismos denominados
cultivos iniciadores (starters en inglés) para la estabilizacion de la materia prima y su
biotransformacién en un producto alimenticio. Dentro de los alimentos fermentados en cuya
elaboracién participan cultivos iniciadores se encuentran, entre otros, yogures, quesos, leches
acidas, muchos chacinados, pickles, pan, cerveza y vino.

Los cultivos iniciadores estan constituidos principalmente por bacterias del acido lactico
(BAL) asi como también por levaduras y hongos, los que mayoritariamente cumplen con los
criterios de domesticacién ya que su evolucion estuvo dirigida por los humanos en un intento de
satisfacer sus necesidades de produccion de alimentos (Legras et al., 2007; Douglas y Klaenhammer,
2010). La adaptacion de los cultivos iniciadores a los diferentes nichos alimentarios estuvo
acompafiada por eventos que condujeron a una regresién o expansiéon del genoma (Douglas y
Klaenhammer, 2010; Steensels et al., 2019). Aunque los mecanismos de estos eventos genéticos
difieren entre procariotas y eucariotas, en todos los casos condujeron la evolucién hacia una mayor
capacidad fermentativa, caracteristica metabdlica distintiva de los cultivos iniciadores (Mora et al,
2013). Los productos orgdnicos mayoritarios resultantes de este tipo de metabolismo, acidos
organicos o etanol, generan un medioambiente antimicrobiano el que, sumado al consumo de
nutrientes por parte del cultivo iniciador, dificulta el crecimiento o la supervivencia de otros
microorganismos en el alimento fermentado, contribuyendo a su estabilidad y salubridad. Por otra
parte, el consumo prolongado y sin problemas de cultivos iniciadores permitié a la Administracién
de Alimentos y Drogas (FDA) de Estados Unidos y a la Agencia de Seguridad Alimentaria de la Unién
Europea (ESFA) otorgar a varios de ellos el estatus de "Generalmente considerado como seguros”
(GRAS de sus siglas en inglés) y/o de "Presuncion de seguridad calificada” (QPS de sus siglas en
inglés), respectivamente (Papadimitriou et al., 2015).

La generaciéon de nuevos conocimientos provenientes de los campos de la gendmica,
transcriptémica y protedmica permitié a la tecnologia de las fermentaciones evolucionar mas alla de
la conservacién de alimentos y convertirse en una poderosa herramienta para crear atributos
organolépticos, nutricionales y funcionales deseables y/o diferenciales en los productos
alimenticios (Demirci et al,, 2014) y extender sus usos a procesos destinados a la conversion de

residuos agroalimentarios en productos de alto valor como ingredientes alimentarios (Hugenholtz,
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2013), biocombustibles y productos quimicos industriales (Patinvoh y Taherzadeh, 2019; Oh y Jin,
2020), entre otros.

Finalmente, existen sectores industriales de elaboraciéon de alimentos en los cuales los
cultivos iniciadores son considerados parte de los insumos del proceso productivo y se conservan
como reservas congeladas, para garantizar la consistencia del producto (Steensels et al., 2019). Los
ejemplos mas significativos se presentan en el campo de la enologia y la panaderia donde los
cultivos iniciadores de levaduras producidos por fabricas industriales a partir de estas reservas

congeladas se comercializan como un insumo en la forma levadura seca y activa (LSA).

1.2 ENOLOGIA. EL VINO Y SU ELABORACION

La enologia, que etimoldgicamente deriva del griego oenos, vino y logos, ciencia, es el conjunto
de conocimientos relativos a la elaboracién del vino.

El cédigo Internacional de Practicas Enoldgicas de la Oficina Internacional de la Vid y el Vino
(OIV) establece como definicién de base que “el vino es exclusivamente la bebida resultante de la
fermentacion alcohdlica completa o parcial de uva fresca prensada o no, o del mosto de uva”. No
obstante, existen algunos tipos de vinos cuyo contenido alcohélico excede al proveniente de la
fermentacion alcoholica (FA) (Figura 1.1). En este trabajo toda mencidn relativa al vino, excepto
aclaracién en contrario, se refiere exclusivamente a los vinos naturales y tranquilos, cominmente
denominados vinos “de mesa” o vinos genuinos segun el Articulo 17 a) de la Ley 14.878 (Ley general
de vinos de la Republica Argentina).

La transformacién de la uva fresca prensada (mosto de uva) en vino o vinificaciéon constituye
uno de los procesos biotecnolégicos mas antiguos registrados en la historia de la humanidad.
Estudios arqueoldgicos han permitido demostrar que las primeras vasijas de vino halladas en Iran
proceden del afio 6.000 AC (Mc Govern et al, 2003) y en Egipto del 3.000 AC (Cavallieri et al, 2003);
a partir de entonces el cultivo de la vid y la produccién de vino se expandieron al resto del mundo
siguiendo a los humanos a lo largo de sus caminos de migracién (Figura 1.2). (Jagtap et al, 2017).
Con una superficie cultivada con vid de calidad enolégica de 7,4 billones de ha, una produccién
mundial de vinos de 292,3 millones de hL y un consumo de 246 millones de hL el mercado del vino
generd en el 2018 un volumen de negocios por un valor de 31.300 millones de Euros, la cifra mas

elevada en la historia de la comercializacion del vino (Roca, 2019).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128151624000094#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128151624000094#!
https://www.ecured.cu/Griego
https://www.ecured.cu/Vino
https://www.ecured.cu/Ciencia
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Figura 1.1: Diferentes tipos de vinos segun el origen del alcohol que contienen. (Pretorius, 2000).

i

1 6.000-4.000 AC 4 1.000AC 7 1.530-1.600
Asia Menor Costa del Mediterraneo Méjico
Caucaso Sur de Europa Japon
Mesopotamia Norte de Africa Sudamérica
2 5.000AC 5 100 AC 8 1.600-1.800
Egipto Norte de India 1659 Sudafrica
Fenicia China 1679 California
1813 Australiay
Nueva Zelandia
3 2.000AC 6 Nacimiento de Cristo
Grecia Balcanes
Creta Norte de Europa

Figura 1.2: Migracion de la vid y el vino en el tiempo (Tomada de Jagtap et al., 2017).
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1.2.1 Elaboracion del vino

La produccién de vino involucra procedimientos que han variado con el tiempo dependiendo
de la zona geografica, de la bodega y del estilo de vino que se desea producir, pero en todos los casos
se comparten las operaciones basicas que se presentan en la Figura 1.3. (Pretorius, 2016), de las

cuales por su importancia la etapa fermentativa resulta central.
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Figura 1.3: Elaboracion del vino. Etapas y operaciones unitarias involucradas en vinificaciones en blanco
(flechas amarillas), en tinto (flechas marrones) o en ambas (flechas negras), factores determinantes de la
calidad de la uva y practicas enolédgicas que afectan la microbiologia de la vinificacion. Arriba: variedades
tintas que se vinifican mayoritariamente en la region del Comahue (Patagonia norte, Argentina) y momentos
de sus vendimias.




Capitulo 1 Introduccién General

Durante la etapa fermentativa transcurre el proceso de vinificacién. La vinificaciéon
espontanea del mosto de uva, es un proceso ecolégicamente muy complejo que involucra la
interaccion de diferentes especies e individuos pertenecientes a grupos microbianos muy
heterogéneos como levaduras, hongos y bacterias (Tabla 1.1) y que proceden de la superficie de las

bayas y de la bodega (Fleet, 2008; Barata et al, 2012).

Tabla 1.1: Principales grupos microbianos relacionados con el proceso de vinificacién y su
significacion en el mismo y en la calidad del vino

GRUPO MICROBIANO SIGNIFICACION
® Conducen la fermentacién alcohdlica ® Contaminantes:
L ‘2
evaduras ® Biocontrol de hongos filamentosos en * Produccion de off flavours
las uvas (1,3-B -glucanasa, factor Kkiller) * Responsables de paljadas (stuck)
o . o retrasos (sluggish) de la
Responsables del aroma secundario o fermentacién
fermentativo de los vinos . .
e Influencian el crecimiento de
® Potenciacion del aroma primario de los bacterias

vinos

® Aportes al cuerpo, sabor y color a través
de metabolitos y/o por autdlisis

® Bioadsorcién de componentes del mosto

® Contaminantes:

Hongos Filamentosos ® Contribucién  especifica en la e Produccién de metabolitos y/o
produccién de vinos botritizados o micotoxinas sobre la superficie de
vinos de podredumbre noble (Botrytis) la baya que posteriormente

alteran el crecimiento y ecologia
de las levaduras y bacterias
durante y la salubridad del vino

e Causa del gusto terroso (a tierra)
de los vinos por desarrollo en las
uvas, corchos y/o barricas

Bacterias Lacticas

® Fermentacion malolactica * Contaminantes:
(deacidificacién del vino) e Potencial parada o retraso de la
fermentaciéon

¢ Produccién de aminas bidgenas

Acéticas y otras

- . e Contaminantes: deterioro de la
(Clostridio, Bacillus)

calidad del vino

De todos estos grupos son las levaduras, Saccharomyces cerevisiae en particular, los
microorganismos protagonistas del proceso por ser responsables de conducir la FA. La FA es la
fermentacion primaria de la vinificacién, mediante la cual los aztlicares del mosto se transforman
mayoritariamente en etanol y diéxido de carbono (Chambers y Pretorius, 2010).

Adicionalmente, durante la vinificacion tiene lugar un segundo proceso llevado a cabo por las
BAL y que consiste en una decarboxilacion particular del acido L-malico para dar acido L-lactico

(Lerm et al, 2010). Este bioproceso mal llamado fermentacién malolactica (FML) produce una
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deacidificacién del vino, es opcional y puede ocurrir una vez finalizada la FA o concomitantemente
con ella (Bartowsky et al., 2015).

Los compuestos derivados de la uva ademds de dar al vino su estructura basica le
proporcionan su distincién varietal, mientras que los compuestos sintetizados de novo por las
levaduras, y en menor grado por las BAL, durante la fermentacién de los azucares le otorgan su
caracter vinoso y definen su estilo o caracter particular (Polaskova et al, 2008; Styger et al., 2011;
Pretorius, 2016).

Un mercado cada vez mas competitivo y con sobreoferta como actualmente es el del vino,
obliga a los vitivinicultores a adaptar su produccién a las preferencias de los consumidores. La
calidad y atributos del vino son el resultado de un ntmero casi infinito de variaciones en la
produccién, ya sea en el viiedo o en la bodega, como son, entre otros, ciertas practicas enologicas
que permiten el manejo del proceso fermentativo mediante el control de las condiciones
ambientales o de su microbiota asociada (Figura 1.3) (Fleet y Heard, 1993; du Toit y Pretorius,
2000). En la actualidad la estrategia mas utilizada para el control del proceso fermentativo es la
inoculacion del mosto con levaduras seleccionadas y producidas en la forma de LSA (cultivos
iniciadores). El uso de cultivos iniciadores representa una oportunidad de bajo costo para ampliar el
espectro de perfiles/estilos de vino posibles a partir de los mismos vifiedos o variedades (Cordente
et al, 2012; Pretorius, 2016), para lo que resulta esencial conocer la ecologia y fisiologia de las

levaduras involucradas en el proceso fermentativo.

1.3 FERMENTACION ALCOHOLICA Y VINIFICACION

La fermentacién alcohdlica es el proceso central de la vinificacion llevado a cabo por las
levaduras. Durante la FA las levaduras obtienen energia para su desarrollo y mantenimiento
mediante la transformacién de los azicares del mosto en etanol, CO; y otro conjunto metabolitos
primarios y secundarios que impactan sobre las propiedades sensoriales del vino (Figura 1.4)
(Swiegers et al,, 2005; Pretorius, 2016; Dzialo et al, 2017).

En 1.863 Luis Pasteur fue el primero en establecer que la levadura es el catalizador primario
de la vinificacién. Actualmente, de los 149 géneros y aproximadamente 1.500 especies de levaduras
conocidas (Kurtzman et al.,, 2011) mas de 40 han sido aisladas de mostos de uva mostrando, a priori,
la complejidad ecolégica de la vinificacion, un entorno/medio ambiente altamente estresante y en

permanente cambio (Jolly et al., 2014; Andorra et al.,, 2019; Pretorius, 2020).

1.3.1 Ecologia de levaduras en las fermentaciones alcohélicas espontaneas
En las fermentaciones espontaneas existe un patrén de crecimiento progresivo de cepas de

levaduras autdctonas (también denominadas levaduras naturales, silvestres o salvajes) con un
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dominio inicial de especies diferentes de S. cerevisiae y colectivamente denominadas
non-Saccharomyces y con las etapas finales siempre dominadas por cepas de la especie
Crabtree-positiva y tolerantes al alcohol, S. cerevisiae (Mufioz et al, 2005; Fleet, 2008; Jolly et al,
2014; Bisson y Walker, 2015). Esta especie conocida como la levadura del vino o levadura vinica es

la responsable de completar el proceso fermentativo.

Azicares Diacei
Glu-Fru

A

y
DHAP «—»G3 P

} '

PIRUVATO CETOLACTATO AMINOACIDOS
- it ' Acetaldehido \
l CETOACIDOS
—_

ACETATO ¢ ACETIL-CoA ﬂ

ALCOHOLES

Aélco/\ SUPERIORES

Figura 1.4: Fermentacion alcohdlica. En rojo estan sefialados los metabolitos primarios (concentraciones en
el orden de los g L), en verde los metabolitos secundarios (concentraciones en el orden de los mg L o
menores) provenientes estrictamente de la fermentacién, en violeta los metabolitos derivados por
transformaciéon enzimdatica de precursores presentes en el mosto y en negro el metabolito indeseable
(Apablaza, 2006).

Las levaduras asociadas a la FA durante la vinificaciéon del mosto de uva pueden tener dos
origenes: la uva o el ambiente de la bodega (aire y superficies).
La uva sana y madura prensada asépticamente rinde un mosto que no es estéril y contiene

una poblacién de levaduras totales de aproximadamente 103-105 UFC mL-1, aunque el nimero de
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especies diferentes sera limitado. Estudios realizados utilizando métodos clasicos (morfologia y
fisiologia) y moleculares dependientes de cultivos asi como métodos moleculares independientes de
cultivos y técnicas de secuenciacién de dltima generaciéon (NGS) permitieron demostrar que ademas
de Hanseniaspora uvarum y su forma imperfecta, Kloeckera apiculata (la especie de levadura
histéricamente considerada como representativa de la superficie de la uva) especies pertenecientes
a los géneros Issatchenkia, Pichia, Metschnikowia, Rhodotorula, Lachancea, Cryptococcus,
Filobasidiella, Sporobolomyces, y Torulaspora, se encuentran asociadas a las superficies de las uvas
en porcentajes significativos y transferidas al proceso fermentativo (Tristezza et al, 2013; Bokulich
et al, 2014; David et al, 2014; Taylor et al,, 2014; Pinto et al., 2015; Setati et al, 2015; Wang et al,
2015 y; Kecskeméti et al, 2016; Del Monaco et al., 2016a; De Filippis et al., 2017).

El uso de NGS también permitié demostrar la influencia significativa que las practicas de
manejo de la vifia (pero no del suelo), factores ambientales particulares /propios de la regién
vitivinicola, asi como factores especificos de la variedad de uva, influyen en la configuraciéon del
microbioma asociado a la uva y sobre su comportamiento posterior en la fermentacion del mosto
(Gilbert et al, 2014; Grangeteau et al., 2017), sugiriéndose que la comunidad microbiana asociada
con vides, levaduras en particular, exhiben diferenciacién regional (Bokulich et al., 2014, 20164, b;
Taylor et al.,, 2014; Pinto et al, 2015; Wang et al, 2015). Tal diferenciacién regional se ha atribuido
al dominio de unas pocas especies por regién (Bokulich et al, 2014, Pinto et al, 2015).
Adicionalmente estas nuevas metodologias han permitido detectar especies de los géneros
Kazachstania, Malassezia, Schizosaccharomyces y Debaryomyces, presentes en muy baja frecuencia
(David et al, 2014; Pinto et al, 2015; Setati et al, 2015; Grangeteau et al, 2017) y que individuos de
Hanseniaspora spp. permanecen hasta el final de la fermentaciéon (Wang et al., 2015). No obstante, y
de manera similar a lo observado con métodos dependientes del cultivo las tecnologias NGS
también han mostrado que S. cerevisiae rara vez se encuentra en mosto de uva recién preparado
(Morgan et al, 2017).

El origen de S. cerevisiae en el proceso fermentativo es controvertido existiendo dos hipotesis.
La primera sostiene que las uvas danadas (por hongos, exceso de agua, pajaros, insectos, etc.) sirven
de "depdsito” para microorganismos, entre los que se incluye S. cerevisiae, y que por tanto, estas
uvas son la principal fuente de levaduras en las fermentaciones espontaneas. Estos
microorganismos llegarian a las uvas portadas por vectores, principalmente insectos (Mortimer y
Polsinelli, 1999). La segunda hipédtesis propone que S. cerevisiae procede del ambiente de bodega
(aire, superficies del equipamiento de bodega: bombas, tuberias, depdsitos de fermentacion, etc.),

aunque no descarta una presencia minoritaria de S. cerevisiae en las uvas (Martini, 1993; Fleet y
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Heard, 1993; Vaughan-Martini y Martini, 1995). Estudios ecolégicos realizados en ambientes de
bodega han demostrado que si bien S. cerevisiae es la especie prevalente, otras especies
pertenecientes a los géneros Candida, Pichia, Hansenula y Brettanomyces (y su forma perfecta
Dekkera) también son significativas (Belin, 1979; Rosini, 1984; Sangorrin et al., 2007; Pérez-Martin
et al, 2014; Jolly, 2014; Del Ménaco et al,, 2016b).

La inclusién de técnicas moleculares en los estudios ecolégicos demostré que, adicionalmente,
existe una gran diversidad de individuos (cepas) dentro de las poblaciones indigenas de S. cerevisiae
y de otras especies de levaduras asociadas al proceso, que muchas propiedades de interés enoldgico
son cepa-dependientes (Querol y Ramén, 1996; Zapparoli et al., 2000; Pretorius, 2000; Rodriguez et
al, 2005; Lopes et al, 2006; Renault et al, 2009; Chambers y Pretorius, 2010; Bozouli y Tsaltas,
2016; Del Moénaco et al, 2016a) y que estas particularidades metabdlicas estdn determinadas
genéticamente (Borneman et al, 2013; Pretorius, 2020).

También qued6 demostrado que s6lo unas pocas cepas nativas de S. cerevisiae son capaces de
dominar las fases finales de la fermentacién y de permanecer en la bodega durante vendimias
consecutivas, apoyando la hipdtesis de su origen en ambiente de bodega (Bozoudi y Tsaltas, 2016;
Del Ménaco et al., 2016a), y que cepas de S. cerevisiae aisladas de diferentes bodegas ubicadas en la
misma region presentan un alto grado de similitud permitiendo inferir una relacién entre cepas y
region enologica (Vigentini et al, 2015). El aislamiento geografico o ecologico es uno de los
mecanismos involucrados en la diferenciacion de especies ya que es un obstaculo para el flujo
genético. Por lo tanto, las cepas originarias del mismo microambiente seran mas parecidas entre si
que con aquellos de otros origenes geograficos (Martinez et al, 2007). Estos hallazgos abonan el
concepto de terroir microbiano.

En este contexto, las fermentaciones espontaneas, cuando resultan exitosas, suelen rendir
grandes vinos (equilibrados, armdénicos y de gran complejidad aromatica) (Capozzi et al., 2015), no
obstante, numerosos factores afectan la calidad y extension de la biota indigena de levaduras y en
consecuencia la calidad del vino, que resulta variable entre lotes y entre vendimias (Pretorius, 2000;
Swiegers et al., 2005; Fleet, 2007; Pretorius, 2016). La seleccion y el empleo de microorganismos
autoctonos propios del terroir, para conducir la vinificacion se presenta como un poderoso
instrumento para mejorar las caracteristicas organolépticas y sensoriales del vino producido en su

propia region habilitando a certificaciones de calidad que agregan valor al producto.

1.3.2 Levadura vinica Saccharomyces cerevisiae
Debido a su predominancia en las fermentaciones vinicas otorgada por su elevado poder

fermentativo y resistencia al etanol, S. cerevisiae es considerada la levadura vinica por excelencia.

10



Capitulo 1 Introduccion General

S. cerevisiae es un hongo unicelular en cuyo ciclo de vida sus células vegetativas, de forma elipsoidal
a globosa (Figura 1.5), pueden alternar entre dos formas segiin su contenido de ADN: una haploide
(un juego completo de cromosomas) y otra diploide (dos juegos completos de cromosomas). Ambas
formas se reproducen de forma asexual por gemacién multipolar (Figura 1.5). En condiciones muy
determinadas las formas diploide o con nimero par de cromosomas son capaces de reproducirse
sexualmente. En estos casos se produce la meiosis en la célula formandose un asca que contiene
cuatro ascosporas haploides (Figura 1.5). Los individuos haploides contienen aproximadamente
12-13 Mb de ADN nuclear distribuido en 16 cromosomas lineales cuyos tamafios varian entre 250 y
2.000 Kb (Querol et al., 2003).

Mientras la mayor parte de las cepas de S. cerevisiae de laboratorio son haploides o diploides,
las cepas industriales de esta especie suelen ser diploides, aneuploides o poliploides (Codén y
Benitez, 1995; Steensels et al., 2019). La aneuploidia o poliploidia confiere ventajas para adaptarse a
condiciones ambientales variables y en el incremento del dosaje de genes importantes para la

fermentacion (Salmon, 1997; Querol et al., 2003).

Figura 1.5: Arriba: Preparados en fresco de células vegetativas de S. cerevisiae visualizados por microscopia
de campo claro (izquierda) y microscopia de fluorescencia con blanco de calcofluor (derecha). Abajo: cultivo
esporulado de S. cerevisiae visualizados por microscopia de campo claro en fresco, (izquierda) y previa tincién
especial para ascosporas (verde de malaquita). En todas las micrografias el aumento es 400x. Extraido de
Apablaza et al., 2016.
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Por otra parte, las cepas vinicas halladas en los vifiedos y bodegas son homotalicas; tras la
esporulacién las formas haploides pueden cambiar de tipo sexual y conjugar rapidamente con
células de la misma colonia produciendo células diploides completamente homocigotas. De esta
forma, cepas que acumulan mutaciones recesivas en heterocigosis pueden pasar a ser diploides
homocigotas favoreciendo la seleccién o la eliminacion de alelos recesivos beneficiosos o deletéreos,
respectivamente (Barrio et al, 2006; Mortimer et al, 1994; Steensels et al, 2014). Este proceso
conocido como “renovacién genémica” permite a las levaduras vinicas una rapida adaptacion a las
condiciones cambiantes del medio. Esta adaptaciéon también puede deberse a otros mecanismos
presentes en las levaduras vinicas, como son las mutaciones espontdneas, la translocacion
cromosOmica promovida por elementos transponible TE (Rachidi et al, 1999) y la conversion
génica (Puig et al, 2000), entre otras, que explican también el alto grado de polimorfismo
cromosomico/diversidad intraespecifica de S. cerevisiae. Durante las ultimas dos décadas, y con el
objetivo de entender procesos bioldgicos y evolutivos, esta diversidad de S. cerevisiae se estudio
extensamente (Cubillos, 2016).

Desde el punto de vista de sus requerimientos nutricionales, S. cerevisiae es un organismo
heterétrofo quimiorgandtrofo anaerobio facultativo porque obtiene la energia a partir de moléculas
organicas, como la glucosa y otros hidratos de carbono, tanto en ausencia (fermentacién) como en
presencia de oxigeno (respiracion); estos compuestos a su vez también les sirven como fuente de
carbono (Gancedo y Serrano, 1989; Kurtzman et al, 2011). Una de las caracteristicas fisioldgicas
/metabolicas mas destacadas S. cerevisiae, que comparte con otras Saccharomyces spp. y
Brettanomyces spp. es su capacidad para convertir rapidamente azucares en etanol y diéxido de
carbono tanto en condiciones anaerdbicas como aerobicas. En condiciones aerobicas, la respiracion
es posible con oxigeno como el receptor de electrones final, pero S. cerevisiae exhibe la fermentacion
alcoholica hasta que la concentracion del aztcar alcanza un nivel muy bajo. Este fenémeno se llama
efecto Crabtree (De Deken, 1966). Esta caracteristica metabdlica y su tolerancia al etanol
representan una herramienta poderosa para competir con otros microorganismos (Steensels et al,
2019) y transforma a S. cerevisiae en la especie protagénica del proceso de vinificacion y a
Brettanomyces bruxellensis en un potencial y muy peligroso contaminante del vino. Adicionalmente,
S. cerevisiae también pueden catabolizar eficientemente el etanol por lo que su
fisiologia/metabolismo se denominada "hacer-acumular-consumir” (etanol) (Dashko et al., 2014).

El fenémeno Kkiller es otra caracteristica genética importante de S. cerevisiae que podria

otorgarle ventajas competitivas y se basa en la capacidad para producir y secretar toxinas
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(zimocinas) que son letales para cepas sensibles de la misma especie, en las cepas aisladas en mosto
predominan las de tipo K2 y K28 que presentan una actividad maxima a pH bajos (Pretorius, 2000).

S. cerevisiae es también uno de los modelos mas adecuados para el estudio de problemas
biol6gicos en eucariotas debido a que comparte muchas de las ventajas técnicas de los procariotas
(bacterias) como son: rapido crecimiento (bajo condiciones de cultivo 6ptimas duplica su masa cada
90 minutos), dispersion de las células y la facilidad con que se replican cultivos y aislan mutantes,
un sencillo y versatil sistema de transformacidn de ADN, entre otros (Chambers y Pretorius, 2010).

Por otro lado, la ausencia de patogenicidad permite clasificar a esta levadura como un
microorganismo GRAS posibilitando su manipulacién con las minimas precauciones. Como
organismo modelo eucariético S. cerevisiae permitid la generacién de conocimientos en los campos
de la genética, biologia molecular y de sistemas, e ingenieria genética de relevancia en la
investigacidn basica y aplicada (Karathia et al., 2011), muchos de los cuales permitieron desarrollos
innovadores en el campo de la industria. Asi, S. cerevisiae fue la primera célula huésped para la
produccién a escala industrial de una vacuna recombinante contra la hepatitis B y una enzima
recombinante de grado alimentario, quimosina, que se utiliza en el procesamiento de queso
(Pretorius, 2016), el primer microorganismo eucariota en tener su genoma secuenciado (Goffeau et
al, 1996), y usado para construir una coleccién sistematica de mutantes de delecién de genes con
codigo de barras (Winzeler et al., 1999; Giaever et al., 2002).

Actualmente se cuenta con las secuencias gendmicas completas, en borrador o sin procesar de
mas de 80 cepas de S. cerevisiae (Borneman y Pretorius, 2015). También una cepa de laboratorio de
S. cerevisiae se convirtié en la primera célula eucariota en estar equipada con un cromosoma
sintético completamente funcional (Annaluru, 2014), representando un gran avance en la biologia
sintética. Este trabajo pionero también despertd el interés en desarrollar el proyecto Genoma de
levadura sintética (Sc2.0) tendiente a sintetizar los 16 cromosomas de S. cerevisiae S288c. Aunque
aun queda mucho trabajo por delante para alcanzar las metas del proyecto, el primer borrador de
los 16 cromosomas sintéticos ya esta completo (Pretorius, 2020). Se espera que la disponibilidad
del genoma de S. cerevisiae totalmente sintético permita conocer aspectos fundamentales de la
biologia (Chi et al, 2019) asi como también promover el desarrollo de nuevas cepas adaptadas a

diversas industrias, incluidas las de los alimentos (Jagtap et al, 2017).

1.4 CONTROL MICROBIOLOGICO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA. LOS CULTIVOS
INICIADORES
La consecuencia practica del conocimiento generado en el campo de la ecologia

microbiana de la vinificacidn, descrita previamente, fue el desarrollo de cultivos iniciadores de la FA.
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Los cultivos iniciadores son cultivos puros de cepas de levaduras especialmente seleccionadas por
sus propiedades adecuadas para uso en enologia que se comercializan bajo la forma de levadura

seca activa (LSA) (Figura 1.6) y que previa rehidrataciéon se adicionan al mosto fresco en altas

densidades celulares con el fin de normalizar la biota asociada al proceso fermentativo.

\

Figura 1.6: Cultivos iniciadores comerciales importados Saccharomyces cerevisiae F15.
Empresa (Laffort). Francia.

El primer cultivo iniciador de levadura seleccionada reportado en la literatura data de 1890,
cuando Miiller-Thurgau introdujo esta tecnologia adaptando las técnicas desarrolladas por Christian
Hansen para la cerveceria Carlsberg (Padilla et al,, 2016) pero fue en la década del ‘60 del siglo
pasado con la produccion en la forma de LSA que esta practica se instald en la industria vitivinicola.

La inoculacién del mosto de uva con cultivos se justifica porque aporta una serie de ventajas al
proceso de vinificacion y al producto, cuando se compara con la fermentacién espontanea, entre las
que se destacan: inicio y desarrollo de la fermentacién mas rapidos, disminucién del riesgo de
ocurrencia de sucesos problematicos para el sector productivo como detenciones prematuras de la
fermentacion, fermentaciones retrasadas o contaminacién microbiana de los mostos, entre otros,
menor acidez volatil y productos con calidad mas uniforme entre diferentes lotes y vendimias

(Pretorius, 2000; Alves et al., 2015).
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S. cerevisiae es la especie que centré la mayor atencion para el desarrollo de cultivos
iniciadores en la industria del vino debido a sus particulares caracteristicas metabolicas ya descritas
(Albergaria y Arneborg, 2016). Esta levadura es capaz de catalizar rapida, completa y
eficientemente la transformacién de los azticares del mosto en etanol y diéxido de carbono y otros
metabolitos primarios y secundarios, sin la generacién de off flavors (aromas y sabores
desagradables) (Pretorius, 2016). Mientras el dominio de S. cerevisiae en la fermentacién es
esperado y deseado (Jolly et al., 2014; Capece et al, 2016) los criterios histdricos de seleccion de
cepas se basaron en propiedades estrictamente relacionadas con el perfil fermentativo primario de
los azucares (Figura 1.7) y la tolerancia a las condiciones de estrés impuestas por el mosto/vino
(Tabla 1.2).

Glucosa lT

|
Glicerol €—— gGlicer DHAP " G-3P

Citosol NAD* —|
NAD+ NA[y H )

NADH + H —‘
Oxalacetato 4—& Piruvato 4°A> Acetaldehido —  gBcetaldehid

NAD(P)H + H*

Piruvato
7 ciclo .

TCA '4—Acetll CoAg— Acetll CoA

Mitocondria Blosmtesis de
Lipidos

Figura 1.7: Fermentacién alcohodlica. Metabolismo primario: productos, balance redox y enzimas
intervinientes en S. cerevisiae 1, complejo piruvato deshidrogenasa; 2, piruvato decarboxilasa (Pdc1, Pdc5 y
Pdc6); 3, alcohol deshidrogenasa (Adh1 y Adh2); 4, acetaldehido deshidrogenasa (Ald2 y Ald6); 5, acetil-CoA
sintetasa; 6, piruvato carboxilasa (Pycl y Pyc2) lo indicado entre paréntesis indica las diferentes isoenzimas
descriptas en S. cerevisiae. DHAP: dihidroxiacetona fosfato; G3P: gliceraldehido-3-fosfato; NAD+*/NADH+H*:
Nicotinamida adenina dinucledtido formas oxidada/reducida; ATP: adenosina trifosfato. CoA: coenzima A.
Ciclo TCA: ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs. Extraida de Lopes 2004, con modificaciones
segun Dzialo et al, 2017.
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Tabla 1.2: Criterios de seleccién de cepas de levaduras destinadas a vinificacién

Criterios historicos

Nuevos criterios

v ALt der f ati v" Que impactan sobre Formacién de pigmentos estables
0 poder lermentatlvo el color del vino (vitisinas 'y pirano antocianinas
v' Adecuado comportamiento vinilfendlicas)
cinético a las temperaturas de
e p Escasa o nula capacidad de absorber
vinificacién o
antocianinas por la pared celular
v' Baja produccién de 4acido | v Que impactan sobre Adecuada produccién de compuestos
acético el aroma del vino volatiles  (ésteres y  alcoholes
v Incapacidad de producir “off superiores)
flavors” Actividad B-glucosidasa
v" Osmotolerancia
v' Tolerancia al SO
v Tolerancia al Cu v" Que impactan sobre Produccién de polialcoholes (glicerol,
. 1 2,3- iol
v Baja demanda de FAN ;e;e‘sl‘;:éctura/cuerpo 3-butanodiol)
(nitrégeno facilmente Liberacion de polisacaridos y
asimilable) proteinas a partir de la pared celular
v' Otras propiedades Fructofilia, Capacidad de degradar
acido malico

Actualmente estos criterios se han ampliado a la bliisqueda de cepas con propiedades que

también impacten sobre aspectos sensoriales del vino (Tabla 1.2), en particular aquellas que, por la

importancia que este atributo tiene, impactan sobre el aroma como ésteres y alcoholes superiores

(Figura 1.8 y 1.9) (Suarez Lepe y Morata, 2011).
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Figura 1.8: Alcoholes superiores. Via de Ehrlich. La reduccion puede ser llevada a cabo por mas de 10 enzimas
diferentes que difieren en su localizacidn, regulacion y sustratos especificos. AdhX: alcohol deshidrogenasas
(Adh 1 a Adh7); AadX: aril alcohol deshidrogenasas (Aad3, AAd4, Aad6, Aad10 y Aad14 a 16). Gris claro:
compuestos aromaticos; gris oscuro: compuestos azufrados.
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Figura 1.9: Sintesis de ésteres en levaduras. Aft 1 y Atf 2: actividades alcohol acetil transferasas, Eeb1 y Ehb1:
actividades etil alcohol aciltransferasas. En italicas los descriptores aromaticos. CoA: Coenzima A (Extraida de
Dzialo et al, 2017).

En la Tabla 1.3 se muestran las principales propiedades enolédgicas de algunas de las mas de
cien levaduras de vino S. cerevisiae disponibles comercialmente y la eleccién del endlogo podria
tener un efecto significativo en la calidad del vino (Chambers y Pretorius, 2010). Sin embargo,
muchos endlogos sostienen que el uso exclusivo de S. cerevisiae resulta en una falta de complejidad
organoléptica de los vinos en comparacion con fermentaciones espontaneas exitosas (Whitener et
al, 2015), contribuyendo asi a un mayor interés por el papel de levaduras non-Saccharomyces en
vinificacion (Jolly et al., 2014; Whitener et al., 2015). Sin embargo, la mayoria de las levaduras non-
Saccharomyces, por su menor poder fermentativo, no pueden fermentar el mosto a sequedad,
debiendo inocularse en cultivos adjuntos de Saccharomyces en la forma de cultivos iniciadores

mixtos (Whitener et al., 2015; Capozzi et al., 2017).
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Tabla 1.3: Propiedades enoldgicas de algunos de los cultivos iniciadores comerciales de S. cerevisiae disponibles en el mercado (Extraida de Petruzzi et
al, 2017 con modificaciones)

Nombre Comercial

Propiedades de interés enologico

Proveedor

Merit™

ActifloreR BO213

WE372

Fermivink PDM
LevulineR BRGR YseoR
VitilevureR MTR YSEOR
Lalvin CR Cross Evolution
Premier Cuvée

AW4

Oenoferm R F3 Rouge
SafOEno™ STG S101

GV2
WLP730
4946

Ferm D20

Blastosel FR95
ZymafloreR F15

Para vinos con alto contenido alcohélico (16 % vol) o 22 FA en vinos espumantes

Muy alta tolerancia al etanol (18 % vol), caracter neutro y baja produccién de SOz.
Adaptada a bajas temperaturas. Recomendada para reiniciar FAs detenidas

Fermentacion a baja temperatura

Vinos espumantes (12 o 22 FA)

Sobreproduccién de manoproteinas

Preservacion del color rojo en el vino

Exalta el caracter varietal

Tolerancia al etanol y al SOz Secado del mosto

Muy aromatico Especial para Gewurztraminer y recomendado para Sauvignon y Semillon
Preserva el color. Vinos tintos con pronunciado caracter frutal

Aromas frutales y florales. Recomendado en maceracién carbdnica, termovinificacion y
rosados. Vinos con final fresco

Para vinos con buen cuerpo. Rapidos inicio y fermentacién. Baja espuma
Ligera produccion de ésteres, baja produccion de SOz, exalta aroma varietal

Capacidades fermentativas robustas tolerancia etanol, reinicio de FA detenidas. Ideal para
Zinfandel, Pinot Noir, Syrah

Para elaboracion de vinos afiejados. Tolerante a altas temperaturas, promueve extraccion
de fenoles, reduce notas verdes, intensidad y complejidad aromatica

Perfiles aromaticos ricos y complejos (frutales, notas a rosas)

Para vinos tintos aromaticos, redondos y estructurados. Importante produccién de
glicerol. Valoriza potencial polifendlico del vino Exalta expresion varietal

Chr. Hansen (Hgrsholm, Dinamarca)

Laffort (Bordeaux, Francia)

Anchor Yeast (Eppindust, Sudafrica)

DSM (Heanor, Inglaterra)

Oenofrance (Reims, Francia)

Martin Vialatte (Reims, Francia)
Lallemand (Montreal, QC, Canada)

Red Star (Milwaukee, WI, Estados Unidos)
Vintner’s Harvest (Saskatoon, Canada)
Erbsloh (Geisenheim, Alemania)

Fermentis (Marcq en Baroeul, Francia)

Muntons (Suffolk, Inglaterra)
White Labs (San Diego, CA, Estados Unidos)

Wyeast (Hood River, Estados Unidos)
Enartis (Windsor, CA, Estados Unidos)

Perdomini (Verona, Italia)

Laffort (Burdeos, Francia)
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1.4.1 Cultivos iniciadores mixtos. Levaduras non-Saccharomyces

El mercado mundial del vino estd experimentando un creciente interés en nuevas cepas de
levadura que pueden producir vinos Uinicos con propiedades novedosas (Mylona et al, 2016). La
calidad organoléptica de los vinos jévenes, como los que mayoritariamente se producen en
Patagonia depende de la variedad de uva y de las caracteristicas metabdlicas de las levaduras
participantes en la fermentaciéon alcohélica. Estas caracteristicas organolépticas pueden ser
significativamente mejoradas en bodega mediante diversas practicas como pueden ser la eleccién
de la cepa de levadura, la adicién de nutrientes, la oxigenacién y la temperatura de fermentacién
(Hernandez-Orte et al., 2006). Numerosos estudios se han centrado en la co-fermentacién de mostos
con S. cerevisiae y otras especies de levaduras non-Saccharomyces para intervenir en el equilibrio
organoléptico final del vino (Jolly et al, 2014; Petruzzi et al., 2017).

El uso de cultivos iniciadores mixtos se propuso a mediados del siglo pasado para corregir la
acidez volatil de vinos italianos utilizando una cepa de Torulaspora delbrueckii (Castelli, 1955,
1969). Ya en este siglo cepas pertenecientes a esta misma especie (Bely et al., 2008) y a las especies
Candida zemplinina (Rantsiou et al., 2012), Candida stellata (Ferraro et al., 2000) Hanseniaspora
uvarum (Tristezza et al., 2016) se ensayaron como cultivos adjuntos de S. cerevisiae para reducir la
acidez volatil del vino. Uno de los mayores beneficios del uso de levaduras non-Saccharomyces como
cultivos iniciadores es su capacidad de mejorar la calidad y complejidad aromatica de los vinos
(Comitini et al,, 2011; Tronchoni et al, 2017), caracteristica sensorial determinante a la hora de
seleccionar un vino por parte de los consumidores.

Las levaduras non-Saccharomyces pueden mejorar el aroma del vino por diferentes vias, por
su propia capacidad metabdlica de producir metabolitos volatiles aromaticamente activos como
alcoholes superiores y ésteres, o a través de la producciéon de enzimas extracelulares capaces
transformar precursores inodoros presentes en el mosto en compuestos aromdaticamente activos.
Cepas de distintas especies de Hanseniaspora (H. uvarum, H. vinae y H. guilliermondii) y de
T. delbrueckii han resultado de eleccion para mejorar el aroma de los vinos. Las primeras por sus
capacidades para producir ésteres (Viana et al.,, 2008; Medina et al., 2013; Leixa et al., 2016; Liu et
al, 2016) y T. delbrueckii por su gran capacidad de produccién de actividades enzimaticas
extracelulares (Maturano et al, 2012). Renault et al, (2015) demostraron que la actividad
B-glucosidasa producida por una cepa de esta especie exalta el aroma del vino mediante un aumento
en las concentraciones de norisoprenoides, terpenos, y lactonas por hidrdlisis de sus precursores.
Aumentos similares de terpenos (a-terpineol y linalool) se observaron en vinos Gewurztraminer

inoculados con esta especie (Cus y Jenko, 2013). Cepas de Debaryomyces pseudopolymorphus y
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Debaryomyces vanriji también incrementaron las concentraciones de los terpenos citronellol, nerol,
y geraniol (Cordero-Otero et al, 2003) y geraniol (Garcia et al, 2002) en co-fermentaciones de
mostos Chardonnay y Moscato de Frontignan, respectivamente. En ambos casos el cultivo iniciador
primario fue S. cerevisiae. Ademas, se ha propuesto el uso de levaduras non-Saccharomyces para
mejorar el contenido de glicerol, manoproteinas, la estabilidad del color (Tronchoni et al.,, 2017),
para reducir el nivel de etanol en los vinos (Rossouw y Bauer, 2016) y facilitar el secado del mosto
por su caracter fructofilico (Masneuf-Pomarede et al., 2015; Englezos et al, 2016). Sin embargo, la
mayoria de las levaduras non-Saccharomyces no pueden fermentar a sequedad los mostos de uva,
por lo que S. cerevisiae también debe inocularse en forma simultanea (co-inoculacién) o secuencial
(Whitener et al., 2016). Ambas estrategias han dado resultados positivos y aunque muchas de ellas
ya estan comercializdndose (Tabla 1.4) las modalidades de aplicaciéon de estos cultivos deben ser
todavia desarrolladas en funcién de los efectos finales buscados y de las caracteristicas de las cepas
involucradas, aunque en todos los casos los efectos de las levaduras non-Saccharomyces en la
fermentacion y la calidad del vino dependen estrictamente de la relacion de indculos
Saccharomyces /non-Saccharomyces (Comitini et al., 2011).

Adicionalmente, cepas de levaduras non-Saccharomyces pertenecientes a especies de los
géneros Schizosaccharomyces (Viljoen et al., 1994; Viljoen et al.,, 1999; Thornton y Rodriguez, 1996),
Zygosaccharomyces (Baranowski y Radler, 1984) y Pichia (Issatchenkia) (Okuma et al, 1986;
Clemente-Jimenez et al, 2004; Seo et al, 2007; Hong et al,, 2010) con capacidad de degradar el acido
malico se han propuesto como alternativa a los iniciadores de fermentacién malolactica constituidos
por bacterias lacticas para la deacidificacion de vinos (Kim et al, 2008). El contenido de acido L (-)
malico, directamente relacionado con el cociente respiratorio de las bayas, es mayor en los mostos
de uva de regiones mas frias (Ribereau-Gayon et al, 2003), constituyendo en la regiéon de Comahue
el 60 % de la acidez titulable en mostos tintos (Caballero et al., 2005).

Trabajos previos realizados a escala de laboratorio y piloto, permitieron demostrar la
capacidad de una cepa indigena de Pichia kudriavzevii, de degradar acido malico (del Ménaco et al,
2014a). La propagacion de la biomasa de esta cepa indigena, perteneciente a una especie
representativa del terroir Patagénico como es P. kudriavzevii (del Ménaco et al., 2016b) con el fin de
producirla a escala industrial forma parte del trabajo experimental de esta Tesis. Cultivos
iniciadores mixtos constituidos por esta cepa y cepas de S. cerevisiae también autéctonas de la
region (del Monaco et al,, 2014b) ademas de respetar el ecosistema propio del terroir Patagdnico,
serian capaces de emular ciertos rasgos enolégicos ventajosos de los vinos elaborados por

fermentaciones espontaneas/naturales exitosas (Capozzi et al., 2015).
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Tabla 1.4: Cultivos comerciales de levaduras vinicas non-Saccharomyces (Extraida de Petruzzi et al., 2017)

Nombre comercial Especie Propiedades de interés enolégico Proveedor

Biodiva™ Torulaspora delbrueckii Potencia el aroma y la complejidad en boca en vinos blancos y Lallemand
tintos

ZymafloreRr Alpha TD Torulaspora delbrueckii Alta complejidad organoléptica Laffort

Prelude™ Torulaspora delbrueckii Incrementa el cuerpo y estructura Chr. Hansen

Oenoferm® wild & pure Torulaspora delbrueckii Textura cremosa con sensacion en boca agradable y perdurable  Erbsloh

[HR23]
WLP603

Concerto™

Melody™

FlaviaRr

Gaia™

WLP605

FrootZenR

Torulaspora delbrueckii

Lachancea thermotolerans

Lachancea thermotolerans,
Torulaspora delbrueckii and
Saccharomyces cerevisiae

Metschnikowia pulcherrima

Metschnikowia fructicola

Pichia kluyveri

Pichia kluyveri

Complejidad aromatica y caracteristica a frutos frescos. >Baja
produccion de acidos volétiles, fenoles volatiles y acetato de
etilo

Produccidn de acido lactico; vinos con acidez balanceada y
redondos. Sugerido para zonas calidas

Incrementa complejidad del vino, intensidad aromatica
afrutada (frutos tropicales) y paladar balanceado, redondo

Potencia el aroma varietal, aromas terpénicos y a tioles

Dominancia durante el macerado en frio, proteccién natural
contra microorganismos contaminantes. Reduce el agregado de
SO en la molienda

Aroma floral, a rosas, contribuyendo positivamente al bouquet
del vino

Potencia el aroma varietal y de tioles

Vintner’s Harvest

Chr. Hansen

Chr. Hansen

Lallemand

Perdomini

Vintner’s Harvest

Chr. Hansen
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1.5 PRODUCCION INDUSTRIAL DE LEVADURAS PARA USO ENOLOGICO. LEVADURA SECA

ACTIVA (LSA)

La produccién industrial de levaduras vinicas (Chen y Chiger, 1985; Degre, 1993; Gonzalez et
al, 2005) para su uso como cultivos iniciadores del proceso de vinificacién no difiere en gran
medida de la producciéon de levaduras panaderas, al menos en las dos primeras etapas, el
mantenimiento de los cultivos puros y su propagacion, lo que explica que fueran estas empresas las
primeras en comercializarlas a principios de los afios 60. En esos primeros afios el producto final
tenfa las mismas caracteristicas que la levadura prensada de panaderia, pero debido al uso
estacional de las levaduras vinicas, fue necesario desarrollar nuevas formas de conservacién, como
es el secado, dando lugar a un producto mas estable como es la LSA.

Esta tecnologia de preservacion tiene que alcanzar cuatro objetivos:

(i) Viabilidad. El nimero de células viables debe ser maximo después de la preservacion, ya
que cada pérdida en el ndmero de células viables significa un numero mayor de lotes de
fermentacion costosos en energia.

(i) Vitalidad. Medida de la actividad metabdlica relacionada con la robustez del cultivo
(Rodriguez Porrata et al., 2008).

(iii) Estabilidad de almacenamiento. El tercer atributo de calidad importante es la estabilidad
de almacenamiento. Como los cultivos se distribuyen en todo el mundo, deben soportar condiciones
adversas durante el transporte. Ademas, deben conservar su viabilidad y vitalidad durante el
almacenamiento, preferiblemente a temperaturas ambiente (no refrigeradas).

(iv) Manipulacion. Dependiendo de la tecnologia de conservaciéon, el manejo de la
concentracion celular debe ser facil y, en caso de polvo, la rehidratacidon debe ser rapida. El polvo no
debe ser propenso a apelmazarse y debe ser facil de repartir.

Las operaciones unitarias clave del proceso de produccién de los cultivos (Figura 1.10), se

describen a continuacion.
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Figura 1.10: Esquema del proceso industrial de obtencién de Levadura Seca Activa. Fuente propia.
1.5.1 Propagacion de las células de levadura

1.5.1.1 El sustrato: Melazas

La melaza de remolacha o cafia es el principal sustrato utilizado en las plantas de produccion
de levadura. Estos materiales se seleccionaron por dos razones: primero, las levaduras crecen bien
utilizando los azicares presentes en las melazas y, segundo, son econémicamente interesantes, ya
que son un producto de desecho que provienen de las refinerias de azucar. Normalmente, las
melazas contienen entre 65 y 75 % m/m de azucares, principalmente sacarosa (Hongisto y Laakso,
1978) pero la composiciéon es muy variable dependiendo del procedimiento de refinacion de
sacarosa y de las condiciones climaticas de ese afio en particular. Las levaduras hidrolizan la
sacarosa de forma extracelular en dos monosacaridos, glucosa y fructosa, que se transportan e
incorporan al metabolismo de la levadura como fuentes de carbono. Sin embargo, la melaza es
deficiente en otros elementos esenciales para el crecimiento de la levadura. Uno de ellos es el

nitrégeno, como su contenido en la melaza es muy pobre (menos del 3 % m/m), por lo que es
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necesario agregar fuentes de nitrégeno, generalmente en forma de sales de amonio o urea. Los
elementos de magnesio y fosfato también se complementan en forma de sal. Finalmente, deben
complementarse tres vitaminas (biotina, tiamina y A&cido pantoténico), requeridas para un
crecimiento rapido, ya que su contenido en las melazas también es muy bajo (Oura, 1974; Woehrer
y Roehr, 1981). Otro aspecto negativo de la utilizaciéon de melaza como sustrato para producir
levaduras es la presencia de diferentes tdéxicos que pueden afectar el crecimiento de éstas.
Cantidades variables de herbicidas, insecticidas, fungicidas, fertilizantes y metales pesados

aplicados a los cultivos de remolacha o cafia se pueden encontrar en las melazas, ademads, de
bactericidas que se agregan durante la producciéon de azucar en las plantas de refineria (Reed y
Nagodawithana, 1988). Todos estos toxicos pueden disminuir el rendimiento de la levadura al
inhibir el crecimiento (Pérez-Torrado, 2004). De hecho, una practica comun en las plantas de

levadura es mezclar diferentes stocks para diluir posibles toxicos.

1.5.1.2 El proceso

La propagacion de las células de levadura o produccién de biomasa se inicia a partir de un
crecimiento del cultivo puro a escala de laboratorio (F1 en la Figura 1.10) (Degre, 1993; Pérez-
Torrado, 2004) y comprende dos etapas posteriores, la etapa batch y la fed batch.

Etapa de produccion batch. A partir de este cultivo (F1) se inocula el primero de una
secuencia de fermentadores donde se va escalando y aumentado el volumen hasta lograr la cantidad
de biomasa deseada (F2-F4) (Figura 1.10). Estas primeras fermentaciones se realizan en
condiciones batch. En este tipo de cultivo todos los componentes se afiaden desde el principio y no
se renuevan y las células se cultivan con agitacién y aireacion controlada. La provisiéon de oxigeno
resulta fundamental para la sintesis de lipidos, 4cidos grasos insaturados y esteroles, constituyentes
de la membrana celular (Daum et al, 1998; Boulton, 2000) y paraddjicamente, disminuir el estrés
oxidativo enddgeno (Boulton, 2000; Pérez Torrado et al., 2009). Durante la etapa batch y debido el
efecto Crabtree ya descrito (ver item 1.3.2) la levadura puede presentar un metabolismo respiro
fermentativo con produccién de etanol. La presencia de oxigeno permite que, consumida la fuente
de C primaria del medio, la levadura oxide al etanol pasando a un metabolismo francamente
respiratorio, tipico de la fase fed-batch. La biomasa producida es utilizada como in6culo para la
siguiente etapa de produccidn o fase fed-batch.

Etapa de produccion fed-Bach. En esta etapa de la propagaciéon (fermentadores 4 y 5 en la
Figura 1.10), el suministro de la fuente carbonada, se hace de forma controlada a lo largo del
proceso, favoreciendo el metabolismo respiratorio que permite obtener un gran rendimiento en

biomasa, ya que la oxidacién de la glucosa via respiratoria tiene un rendimiento energético por mol
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de azicar consumido mayor que el obtenido mediante el metabolismo fermentativo. Al final del
primer cultivo en fed-batch, las células pueden ser recogidas, lavadas y centrifugadas, la crema
resultante es almacenada a 2-4 °C hasta su uso como inéculo de la siguiente fermentacion.

Una adecuada aireacién durante la propagacion de la biomasa en condiciones de fed-batch es
fundamental para alcanzar un buen rendimiento y calidad del producto. La disponibilidad de
oxigeno es imprescindible para el consumo del azdcar a través de la respiracién y minimizar el
proceso fermentativo. También como ya se sefiald, es necesaria para la sintesis de acidos grasos
insaturados y esteroles, principalmente ergosterol ya que la carencia de estos compuestos afecta a
la estructura y funciéon de la membrana plasmatica, limitando la capacidad de las levaduras para
fermentar el mosto, principalmente debido a la reduccién de la tolerancia al etanol (Degre, 1993;
Aranda et al., 2005; Gonzalez et al., 2005). Otro aspecto critico es la velocidad de alimentacion. Para
evitar el metabolismo fermentativo es necesario que la concentraciéon de glucosa no supere
0,1-0,5 mg L-L. Por encima de este umbral, atin en presencia de oxigeno, parte del azticar se destina a
la produccion de etanol (efecto Crabtree). Los elevados niveles de glucosa disparan respuestas
celulares como el efecto Crabtree, cuyos mecanismos moleculares todavia estan en discusion (Rosas
Lemus et al, 2018), y otro tipo de respuestas metabdlicas mediadas por la denominada via de las
ras/AMPc/PKA (Verstrepen et al. 2007) que favorecen el metabolismo fermentativo al respiratorio
con produccién de etanol.

Finalmente, concluida la obtencién de biomasa, durante unas horas (2 h o mas) se lleva a cabo
la etapa de maduracién. Se mantiene el cultivo sin alimentar asegurando que los sustratos sean
totalmente consumidos y las células terminen de dividirse entrando en fase estacionaria (Jorgensen
et al, 2002). Esta etapa es importante para que la biomasa obtenida tenga activos sus mecanismos
de respuesta al estrés y acumule metabolitos de reserva (glucégeno) y de proteccién (trehalosa)
(Frangois y Parrou, 2001), para enfrentar satisfactoriamente el proceso de secado y mantener una

adecuada capacidad fermentativa tras la rehidratacion.

1.5.1.3 Biorreactores
El biorreactor, es sin duda, uno de los equipos fundamentales de la microbiologia industrial.
Es el recipiente donde se realiza el cultivo, y su disefio debe ser tal que asegure un ambiente
uniforme y adecuado para los microorganismos. El biorreactor debe:
> Minimizar cualquier gradiente térmico mediante un eficiente mezclado y transferencia de
calor hacia el dispositivo de intercambio, tendiendo a lograr un nivel constante y homogéneo
de temperatura en la operacion.

> Minimizar los gradientes de concentracién de nutrientes.
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> Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de cultivo a fin de
prevenir la sedimentacion o la flotacion.

> Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo.

> El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro, una vez que todo el sistema ha
sido esterilizado y posteriormente sembrado con el microorganismo deseado.

Para satisfacer los cuatro primeros puntos es necesario que el biorreactor esté provisto de un
sistema de agitacién, ademas se requiere de un sistema que inyecte aire en el cultivo. La agitacién se
realiza mecanicamente mediante un eje provisto de turbinas accionado por un motor. En un
biorreactor tipico, el aire se inyecta por la parte inferior del tanque y es distribuido por una corona
que posee pequenos orificios espaciados regularmente. El chorro de aire que sale de cada orificio es
"golpeado” por las paletas de la turbina inferior generandose de este modo miles de pequefias
burbujas de aire, desde las cuales difunde el O, hacia el seno del liquido. La velocidad de
transferencia de O, (RO2), desde el seno de la fase gaseosa (burbujas) hasta la fase liquida depende
del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (KLa) y la fuerza impulsora entre la
concentracién de O; disuelto en el seno del liquido (mg L-1) y la concentracién de O disuelto que
estaria en equilibrio con la presion parcial de oxigeno de la fase gaseosa (mg L-1). El KLa es una
medida de la capacidad que posee un biorreactor para suministrar Oz y el rango de valores usuales
esta comprendido entre 50 h-1y 1.000 h-1.

El sistema de agitacion se completa con cuatro o seis deflectores que tienen por finalidad
cortar o romper el movimiento circular que imprimen las turbinas al liquido, generando de este
modo mayor turbulencia y mejor mezclado. El aire que ingresa al biorreactor debe estar estéril, lo
que se consigue haciéndolo pasar por un filtro cuyo didmetro de poro es de 0,2 micrones, que
impide el paso de microorganismos.

El tanque estd rodeado por una camisa por la que circula agua, lo que permite controlar la
temperatura. Para tanques mayores que 1.000 6 2.000 litros, este sistema ya no es eficiente y es
reemplazado por un serpentin que circula adyacente a la pared interior del tanque. Debe tenerse en
cuenta que a medida que es mayor el volumen de cultivo también lo es la cantidad de calor
generado, por lo que se hace necesario una mayor area de refrigeracion. Los tanques son de acero

inoxidable y estan pulidos a fin de facilitar la limpieza y posterior esterilizacién.

1.5.2 Deshidratacion de la biomasa
La levadura liquida obtenida tras la fermentacion comercial es lavada hasta obtener una
crema de levadura libre de melaza, su pH ajustado a 3,5 para evitar contaminaciones por otros

microorganismos y almacenada a 4 °C. (Figura 1.10). Luego la crema es filtrada en filtros rotativos al
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vacio o filtros prensa hasta conseguir una pasta con un 30-35 % m/m de materia seca.
Inmediatamente la levadura filtrada se mezcla con emulsionantes y la pasta formada se divide
mediante extrusion a través de un plato perforado, en finos filamentos que facilitaran el posterior
secado. El secado se realiza en un lecho fluidizado por medio de aire caliente hasta obtener una
materia seca con menos de un 8 % m/m de humedad residual. Este deshidratador hace circular aire
caliente de forma continua a través de la masa permitiendo una rapida pérdida del agua y evitando
que la temperatura de la levadura exceda una temperatura determinada, normalmente 35 °C a
41 °C, alo largo del secado. La duracién del proceso puede variar entre 15y 60 min dependiendo del
volumen de materia a secar y las condiciones empleadas. Finalmente, la levadura seca activa es
empaquetada al vacio, en presencia de CO>, con el fin de reducir la oxidacion del producto. Se estima
que la pérdida de viabilidad es entre el 10 % y el 25 % por afio a 20 °C, por lo que los productores
recomiendan su almacenamiento a 4 °C y en un ambiente seco durante un maximo tres afos.

La deshidratacién es una operacién clave en el proceso de produccién de LSA ya que la
respuesta al deshidratado depende significativamente del estado metabolico de la célula al
momento de la remocién del agua (Potts, 2001) y tiene consecuencias directas sobre la
recuperacion de las células al momento de la rehidratacién (Rodriguez-Porrata et al., 2008). La
deshidratacién causa un rapido eflujo de agua a través de la membrana celular que conduce al
colapso del citoesqueleto (Rodriguez-Porrata et al, 2008). El deshidratado puede afectar
negativamente la fisiologia de la célula a través de alterar la fisiologia y funcionalidad de las
vacuolas y la integridad y funcionalidad de las membranas celulares, incluida la nuclear (Walker y
van Dijck, 2006) e incrementar la fuga de nucle6tidos, iones y otros componentes celulares solubles
(Rapoport et al., 1995). Para afrontar el deshidratado, la levadura debe almacenar durante la etapa
de propagacidn, metabolitos de reserva y proteccion, glucdgeno y trehalosa, respectivamente.

(Frangois y Parrou, 2001).
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1.6 FUNDAMENTACION

En la region de la Norpatagonia, la produccién petrolera es la actividad econémica primaria
de la provincia de Neuquén mientras que, en la provincia de Rio Negro desde la mitad del siglo XX
ese lugar lo ha ocupado la fruticultura. Actualmente, en ambas provincias aparece la necesidad de
diversificar sus economias mediante la promocién de otras actividades que no sean unicamente las
energéticas y basadas en el petréleo o en la produccién primaria de frutas, de manera de incorporar
nuevos actores al sector productivo y/o reinsertar aquellos que han quedado afuera debido a la
profunda crisis estructural que desde hace unos afios atraviesa a la fruticultura.

Con una fuerte tradicién vitivinicola otorgada por los inmigrantes italianos y espafioles que se
radicaron en la provincia a fines del siglo XIX principios del XX y condiciones agroecolégicas
favorables para el desarrollo de una viticultura, de calidad enolégica (Le Guillou, 2000), Rio Negro
fue pionera en la produccién de vinos de excelente calidad en el siglo pasado (Witkowsky, 2019).
Lamentablemente, en el transcurso de los afios ‘70 la profunda crisis que atravesé la vitivinicultura
nacional, de la que la regiéon no estuvo exenta, termind practicamente con todos los vifiedos y
bodegas de la regidn. Quedaron unas pocas bodegas en pie, entre ellas el Establecimiento Humberto
Canale S.A, actualmente una de las pocas bodegas nacionales que conserva sus duefios originales
(Witkowsky, 2019). Esta crisis estuvo determinada por cambios en el mercado del sector que dejé
de estar dirigido por la produccién, para pasar a estarlo por el mercado. Por otra parte, la
importancia de la vitivinicultura como actividad productiva para el desarrollo regional también es
reconocida en la década de los '90 por la provincia de Neuquén, cuando, después de realizar los
estudios pertinentes para promover la diversificacion econémica, hace inversiones estatales para el
desarrollo de una vitivinicultura de calidad en lo que era histéricamente la estepa Patagonica y que
hoy constituye el valle productivo de San Patricio de El Chafiar (Llorente y Casazza, 2005). Los vinos
de esta zona presentan excelente calidad y han ganado importantes nichos de mercado. En este
contexto, con una produccion mundial de vinos de mesa de 292,3 mil millones de hectolitros en el
2018, que implica un volumen de negocios de aproximadamente 2.340,5 mil millones de pesos
(Roca, 2019) y la Argentina posicionada 52 productora (14,5 millones de hL), 92 consumidora
(8,4 millones de hL, el mercado interno es uno de los mercados mas grandes del mundo) y 10a
exportadora (2,8 millones de hL) (Roca, 2019), queda claro que la vitivinicultura resulta una
actividad econémica relevante al momento de plantear la diversificacion productiva de la Patagonia
Norte, en particular de la regién del Comahue.

La region del Comahue, ubicada a los 40° de latitud sur, con una produccién de 130 mil hL

(1 % de la produccion nacional, extraido de las estadisticas del INV 2019), es la region vitivinicola
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mas austral de la Argentina. La elaboracién de vinos se orienta principalmente hacia los vinos tintos,
jévenes y secos (80 %) mayoritariamente de la variedad Malbec (61%) asi como también Merlot
(21%) y Pinot Noir (15%), dos variedades que han encontrado en esta regién las condiciones
optimas para su plena expresion enologica (Avagnina y Catania, 2011b).

Sin embargo, las exigencias de un mercado internacional cada vez mas competitivo y con
sobre oferta, la demanda de los consumidores por nuevos estilos de vinos que ofrezcan una
placentera y reconocible experiencia sensorial y una mejor relacién calidad/precio y la necesidad de
recuperar el mercado interno, imponen a los vitivinicultores regionales nuevos desafios que
requieren de innovacién tecnolégica. Dentro de la cadena productiva, la gestion adecuada de la biota
de levaduras responsable de realizar la fermentaciéon alcohdlica a través del uso de levaduras
autodctonas de la propia regién, una practica muy extendida en el mundo vitivinicola actual, resulta
estratégica para diferenciar el caracter de vino (Rainieri y Pretorius, 2000). Existe evidencia que las
levaduras locales son mas competitivas que las comerciales por estar mejor adaptadas a las
caracteristicas ecoldgicas y tecnoldgicas de su propia zona (Querol y Ramoén, 1996; Lopes et al,
2007; Del Ménaco et al., 2014b). Asi, capaces de dominar la fermentacion se convierten en el agente
biolégico mas importante responsable de la elaboracién del vino (Degre, 1993; Arévalo-Villena et
al, 2017). La selecciéon adecuada de levaduras autéctonas y su uso permite la producciéon de vinos
de alta gama, el mantenimiento de las propiedades diferenciales de su propia zona y la preservacion
de su biodiversidad natural (Fleet, 2008; Bozoudi y Tsalta, 2016). El uso cultivos iniciadores propios
de cada area vitivinicola es una practica enolégica generalizada con el objetivo de conferir caracter
diferencial al vino y tender a certificaciones de calidad (Fleet, 2008; Tufariello et al, 2014; Alves et
al, 2015). Los cultivos comerciales de la fermentacion alcohélica que actualmente se encuentran en
el mercado estan compuestos por cepas de levaduras aisladas de las zonas vitivinicolas mas
importantes del mundo. Los estudios microbiolégicos realizados desde el afio 1993 en la region
Patagdnica, permitieron caracterizar la biota asociada a vifiedos, bodegas y entornos de vinificacion
(del Ménaco et al, 2016a) y constituir una importante coleccién de cepas locales de Saccharomyces
y non-Saccharomyces, algunas de las cuales como S. cerevisiae F8 y P. kudriavzevii 15, presentan
propiedades adecuadas para su uso como cultivos iniciadores en enologia (del Ménaco et al, 2014 a
y b) en la forma de LSA.

En este contexto, este trabajo de tesis propone la producciéon de LSA de estas levaduras
utilizando bagazo de manzana como un sustrato alternativo a la melaza de cafia para la propagacién

de la biomasa.
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Es de interés resaltar que el bagazo de manzanas es un subproducto del proceso de
elaboracién de jugos de escaso o nulo valor y que, por los volimenes que se generan durante el
proceso de produccion de los jugos, en particular de los jugos exprimidos, puede llegar a convertirse

en un pasivo ambiental de importancia para la empresa productora.

1.7 OBJETIVOS DEL TRABAJO

Generales

1. Desarrollar cultivos iniciadores formulados a partir de cepas de levaduras indigenas de la
Patagonia para su comercializacién y uso en la elaboracién de vinos de calidad controlada y
diferencial.

2. Sustituir insumos importados (LSA).

Especificos

1. Disefiar y formular un medio de cultivo para la propagacion de células de levaduras
Saccharomyces y non-Saccharomyces utilizando extracto de bagazo de manzana como fuente
de carbono y energia.

2. Optimizar a escala piloto las condiciones operativas del proceso de propagacién de la biomasa
de levaduras Saccharomyces y non-Saccharomyces utilizando el extracto de bagazo de
manzana como medio de cultivo.

3. Estimar la factibilidad técnico-econémica de la produccién de levaduras a escala industrial

sustentada en el proceso de propagacion optimizado.

Referencia
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2.1 INTRODUCCION
Los residuos industriales de procesamiento de frutas constituyen un material rico en carbono

disponible en muchas regiones del planeta y emergen actualmente como una fuente de recursos
energéticos sostenibles y amigables con el medio ambiente (dos Santos Lima et al, 2012). Por su
abundante disponibilidad y bajo costo, esta materia prima renovable representa un sustrato
alternativo interesante para la produccion a nivel industrial de productos/compuestos de alto valor
agregado (Zhu et al., 2015; Santos Felix et al, 2018).

En la regién del Comahue (Argentina), la produccion de frutas de pepitas (manzanas y peras)
es uno de los pilares de la economia. La produccién primaria estd fuertemente concentrada en los
valles de los rios Negro (Alto Valle de la Provincia de Rio Negro) y Neuquén (Departamentos de
Confluencia y Afielo en la Provincia de Neuquén). El 60 % de la produccién de peray el 25 % de
manzana se comercializan en fresco en el mercado externo, el resto se destina al mercado interno
para su consumo en fresco o para su industrializaciéon. En manzana, los productos procesados
representan el 40 % de la produccion, histéricamente orientada a la elaboracién de jugos
concentrados y mas recientemente a la de jugos exprimidos (not from concentrate). Por sus mayores
volimenes de produccién, las variedades de manzanas utilizadas en la elaboracién de jugos
exprimidos son Red Delicious y Granny Smith.

En la elaboracion industrial de jugos exprimidos, el 35 % de la fruta prensada se convierte en
un sustrato que se desecha como bagazo y que aun mantiene una elevada carga nutricional. El
bagazo de manzana es un subproducto agricola, rico en carbohidratos solubles que se puede utilizar
en procesos industriales que promueven el crecimiento de microorganismos (Castillo-Castillo et al,
2016), habiéndose utilizado en fermentaciones en estado sdlido llevadas a cabo por hongos
filamentosos (Rodriguez et al, 2008), en la produccién de etanol y biohidrégeno por levadura
(Pacheco et al,, 2010; Silva et al, 2018) o en forma fermentada para la alimentaciéon de rumiantes
(Castillo-Castillo et al., 2016). Sin embargo, no existen registros en la literatura del uso del bagazo de
manzana como sustrato en procesos fermentativos destinados a la producciéon de biomasa de
microorganismos, levaduras en particular.

La propagacién de biomasa es una operacién central en el proceso de produccién de levadura
destinada a distintos usos como panificaciéon, producciéon de bebidas alcohdlicas, complemento
dietético para la alimentaciéon humana y animal, producciéon de enzimas, entre otros (Fleet, 2007;
Arevalo-Villena et al., 2017) y la preparacién de un medio de cultivo 6ptimo para el desarrollo del
proceso es determinante para asegurar la productividad del mismo. Los componentes de los medios
constituyen los efectores externos de naturaleza quimica esenciales para la propagaciéon de las

células y deben cumplir con los requerimientos nutricionales del microorganismo para su
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crecimiento y mantenimiento celular. El desarrollo de un medio de cultivo incluye su disefio,
formulacién y optimizacién, en ese orden (Ertola et al, 2006).

En la etapa del disefio se deben identificar las variables que afectan el crecimiento de las
células y la formacién de productos, cuando correspondiera, relacionados con el proceso a
desarrollar. Se deben tener en cuenta, entonces, los requerimientos nutricionales del
microorganismo (macronutrientes, micronutrientes y factores de crecimiento), los requerimientos
especificos del proceso (pH, T, fuerza i6nica, oxigeno disuelto, entre otros), la disponibilidad real de
los nutrientes y las consideraciones sobre las materias primas, en particular aspectos relacionados
con sus costos, estabilidad quimica, etc. (Ertola et al, 2006). La disponibilidad de los nutrientes es
un aspecto de fundamental importancia para el disefio y formulaciéon de los medios de cultivo, en
particular cuando se utilizan medios complejos como los corrientemente utilizados a nivel
industrial.

La formulacién y optimizacion de un medio se vincula con sus aspectos cuantitativos, es decir,
establecer las concentraciones de cada componente en el medio de cultivo y los valores de las
variables fisicas. Una primera aproximacion con respecto a las cantidades a utilizar de las diversas
fuentes nutricionales lo da el conocimiento de la composicion elemental de la biomasa del
microorganismo a ser empleado. A partir del analisis de la estequiometria de crecimiento y de
formacion del producto, es posible formular adecuadamente un medio. No obstante, cuando el
medio de cultivo a emplearse esta constituido por fuentes nutricionales no convencionales resulta
imperativa su optimizacién (Ertola et al, 2006).

En la produccion de biomasa de Saccharomyces cerevisiae, que constituye la mayor
produccién a granel de microorganismos unicelulares en el mundo (Gémez-Pastor et al, 2011), la
materia prima utilizada tradicionalmente para la propagacion industrial de las células es la melaza
de cafia de aztcar y/o la de remolacha azucarera enriquecidas, un tipo de desechos inexistente en la
region del Comahue. Por esta razon, en este capitulo se caracteriza fisicoquimicamente el bagazo de
manzanas Red Delicious generado en la elaboracién de jugos exprimidos regionales y se evalia su
potencialidad para ser utilizado como un sustrato alternativo a las melazas de cafia y remolacha
azucarera en medios de cultivos destinados a la propagaciéon de biomasa de levaduras
convencionales (S. cerevisiae) y no convencionales (P. kudriavzevii) a escala industrial.

Para el disefio del medio de cultivo, la selecciéon de las variables que afectan el crecimiento
microbiano se realizé6 mediante disefios experimentales multifactoriales (Plackett y Burman, 1946)
y los parametros del crecimiento de las levaduras ensayadas se calcularon ajustando los datos

experimentales al modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al, 1990). La formulacién del
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medio se realizé utilizando un disefio central compuesto y la validacién del mismo se llev6 a cabo a
través de fermentaciones a escala de laboratorio, calculandose el factor de precisién y el factor de
sesgo. El proceso de disefio desarrollado cumple con los procedimientos estandares de la

microbiologia predictiva (Nikel et al, 2005; Arroyo-Lopez et al., 2009; Dasgupta et al., 2013).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAS PRIMAS
2.2.1.1 Bagazo de manzana

Los bagazos ensayados en este trabajo resultan de la elaboraciéon de jugos naturales
exprimidos de manzana (not from concentrate juices) libres de aditivos (envase bag in box). Para la
elaboracion de este tipo de jugos, la manzana es inspeccionada por personal de control de calidad de
la empresa para su aceptacién o rechazo, aceptandose tnicamente los frutos en su estado de
madurez 6ptimo, sanos, de aspecto fresco y consistencia firme, y libres de ataques de insectos, de
enfermedades que demeriten la calidad interna del fruto, de humedad externa anormal y de
cualquier olor y/o sabor extrafio. Luego pasan a produccidn, limpieza, lavado (Lavadora y fresadora
WA LC40 con molino centrifugo y torre giratoria para prensas de cinta, capacidad 3.000 kg h-1,
totalmente de acero inoxidable, marca VORAN, Austria) y prensado (Prensa de correa simple
EBP500, para el procesamiento continuo de frutas, capacidad 700 kg h-l, Marca VORAN),
temperatura de operaciéon 25 °C. Después del prensado, el bagazo de manzana obtenido es un
producto natural, no fermentado y sin aditivos. El bagazo de manzana utilizado en este trabajo de
Tesis fue provisto la empresa Patagonia Beverage SRL, sita en la ciudad de Centenario, Neuquén
(Argentina) que se dedica a la produccién de jugos exprimidos. La disponibilidad de este
subproducto industrial es anual. Para la caracterizacion fisicoquimica se tomaron 5 muestras de 1kg
de bagazo de manzana por lote de produccién (aproximadamente 1.500 kg de manzana procesada
por lote), analizdndose cuatro lotes a razén de un lote mensual. Las muestras se guardaron en
bolsas estériles de 1 L de capacidad a -20 °C hasta su uso.
2.2.1.2 Melaza

La melaza utilizada fue melaza de cafa de azticar de 80 °Bx, conteniendo 27,21 g L-1 Glucosa,

94,87 g L1 Fructosay 323,52 g L-1Sacarosa. R.N.E N°01001454 procedente de Tucuman, Argentina.

2.2.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL BAGAZO DE MANZANA
2.2.2.1 Humedad
La humedad se determind gravimétricamente, sometiendo la muestra a estufa de aire caliente

(Incubator SANYO, Argentina) a 100 °C y presién atmosférica, hasta peso constante. Este método es
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aplicable a la mayoria de los productos alimenticios excepto aquellos que puedan contener
compuestos susceptibles a la descomposicion por calor. (Nielsen, 2003).
2.2.2.2 pH

El pH se determind potenciométricamente utilizando un pHmetro ORION RESEARCH (Orion
Research Incorporated, Cambridge, MA) modelo 231. Se colocaron aproximadamente 75 mL de
muestra en un vaso de precipitado, y se midié directamente con un electrodo. (Pearson, 1993).
2.2.2.3 Actividad acuosa (aw)

Para medir el valor de aw se utiliz6 un equipo Testo 650 Humity Meter (sonda de alta
precision y accesorios). Se colocaron aproximadamente 2 g de muestra en la camara del equipo y se
dej6 estabilizar durante aproximadamente 30 minutos a una temperatura constante de 25°C, luego
se lee directamente el valor. Testo (2000), Manual de instrucciones. www.testo.
2.2.2.4 Amonio

El contenido de amonio de las muestras se determin6 potenciométricamente utilizando un
electrodo selectivo de amonio marca ORION modelo 95-12 y curva de calibraciéon preparada con
una solucién de NH4Cl. (Orion Research Incorporated, 1986).
2.2.2.5 Nitrégeno Facilmente Asimilable (FAN)

El FAN se determiné por el método de Sérensen (1909). El nitrégeno puede encontrarse en
forma de cation amonio (NH4*), o en forma de nitrégeno organico como aminoacidos libres,
polipéptidos y en menor proporcién como nitréogeno amidico, nitrégeno nucleico y aminas biégenas
(etilamina, histamina, etc.). El método consiste en adicionar un exceso de formaldehido que bloquea
el grupo NHs* y deja libres los grupos carboxilo, disminuyendo el pH de forma proporcional a la
cantidad de éstos grupos en los compuestos nitrogenados del tipo de los aminoacidos.
2.2.2.6 Polifenoles

Los compuestos fenodlicos se determinaron utilizando el método de Folin- Ciocalteu. Este
reactivo contiene una mezcla de acidos fosfotingstico (H3PW12040) y fosfomolibdico (Hz3PMo01204),
que se reducen por oxidacion de los fenoles a 6xidos de tungsteno (Ws023) y de molibdeno (Mog023),
de color azul. La coloracién azul producida es proporcional a la concentraciéon de compuestos
fendlicos presentes en la muestra y posee una absorcion maxima a 765 nm. El procedimiento
emplea el acido galico como compuesto de referencia para elaborar la curva de calibracién.
(Marinova et al., 2005).
2.2.2.7 Azucares Reductores Totales (ART)

Los ART se determinaron por el método de Fehling-Causse-Bonnans. El mismo se basa en la

reduccion del licor de Fehling en medio alcalino y en caliente por parte de los glicidos reductores. El
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ion cuprico pasa a cuproso precipitando como éxido de color rojo ladrillo. Para visualizar el punto
final de esta reaccion de 6xido-reduccion se agrega como indicador azul de metileno, que en estado
oxidado es color azul y en estado reducido es incoloro (leucobase). La primera gota de solucion del
glacido reductor en exceso reduce al azul de metileno, apareciendo el color rojo ladrillo del Cux0.
Esta reaccién no es estequiométrica, un mol de glucosa reduce aproximadamente entre 5 o 6 moles
de Cu(OH),, dependiendo de las condiciones del medio. Por ello para determinar la concentracion
del glicido reductor se procede a titular el reactivo de Fehling con una solucién de concentracién

conocida de azudcar invertido. (AOAC, 1990).

2.2.3 EXTRACTO DE BAGAZO DE MANZANA (EBM)

El extracto de bagazo de manzana se prepardé agregando una proporcién de 4 mL de agua cada
6 g de bagazo de manzana Red Delicious. La mezcla se agité6 periédicamente durante 30 min y
finalmente se centrifugd durante 5 min a 1.500 x g y se filtr6 (si sus volimenes fueron menores de
50 mL) o se prensé y filtro (si los volumenes fueron mayores). La fraccion liquida obtenida por
centrifugado o prensado y filtrado constituye el EBM y su contenido de sélidos solubles expresado
en grados Brix (°Bx) se determiné refractométricamente segun el método 932.12 de la A.0.A.C,
utilizando un refractémetro ABBE, marca ATAGO tipo 1. El contenido de sélidos solubles del EBM
preparado en las condiciones descritas es de aproximadamente 6 °Bx. A partir de este extracto se

prepararon las demas soluciones, diluyendo con agua destilada hasta el °Bx correspondiente.

2.2.4 MICROORGANISMOS
2.2.4.1 Levaduras

Las cepas de levaduras utilizadas en este trabajo fueron Saccharomyces cerevisiae F8 (Sc F8) y
Pichia kudriavzevii 15 (Pk 15) (ex Isatchenkia orientalis), ambas cepas autoctonas de la region,
aisladas en el norte de la Patagonia de vinificaciones en tinto (del Ménaco et al, 2015y 2016).
2.2.4.2 Banco de cepas de levadura

A partir del crecimiento de las cepas obtenido en el medio sélido GPY agar (glucosa 10 g L1,
peptona 10 g L-1, extracto levadura 10 g L-1, agar 20 g L-1y pH 5,9) y su posterior analisis molecular,
se preparo el inoculo realizando una suspension en 20 viales estériles con 1 mL de glicerol al 20 %
por cada cepa de levadura Patagoénica. Finalmente, los viales se almacenaron a -20 °C.
2.2.4.3 Reactivacion de las cepas de levaduras

Cultivos puros almacenados en glicerol al 20 % y a -20 °C, se activaron en tubos de vidrio
estériles de 10 mL de volumen total conteniendo 5 mL de caldo GPY (glucosa 10 g L-1,

peptona 10 g L1, extracto levadura 10 g L-1y pH 5,9) a 251 °C durante 24 horas. Seguidamente, los
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cultivos se centrifugaron, los sedimentos se lavaron y resuspendieron asépticamente en agua
destilada estéril a una densidad celular de 2.6 107 células mL-L
2.2.4.4 Determinacion del crecimiento microbiano

Se realizd por lectura de la densidad éptica (DO) a 600 nm.

2.2.5 DISENO ESTADISTICO EXPERIMENTAL (DEE)
2.2.5.1 Modelo primario de crecimiento microbiano

Los parametros de crecimiento: velocidad maxima de crecimiento especifico (pmax, h1),
maxima densidad o6ptica alcanzado (A, en unidades de absorbancia) y extension de la fase de Lag
(A, en horas) para cada disefio experimental (DEE) se calcularon ajustando los datos
experimentales al modelo de Gompertz modificado (Zwietering et al, 1990), cuya ecuacién se

detalla a continuacion:
Y =A.exp {-exp[((tmax-€) / A) . (A-t) +1]} Ec. 2.1

conY = Ln (DOr / DOg) donde DOg y DOt corresponden a la densidad dptica inicial y en el tiempo t,
respectivamente; A = Ln (DOo/DO0y) es el valor maximo de densidad 6ptica alcanzado con Noo como
maximo asintdtico y e, es el nimero de Euler = 2,71828. Los datos correspondientes a cada
experiencia se ajustaron mediante una estimacién no lineal, minimizando la suma de las
desviaciones al cuadrado de los valores observados de la variable dependiente respecto de los
predichos por el modelo. Los parametros de crecimiento se obtuvieron mediante el software

STATISTICA 10.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EE.UU.).

2.2.5.2 Diseiio Plackett Burman (DPB)

Se realizaron disefios de “screening” con el objetivo de evaluar posibles variables que tuvieran
influencia significativa en el crecimiento de las levaduras en estudio. Se eligieron disefios Plackett-
Burman de dos niveles utilizando como fuentes de carbono extracto de bagazo de manzana Red
Delicious (EBM) y melaza de cafia de azudcar. Se seleccionaron 11 variables independientes:
parametros fisicos como pH y componentes quimicos habituales de los medios de cultivo por ser
parte de la composicidn elemental de las células de levaduras como fuentes de carbono y nitrégeno,
magnesio, anién fosfato, vitaminas del grupo B, entre otros. Las variables se codificaron de acuerdo

con la siguiente Ecuacidn:
xi = Xi - X0 / AXi Ec.2.2

donde i = 1... N, xi corresponde a la variable codificada, Xi corresponde al valor real de la variable
independiente, X0 es el valor real de la variable independiente en el punto central y AXi corresponde

al paso o diferencia entre los extremos y el punto central. Cada parametro se calculé de acuerdo con
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las concentraciones reportadas normalmente para la propagaciéon de biomasa de levaduras, cuyos

valores codificados como bajos (-1) y altos (+1) se presentan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Relacién entre los valores codificados y reales de las variables utilizadas en el disefio

FACTORES Valores Codificados

-1 0 +1
Fte. Carbonada(°Bx )* 1,0 3,5 6,0
(NH4)2S04 (g L) 0 5 10
Mn SO4 (mg L-1) 0 5 10
CaClz (g L) 0,0 0,5 1,0
MgS0, (g L) 1,00 1,75 2,50
K:HPO4 (g L) 1,0 55 10,0
Tiamina (mg L-1) 0 1 2
Ac. Pantoténico (mg L1) 1,0 10,5 20,0
Piridoxina (mg L-1) 2 11 20
Biotina ( mg L-1) 0,50 1,25 2,00
pH 3 5 7

* Las fuentes carbonadas fueron extracto de bagazo de manzana y melaza de cafia diluida con agua destilada.

Los ensayos se llevaron a cabo mediante microfermentaciones en placas de 96 pocillos de
400 pL de volumen, conteniendo los medios de cultivo sugeridos por el modelo, previamente
esterilizados mediante filtracion (0,20 um de poro). Los medios se inocularon con
aproximadamente 2.106 células mL-! de la cepa a estudiar y el crecimiento microbiano se siguid
mediante mediciones de densidad éptica a 600 nm. Se disefiaron 12 series con diferentes
combinaciones de valores para cada parametro a evaluar incluyendo el punto central por duplicado.
Adicionalmente, ensayos conteniendo valores medios (0) de C y N sin otros aditivos también se
realizaron como control.

Las matrices de Plackett-Burman se obtuvieron mediante el software STATISTICA 10.0

(StatSoft, Tulsa, OK, EE.UU.) obteniéndose el siguiente polinomio lineal general:
Y =bo + b1X1 + b2X2 + b3X3 + baXs + -+ bpXy Ec. 2.3

donde b; representan los coeficientes de regresion, cuyos valores absolutos indican el efecto
de la variable X; sobre la variable dependiente Y para los n parametros evaluados. En la busqueda de
efectos principales, los coeficientes de regresion se interpretan como el aumento o la disminucion
(coeficiente positivo o negativo) en la respuesta, cuando el factor cambia en una unidad. La validez
del modelo se controlé mediante la determinacién del coeficiente de regresion R? (porcentaje de

variabilidad de la respuesta explicada por el modelo) ajustado por encima de 0,95.
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2.2.5.3 Disefio Compuesto Central (DCC)

Los efectos de la concentracién de la fuente de carbono (extracto de bagazo de manzana o
melaza de cafa diluida) y la concentracién de nitrégeno (sulfato de amonio) en el crecimiento de
levaduras se probaron utilizando un Disefio Compuesto Central con dos repeticiones para el punto
central. El disefio se generd con el software STATISTICA 10.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EE. UU), y los
niveles de las variables se establecieron en un rango de condiciones segun los resultados obtenidos
por los disefios Plackett Burman para la fuente carbonada y los valores que se encuentran
generalmente en bibliografia para la fuente nitrogenada. Los “puntos estrella” se situaron a +1,68
del centro para dar cuenta de la capacidad de rotacion, lo que permite extraer la misma cantidad de
informacién (y, en consecuencia, hacer predicciones con la misma precisiéon) en todas las
direcciones de la superficie ajustada (Myers y Montgomery, 2002).

Las relaciones entre los valores fisicos y codificados para las variables utilizadas se muestran

en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Valores reales y codificados para los pardmetros evaluados en los disefios
compuestos centrales

# Fuente C (°Bx)* (NH4).S0. (g L1)

1 1,20 (-1) 86,00 (-1

2 1,20 (-1) 021,00 (+1)

3 5,00 (+1) 86,00 (-1

4 5,00 (+1) 021,00 (+1)

5 0,30 (-1,68) €10,80 (0)

6 5,68 (+1,68) €10,80 (0)

7 3,00 (0) 40,19 (-1,68)

8 3,00 (0) £24,00 (+1,68)
9(C) 3,00 (0) €10,80 (0)

* La fuente carbonada fue bagazo de manzana y melaza de cafia en disefios independientes. # = Numero
de corridas. Los valores codificados para cada parametro se expresaron entre paréntesis. # 9 corridas
(C) = Punto Central en el disefio estadistico. A equivale a 0,04 g L-! de FAN; B equivale a 1,2 g L-1 de FAN;
C equivalea 2,3 g L1 de FAN; D equivalea 4,5 g L. de FAN y E equivalea 5 g L-! de FAN.
Los valores de los parametros de crecimiento A, Umaxy A obtenidos del modelo primario se

ajustaron posteriormente a una superficie de respuesta de la forma general:
— N N j-1 N 2
Y= Bo+ XizaBixi+ Xjma 2oy Bij xi x5+ Xi=1 B - X Ec. 2.4

donde Y es el parametro de crecimiento modelado, o es el término medio/intercepto, i son
los coeficientes que se estiman durante el ajuste de Superficie Respuesta SR (31 es el coeficiente

para el efecto lineal de x1, B11 para el efecto cuadratico de xi, B12 para la interaccién entre las
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variables X1 y X2, y asi sucesivamente). X1 y X2 son las variables ambientales (concentracién de la
fuente de carbono y concentracién de nitrégeno, respectivamente). El andlisis de SR se realiz6
utilizando el mddulo de Disefio Experimental del paquete de software STATISTICA 10.0 y el
rendimiento del modelo se verific6 mediante la prueba de falta de ajuste y el coeficiente de
determinacion R2 (porcentaje de variabilidad en la respuesta que el modelo puede explicar). Para
determinar los valores de las variables donde se obtuvieron los parametros 6ptimos de crecimiento,
se realiz6 un andlisis numérico para resolver un sistema de derivadas parciales (Y/ 0x1, Y/ 0x; ... 0Y

/ 0xn) para las diferentes variables independientes.

2.2.5.4 Validacion del modelo

Para la validacién del modelo, se llevaron a cabo una nueva serie de experimentos en medios
optimizados. Las microfermentaciones se realizaron a escala de laboratorio en tubos de 50 mlL,
conteniendo extracto de bagazo a 3,641 °Bx, suplementado con 0,19 g L-1 de sulfato de amonio e
inoculadas con cultivos frescos de levaduras de manera de tener una densidad inicial en el medio de
1.106 cél mL-1. Los cultivos se incubaron a 25+0,1°C sin agitacion. La cinética del proceso se
caracterizé por determinaciones de densidad 6ptica en muestras del cultivo y el crecimiento de
ambas especies se ajustd al modelo de Gompertz modificado. Para obtener una medida cuantitativa
del rendimiento de los modelos, se calcularon los indices de validacién (factor de precision (FP) y

factor de sesgo (FS)), segtn lo descrito por Mellefont y colaboradores (2003).

2.2.6 ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA y test de Tukey HSD, previa
evaluacion de la distribuciéon normal de los datos y de la homocedasticidad de las varianzas,

considerando significativo un p<0,05 y utilizando el programa STATISTICA 8. (StatSoft, 2007).
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL BAGAZO DE MANZANA

Con el fin de conocer la composiciéon del bagazo de manzana Red Delicious y el grado de
heterogeneidad entre los diferentes lotes muestreados en diferentes meses del periodo productivo,
se realiz6 un andlisis sensorial y fisicoquimico (Tabla 2.3 y 2.4, respectivamente). El andlisis
sensorial evidencié propiedades esperadas para un material como el analizado. Por otra parte, los
resultados fisicoquimicos evidencian que, aunque algunos pardmetros como el porcentaje de
humedad, los sélidos totales y el contenido de azicar reductores muestran diferencias significativas,
las concentraciones de compuestos de nitrégeno facilmente asimilables, de importancia para el
crecimiento de las levaduras y representadas por el contenido de Nitrégeno Facilmente Asimilable y
NH4*, no presentan diferencias significativas entre los lotes en las condiciones ensayadas.

(Tabla 2.4).

Tabla 2.3: Caracteristicas sensoriales del bagazo de manzana variedad Red Delicious

Aroma Intenso y caracteristico de la manzana madura y sana.

Color Intenso y homogéneo, caracteristico de la manzana, se observé un ligero cambio de
color, por el proceso natural de oxidacion.

Caracteristico e intenso de la manzana madura y sana. Libre de cualquier sabor
extrafo.

Sabor

Apariencia Uniforme, libre de materiales extrafios, admitiéndose una separacidn de fases y la
presencia minima de trozos, particulas oscuras propias de la manzana

Tabla 2.4: Caracterizacién fisicoquimica del bagazo de manzana variedad Red Delicious

Lote 1 2 3 4
Humedad (% m/m) 78,42 £0,46 2 80,77+1,46%P 80,38 £0,41ab 79,51 £0,71ab
ST (% m/m)= 100 - H 21,58+0,46b 19,23+ 1,462 19,62+0,41ab 20,49+0,71ab
pH 4,57+0,01¢ 4,42+0,01a 4,56+0,04¢ 4,49+0,04b
Aw (%) 99,9 99,9 99,9 99,9a
AR (% m/m) 8,22+0,5a 11,1+ 1,1b 9,34+ 0,53 9,63+ 0,630
FAN (mg N kg1) 124,8+5,5a 140,615,2a 126,3+11,72 133,8+9,4a
NH4* (mg kg-1) 0,27%4,0a 0,04+0,1a 0,07+0,1a 0,15 £0,1a
PT (mg kg1) 1375,5+138,22 2176,24+177,2b 1688,96+95,82  1546,78+125,4a

H: Humedad; ST: sélidos totales; aw: actividad acuosa; AR: azicares reductores; FAN: Nitrogeno Facilmente
Asimilable; PT: polifenoles totales. Letras distintas corresponden a diferencias significativas p<0,05, n=5.
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Particularmente, para la concentracién de azdcares y de nitrégeno total, 1.000 g de bagazo de
manzana Red Delicious mostraron un contenido de glucosa, fructosa y sacarosa de 22,48+0,25 g,
57,71+0,14 g y 18,48+0,12 g respectivamente (determinadas por cromatografia liquida de alto
rendimiento, HPLC, ver item 3.2.6.6 en Materiales y Métodos del Capitulo 3) y 1,1+0,1 g de

nitrégeno determinado por el método de Kjeldahl (Pearson, 1993), en todos los casos n=4.

2.3.2 DISENO Y OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

2.3.2.1 Seleccién de variables (DPB)

Con el objetivo de evaluar la potencialidad del bagazo de manzana como fuente de carbono
(C) para ser utilizado como medio de cultivo en la propagacion de la biomasa de las cepas de
levaduras Sc F8 y Pk 15 se realizaron, de manera comparativa y por triplicado, dos Disefos Plackett
Burman (DPB) para cada cepa, uno con bagazo de manzana y otro con melaza de cafia.

Las variaciones en la respuesta explicada por los modelos fueron 90,90+0,11 % y
91,36+0,06 % para Sc F8 en bagazo de manzana y melaza de cafia, respectivamente, y 93,01+0,70 %
y 93,57+0,06 % para Pk 15 en las mismas fuentes de C, respectivamente. El error estandar total
observado para el andlisis fue inferior a 0,04 en todos los casos.

Los resultados evidencian que ambas levaduras mostraron valores similares pmax y A a las
distintas concentraciones de la fuente de carbono ensayadas. Se obtuvieron los mismos resultados
para los otros parametros evaluados, (NH4)2S04, pH, tiamina, 4cido pantoténico, piridoxina, biotina,
MnSO0s4, CaClz, MgSO04, KzHPO4) donde el p-valor de cada uno de ellos siempre fue >0,05. Sin embargo,
se observd un coeficiente de regresion positivo significativo para la fase de latencia (A) en ambas
levaduras y medio de cultivo de melaza (4,425+0,231 para b1 de Sc F8 y 3,823+0,222 para b1 de
Pk 15, con P<0,05) indicativo de que cuanto mayor es la concentraciéon de melaza en los medios,
mayor es el periodo de adaptacion de la levadura, lo que prolonga los tiempos de fermentacién. Este
resultado sugiere la necesidad de la levadura de modificar su metabolismo para hacer frente al
crecimiento en esa fuente de C. En el disefio realizado con bagazo de manzana no se observaron
diferencias estadisticas. Tampoco se observaron diferencias en el valor de A de Sc F8 obtenida en
ensayos adicionales realizados con EBM 3,5 °Bx y 5 g de (NH4):SOs+ complementados con
concentraciones medias de los demas constituyentes o sin adicién de éstos (3,253+0,151 y
3,356+0,123 respectivamente, n=2 y p>0,05) pero si en los realizados con melaza de cafa en las
mismas condiciones (2,034+0,110 y 0,915+0,104 respectivamente, n=3 y p<0,05). Para Pk 15 no se
observaron diferencias en ningun medio (3,091+0,232 vs. 3,283+0,093 en EBM y 1,044+0,108 y
0,894+0,097 en melaza).
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Es importante destacar que un comportamiento particular de las levaduras fue observado en
alguno de los medios de cultivo evaluados en el DPB. La Figura 2.1 muestra que cuando las
levaduras crecen en bagazo de manzana, el maximo de biomasa alcanzado es independiente de la
adicién de fuentes nitrogenadas al medio de cultivo. Sin embargo, en las condiciones ensayadas,
pero utilizando melaza como fuente carbonada, se evidencié una disminucién significativa en el
maximo de biomasa obtenido para ambas levaduras cuando el medio de cultivo no fue adicionado

con nitrégeno.
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Figura 2.1: Comparacién en el maximo de biomasa obtenido para medios de cultivo formulados con bagazo y
melaza (6 °Bx), suplementados (10 g L-1) o no con fuentes nitrogenadas. (*) Asterisco representa diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05, n = 3).

2.3.2.2 Optimizacion de las variables (DCC)

Para continuar con el andlisis de la composicion del/de los medio/s a formular, se amplié el
analisis sobre las concentraciones de carbono y nitrégeno utilizando un disefio compuesto central
(DCC). En estos experimentos, y aunque estas variables no fueron significativas segun el Disefio
Plackett Burman, se expandieron los limites de concentraciones de las mismas con el objeto de
detectar algiin comportamiento diferencial de las levaduras en esos limites y optimizar los
parametros en el proceso. Los resultados muestran que, en las condiciones ensayadas, para Sc F8 y
EBM no existen efectos significativos de las concentraciones de carbono y nitrégeno sobre los
parametros de pmax ¥ A (Tabla 2.5). No obstante, el parametro de crecimiento A (biomasa maxima
obtenida), presenta un coeficiente de regresion lineal negativo y significativo para la concentracién
de (NH4)2SO. indicativo de un desarrollo maximo en cultivos con la suplementaciéon minima de
nitrégeno. Este efecto lineal negativo permite inferir que 0,19 g L-1 de (NH4)2SO4 resulta el valor
optimo para el desarrollo de Sc F8 en EBM.

Por otro lado, cuando esta especie de levadura se cultivd en melaza de cana, el pardmetro pmax

se vio significativamente influenciado por ambas variables ensayadas, con coeficientes de regresion
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cuadraticos negativos tanto para la fuente carbonada como para la nitrogenada (p<0,05)
evidenciando un requerimiento nutricional mas exigente, con valores dptimos calculados en
3,28 °Bx para melaza y 14,99 g L-t para (NH4)2SO4, respectivamente. El parametro A también mostro
un efecto lineal y cuadratico significativo para la fuente de C e interaccion significativa entre las

fuentes Cy N.

Tabla 2.5: Coeficientes de regresion estimados mediante el analisis ANOVA para el factor de
respuesta Y: maxima densidad 6ptica alcanzada (A), maxima velocidad de crecimiento especifico
(umax), extension de la fase lag de crecimiento (A), obtenida en el Disefio Compuesto Central en
funcién de la fuente carbonada (°Bx) y sulfato de amonio (g L-1) para la levadura Sc F8

Bagazo de manzana Melaza de cafia

Coeficiente de regresion Valor DE p-valor Valor DE p-valor
Bo -Media/Intercep 0,120 0,638 0,859 0,039 0,266 0,890
B1-Fuente carbonada lineal (1) 0,394 0,321 0,287 -0,081 0,134 0,577
Sc F8 | B2 -Fuente carbonada cuadrat 0,079 0,430 0,862 0,084 0,179 0,665
A B35 -lineal (NH4)2S04(2) -0,820 0,270 0,038 -0,193 0,113 0,161
B4 -cuadratico (NH4)2S04 0,601 0,285 0,102 0,164 0,119 0,239
Bs-Interaccion 1*2 -0,610 0,427 0,226 -0,020 0,178 0,917
Bo -Media/Intercep 0904 1,679 0,619 0,318 0,041 0,002
B1-Fuente carbonada lineal (1) -0,730 0,846 0,437 0,030 0,021 0,220
ScF8 | B2 - Fuente carbonada cuadrat 0,731 1,131 0,553 -0,163 0,028 0,004
Hmax | B3 -lineal (NH4)2S04 (2) 0918 0,712 0,267 0,039 0,017 0,090
B4 -cuadratico (NH4)2S04 0,085 0,749 0,915 -0,056 0,018 0,038
B5- Interaccion 1*2 -2,362 1,123 0,103 0,065 0,028 0,079
Bo -Media/Intercep -3,386 10,136 0,755 2,384 7,060 0,753
Sc F8 | B1-Fuente carbonada lineal (1) -8,043 5,106 0,190 -13,775 3,556 0,018
A B2 -Fuente carbonada cuadrat 11,370 6,828 0,171 14,112 4,756 0,041
B3 -lineal (NH4)2S04(2) -0,278 4,300 0,952 3,035 2,995 0,368
B4 -cuadratico (NH4)2S04 0,143 4,524 0,976 -0,472 3,151 0,888
B s -Interaccion 1*2 1,495 6,780 0,836 -13,655 4,722 0,044

DE: desvio estandar. Los nimeros en negrita representan valores estadisticamente significativos.
* Interaccion entre las variables 1 y 2. Cuadrat = efectos cuadraticos.

Las superficies de respuestas obtenidas de estos ensayos y que muestran las diferencias

sefialadas se presentan en la Figura 2.2.
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Figura 2.2: Parametros de crecimiento y superficies de respuesta ajustadas para Sc F8 utilizando como fuente
de C bagazo de manzana (graficos A, C y E) o melaza de cafia, (graficos B, D y F) y sulfato de amonio como
fuente de N.
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Respecto de los disefios realizados para P. kudriavzevii, la Tabla 2.6 muestra los resultados de
la respuesta del microorganismo a la variacién en los medios de cultivo evidenciando significativas
diferencias en el comportamiento y la demanda nutricional de esta especie non-Saccharomyces
respecto de Saccharomyces. Pk 15 desarrollada en extracto de bagazo de manzana mostré un
coeficiente de regresion cuadratico negativo (p<0,05) para la fuente de C y un coeficiente lineal
negativo (p<0,05) para la fuente de N significativos para el parametro A, con valores éptimos de
3,641 °Bx y 0,19 g L-! para las fuentes C y N, respectivamente. Para el parametro pmax Se obtuvo un
coeficiente de regresion lineal positivo significativo para la concentracion de bagazo (°Bx),
indicativo de una mayor velocidad de crecimiento cuando el bagazo es mas concentrado (5,68 °Bx),
y coeficientes lineal y cuadratico negativos para la concentraciéon de N indicando un requerimiento
minimo de (NH4)2SO..

El ajuste del modelo para A mostré un coeficiente de regresion lineal negativo para el bagazo,
que puede explicarse por una mayor fase de retraso (mayor tiempo de fermentacién) obtenida con
una concentracion mas pequefia del sustrato C y un coeficiente lineal positivo con sulfato de amonio,
lo que indica que la fermentacién comenzd antes cuando la concentracion de N fue més baja.

La Figura 2.3 muestra una representacion grafica de las superficies de respuesta ajustadas
para P. kudriavzevii 15 mostrando respuestas mas similares de esta cepa respecto de la fuente
carbonada que Sc F8, aunque los valores de los pardmetros deducidos de los graficos son

considerablemente diferentes.

2.3.2.3 Validaciéon del modelo

Finalmente, la validacién del modelo se realizé para bagazo de manzana con concentraciones
de 3,641 °Bx como fuente de C y 0,19 g L-1 como fuente de N. Se calcularon los indices de validacion
(FP, factor de precision y FS, factor de sesgo) segtiin Mellefont et al, (2003) por la maxima biomasa
obtenida en el proceso, observandose un buen comportamiento y reproducibilidad del modelo. Sc
F8 reporté valores de 1,072 y 0,932 para FP y FS respectivamente. El factor de precision
proporciona una indicacion de la extension de los resultados sobre el valor predicho, por lo tanto,
un factor de precision de 1 (uno) representa una concordancia perfecta entre los valores
observados y los valores pronosticados, siendo los valores "mayores que uno" menos precisos. Los
resultados muestran una discrepancia de 7,2 y 6,7 % entre los valores predichos y los observados,
incluyendo en esta evaluacion, error experimental normal y variabilidad biolégica. El factor de sesgo
calculado se considera bueno en las evaluaciones de rendimiento del modelo. Por otro lado, los
resultados de Pk 15 fueron 1,084 y 0,921 para FP y FS, respectivamente, mostrando una

discrepancia de 8,4 y 7,8 % entre los valores predichos y los observados. El factor de sesgo (FS) para
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ambas levaduras mostr6 valores muy cercanos a uno, con una ligera tendencia en el modelo a

predecir menos produccién de biomasa que la cantidad realmente obtenida.

Tabla 2.6: Coeficientes de regresion estimados mediante el analisis ANOVA para el factor de
respuesta Y: maxima densidad dptica alcanzada (A), maxima velocidad de crecimiento especifico
(umax), extensién de la fase lag (A), obtenida en el Disefio Compuesto Central en funcién de la fuente
carbonada (°Bx) y sulfato de amonio (g L-1) para la levadura Pk 15.

Pk15

Pk15

Umax

Pk15

Coeficiente de regresion

Bo - Media/Intercep

1 -Fuente carbonada lineal (1)
B2 -Fuente carbonada cuadrat
B3 - lineal (NH4)2S04 (2)

B4 - cuadratico (NH4)2S04

Bs - Interaccion 1*2

Bo - Media/Intercep

B1-Fuente carbonada lineal (1)
B2 -Fuente carbonada cuadrat
B3 - lineal (NH4)2S04 (2)

B4 - cuadratico (NH4)2S04

Bs - Interaccion 1*2

Bo - Media/Intercep

B 1-Fuente carbonada lineal (1)
B2 -Fuente carbonada cuadrat
B3 - lineal (NH4)2S04 (2)

B4 - cuadratico (NH4)2S04

Bs - Interaccion 1*2

Bagazo de manzana

Melaza de caiia

Valor
3,106
0,520

-0,918
-1,361
-0,629
-0,153

0,038
0,025
-0,008
-0,061
0,034
-0,005

2,839
-16,507
9,853
14,384
7,221
-11,009

DE
0,478
0,245
0,320
0,223
0,257
0,325

0,012
0,006
0,008
0,005
0,006
0,008

8,330
4,266
5,573
3,888
4,473
5,667

p-Valor
0,003
0,101
0,045
0,004
0,071
0,662

0,031
0,013
0,390
0,000
0,005
0,556

0,750
0,018
0,152
0,021
0,182
0,124

Valor
0,550
0,077
-0,202
-0,182
-0,040
0,109

0,012
0,004
-0,005
-0,011
0,010
0,006

4,836
-8,001
8,423
-2,297
-1,832
2,399

DE
0,113
0,058
0,076
0,053
0,061
0,077

0,008
0,004
0,006
0,004
0,004
0,006

8,748
4,480
5,853
4,083
4,697
5,952

p-Valor
0,008
0,256
0,056
0,026
0,547
0,231

0,241
0,378
0,391
0,053
0,093
0,372

0,610
0,149
0,224
0,604
0,716
0,708

DE: desvio estandar. Los nimeros en negrita representan valores estadisticamente significativos. * Interacciéon
entre las variables 1 y 2. Cuadrat = efectos cuadraticos.
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Figura 2.3: Parametros de crecimiento y superficies de respuesta ajustadas para Pk 15 utilizando como fuente
de C bagazo de manzana (graficos A, C y E) o melaza de cafia, (graficos B, D y F) y sulfato de amonio como

fuente nitrogenada.
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2.4 DISCUSION

En los Ultimos afios se esta prestando mayor atencién a los residuos de la industria de la fruta
por ser materia prima renovable abundante y econémica. El bagazo de manzana derivado de la
produccién de jugos exprimidos (non from concentrate) es un desecho/subproducto azucarado de
muy bajo costo y su disponibilidad anual en la regiéon del Comahue lo transforma en un potencial
sustrato para la producciéon de biomasa de levaduras a escala industrial como alternativa a la
melaza de cafia histéricamente utilizada.

En la produccion de biomasa de levaduras, por las condiciones aerdbicas en las que deben
conducirse los procesos, existe un riesgo alto de contaminacién por hongos (Filtenborg et al., 1996).
El estricto control de la calidad de la fruta realizado por la empresa proveedora del desecho debido
al producto que elabora (jugos exprimidos sin aditivos ni conservantes) garantiza un subproducto
de muy buena calidad sanitaria (Tabla 2.3), fundamental para evitar contaminaciones de los cultivos
de levaduras vinicas en la produccién industrial. Por otra parte, los resultados obtenidos de su
caracterizacion fisicoquimica (Tabla 2.4) ademas de ser consistentes con los reportados para
manzanas regionales de su misma variedad Red Delicious (informacién provista por una juguera
local, Jugos SA, www.jugossa.com, Villa Regina, Rio Negro), evidencian un contenido de fuente
carbonada en exceso en relacion a lo requerido para el crecimiento éptimo de las levaduras, por lo
que las diferencias observadas en esta fraccion entre lotes carecen de importancia. Similar analisis
podria realizarse para las variaciones de pH. Mas alla de las diferencias significativas observadas
entre lotes, todos presentan un pH adecuado para el crecimiento de las levaduras y perjudicial para
el desarrollo de bacterias, permitiendo especular con una baja probabilidad de ocurrencia de
contaminaciones bacterianas aunque no por hongos filamentosos, generalmente presentes en la
cascara de la fruta. La buena calidad sanitaria de la fruta procesada, caracteristica sefialada
previamente, y una etapa inicial en condiciones de anaerobiosis en el proceso productivo, eliminaria
esta posibilidad (Filtenborg et al., 1996). Por otra parte, el contenido de nitrégeno total asi como el
contenido de nitrégeno facilmente asimilable representado por la fraccién FAN y el iéon amonio
(Tabla 2.4) no presenta diferencias entre lotes a lo largo del ano. Los valores minimos de las
concentraciones de nitrégeno caracterizadas como ion amonio Tabla 2.4 evidencian que el FAN
contenido en el bagazo de manzana se encuentra mayoritariamente en la forma de aminoacidos. En
el jugo de manzana el contenido de aminoacidos estd mayoritariamente representado por el acido
aspartico y la asparagina, dos aminoacidos que junto con el acido glutamico son los
preferentemente asimilados por Saccharomyces cerevisiae (Albers et al.,, 1996). El contenido y la

calidad de la fuente nitrogenada es determinante para el crecimiento de la levadura y la presencia
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en la forma asimilable es un requisito importante durante la fase de crecimiento para maximizar la
concentracion de biomasa (Bely et al., 1990; Albers et al., 1996). En este contexto, las diferencias en
la calidad fisicoquimica observadas entre lotes no comprometen, a priori, la calidad del bagazo como
sustrato potencial para la propagacién de biomasa.

Se disefi6 entonces una segunda etapa experimental con el objetivo de evaluar al bagazo de
manzana como sustrato alternativo a la melaza de cafia para la propagacion de células de levadura
en un medio de cultivo real. La identificacién y optimizacién de las variables que afectan la
propagacion de la biomasa realizada mediante disefnos estadisticos experimentales eliminé las
limitaciones presentadas por los enfoques experimentales que evalian "una variable por vez"
(Stanbury et al, 1997; Singh y Satyanarayana, 2006). Los resultados obtenidos de ambos, el
monitoreo para la seleccion (DPB) y la optimizaciéon (DCC y MSR) de variables brindan informacion
importante sobre las fuentes de C evaluadas.

Los resultados de DPB y los presentados en la Figura 2.1 indican que, en las condiciones
ensayadas, el bagazo de manzana no necesita de suplementos nutricionales adicionales para el
méaximo desarrollo de ambas levaduras indigenas Sc F8 y Pk 15. Este hecho es un hallazgo
importante en el campo de la microbiologia industrial, permitiendo inferir que un medio de cultivo a
base de bagazo de manzana para la produccién de la biomasa tendria un impacto bajo en el costo
del proceso productivo de ambas levaduras. Por su parte, los resultados obtenidos en la
optimizacién de los pardmetros muestran diferencias significativas en el comportamiento del
crecimiento de las cepas autdctonas determinados por el sustrato (Tablas 2.5 y 2.6 y Figura 2.2 y
2.3). Aunque la melaza, un subproducto de la industria azucarera, es una fuente de carbohidratos de
bajo costo y ampliamente utilizada para la propagacion de cepas de levaduras (Crueger y Crueger,
2000), las cepas locales de levaduras convencionales y no convencionales Sc F8 y Pk 15 presentan
un mejor crecimiento en el medio bagazo de manzana que en el medio de melaza.

La melaza de cana de azucar se ha usado tradicionalmente para bacterias (Beaulieu et al,
1995; Agarwal et al, 2016), algas (Liu et al, 2012), hongos filamentosos (Ali et al, 2002; Singh y
Satyanarayana, 2006; He et al, 2014), propagacion de levaduras (Kida et al, 1990; Bhosale y Gadre,
2001; Vohra y Satyanarayana, 2004) y la obtencién de metabolitos secundarios. Sin embargo, la
melaza presenta algunas restricciones en sus caracteristicas nutricionales y organolépticas que en
algunos casos exigen tratamientos previos, como la acidificacion, la ebullicion o la clarificacion (Lee
et al, 1997; Bhosale y Gadre, 2001; Ali et al, 2002; He et al, 2014). Por otra parte, en los ultimos
afios, el precio de la melaza aumenté significativamente debido a una derivaciéon de su uso hacia

otras aplicaciones industriales como la alimentacién animal o la produccién de bioetanol (Arshad et

61



Capitulo 2 Medio de cultivo

al, 2008; Xandé et al, 2010). Finalmente, las grandes distancias que separan a la regi6on del
Comahue de aquellas productoras de aztcar de cafia donde se producen las melazas, determina una
mayor logistica para el transporte y la entrega de este subproducto, aumentando los costos de
produccién. En el contexto de un mercado globalizado y manejado por la demanda y con sobreoferta
como es el sector vitivinicola (Roca, 2019), la produccién de biomasa seca activa (LSA) de levaduras
indigenas tendientes a elaborar vinos de calidad superior y diferencial es una necesidad. El hallazgo
de sustratos alternativos para la propagacién de las células de levaduras, de menor costo relativo
que los tradicionales y mas amigables con el medio ambiente como el bagazo de manzana, es un

avance positivo para el desarrollo sostenible regional.
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3.1 INTRODUCCION

En la actualidad, las industrias relacionadas con alimentos y bebidas fermentadas que utilizan
levadura como insumo muestran preferencias por el uso de ésta en la forma de levadura seca activa
(LSA) (Foerst y Santivarangkna, 2015). Esta forma de presentacion mejora la estabilidad genética y
disminuye el riesgo de contaminacién a temperatura ambiente facilitando su manejo y
disminuyendo los costos de transporte y almacenamiento (Chen y Chiger, 1985; Foerst y
Santivarangkna, 2015). La produccién de LSA conlleva el procesado de la biomasa de levadura hasta
obtener un producto final con un porcentaje de humedad residual por debajo de 8 % (Reed y
Nagodawithana, 1991). Aunque la deshidratacion de las células aumenta la estabilidad del producto
final, el desarrollo del proceso produce en ellas diferentes tipos de estrés, térmico, osmotico, y
oxidativo (Gomez Pastor et al., 2010), pasibles de provocar dafos severos en sus macromoléculas y
estructuras, afectando la fisiologia celular, en particular su viabilidad y vitalidad (Morris et al., 1986;
Gervais et al, 1992; Bayrock e Ingledew, 1997; Guyot et al., 2006; Garré et al., 2010). Estas pérdidas
de viabilidad y vitalidad de las células, definidas como su capacidad para reproducirse y como la
medida de la actividad metabdlica relacionada con la robustez del cultivo, respectivamente
(Rodriguez Porrata et al, 2008), dependen no soélo de las caracteristicas del proceso de
secado/deshidratado (Taskila, 2017) sino del estado metabdlico de las células al momento en que el
agua es removida (Potts, 2001; de Anchieta Camara Junior et al,, 2018 y 2019). Una produccion
eficiente del cultivo iniciador, que asegure una mayor calidad del producto en términos de
viabilidad y vitalidad, implica, entonces, tener una visién integral del proceso, de la interaccion
entre las distintas operaciones unitarias que constituyen el mismo y la identificacién de las etapas
decisivas (Bauer et al, 2012). Adicionalmente al secado/deshidratacion, cuya importancia ya se
senalo, la otra etapa decisiva para la calidad del producto es la propagacién de las células o
fermentacion (Foerst y Santivarangkna, 2015).

La influencia de las condiciones operativas (calidad del sustrato, pH, temperaturay aireacion)
sobre los aspectos cinéticos y productivos de la propagaciéon de la biomasa se han descrito en el
item 1.5 de la Introduccién General. Adicionalmente, durante la etapa de propagacién de la biomasa
las células de levaduras estan expuestas a un medioambiente dindmico capaz de generarles, segin
las condiciones en las que se opere, el estadio y/o sistema de cultivo, diferentes tipos de estrés,
principalmente osmdtico, oxidativo, y por limitaciéon de nutrientes (Pérez Torrado et al, 2005;
Gamero Sandemetrio, 2016). Entre las multiples respuestas generales y especificas a estos tipos de
estrés, extensamente estudiadas en S. cerevisiae (Brewster et al, 1993; Hohmann y Magger, 1997;

Gamero Sandemetrio, 2016; Dawes y Perrone, 2020), se encuentran la expresion de genes que
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codifican las enzimas destinadas a la eliminacién de ROS (catalasas, superéxido dismutasas) asi
como enzimas involucradas en vias metabdlicas que contribuyen al mantenimiento del estado redox
celular (Gamero Sandemetrio, 2016; Pérez Torrado et al, 2009) y en la sintesis de compuestos con
capacidad de proteger a las células como el glicerol, cuya acumulacién intracelular evita la salida de
agua (deshidratacién) de la célula (Hohmann, 2002), y la trehalosa.

La trehalosa es un disacarido no reductor constituido por moléculas de D (+) glucosa.
Presente en una amplia variedad de organismos vivos, fue inicialmente considerada un
carbohidrato de reserva, pero hoy se conoce que su acumulacién en la células estd estrechamente
relacionada con la respuesta de éstas a situaciones de estrés (Francois y Parrou, 2001; Divate et al.,
2017). En levaduras, el contenido intracelular de trehalosa puede superar el 25 % del peso seco de
la célula dependiendo de las condiciones de crecimiento y del estadio del ciclo de vida (Kim et al.,
1996; Bolat, 2008) y su sintesis se ha relacionado con respuestas al estrés térmico (De Virgilio et al.,
1994; Magalhaes et al., 2018), osmotico (Hounsa et al., 1998) y oxidativo (Lewis et al., 1997; Gamero
Sandemetrio, 2016). Concentraciones intracelulares elevadas de trehalosa mejoran la viabilidad de
las células frente a estos tipos de estrés mediante la estabilizaciéon de las membranas biolégicas y
proteccion de sus macromoléculas constituyentes. La incapacidad de reaccionar con aminoacidos y
proteinas para dar la reaccién de Maillard por su naturaleza no reductora y su capacidad de formar
enlaces puente hidrégeno le permiten a la trehalosa interaccionar con las regiones polares de los
constituyentes de las membranas biolédgicas, previniendo los eventos de transiciones de fases de la
bicapa lipidica (Kim et al, 1996) y protegiendo a las proteinas de la desnaturalizaciéon por
deshidratacién (Bolat, 2008); también esta descrita su capacidad de prevenir la oxidacién de los
acidos grasos insaturados constituyentes de los fosfolipidos y ocasionada por calor (Higashiyama,
2002). Por otra parte, esta reportada la sintesis y acumulacion intracelular de la trehalosa en
respuesta al estrés nutricional generado por limitacién de nitrégeno, fésforo o azufre (Lillie y
Pringle, 1997) asi como también la participacién de esta molécula en ciertos aspectos regulatorios
de la represiéon por catabolito de C y de N (Bolat, 2008), situaciones que pueden presentarse
durante el proceso de propagacién de la biomasa. Recientemente, de Anchieta Cimara Junior y et al.
(2018) reportaron que la acumulacién de trehalosa intracelular generada por el cultivo de S.
cerevisiae en medios nutricionalmente pobres mejora la resistencia de las células al secado en lecho
fluidizado y aumentan su viabilidad en la rehidratacion. En el caso de las levaduras vinicas estas
mejoras en la calidad bioquimica del producto impactan positivamente sobre su eficiencia para

conducir y completar adecuadamente el proceso de vinificacion (Garre, 2008).
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En este capitulo se describe cémo se ajustaron las condiciones operacionales para la
propagacion de células de las levaduras autéctonas S. cerevisiae F8 y P. kudriavzevii 15 en términos
de optimizar la productividad y el rendimiento de sustrato en biomasa y la calidad bioquimica de
ésta (contenido de trehalosa) en cultivos batch utilizando medio de cultivo a base de extracto de
bagazo de manzanas (EBM) y se evalud la calidad tecnoldgica y enolégica de la biomasa obtenida

mediante vinificaciones en tinto regionales a escala industrial (Bodega).

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MICROORGANISMOS

3.2.1.1 Levaduras

S. cerevisiae F8 (Sc F8) y P. kudriavzevii 15 (Pk 15). Ambas cepas autdctonas de la Patagonia y
de origen enolodgico (del Moénaco et al, 2014 y 2015). Con fines comparativos (control) se realizaron
vinificaciones conducidas con S. cerevisiae F15 (Laffort), cultivo iniciador comercial en la forma de
LSA y el mas frecuentemente utilizado en vinificaciones en tinto regionales, y S. cerevisiae

BACOFER A (Tudela) una levadura nacional comercializada en forma liquida.

3.2.1.2 Reactivacion de las cepas de levaduras y preparacion de los cultivos de trabajo

Los cultivos de levaduras indigenas almacenados en glicerol al 20 % v/v y a -20 °C, se
activaron en tubos de vidrio estériles de 10 mL de volumen, conteniendo 5 mL de caldo GPY
(glucosa 10 g L, peptona 10 g L-1, extracto levadura 10 g L-1 y pH 5,9) a 2541 °C durante 12 horas
con agitacion. Seguidamente los cultivos se sembraron por agotamiento en superficie en placas de
GPY agar (Figura 3.1). Entre 3 y 5 colonias de cada cepa, con buen desarrollo y confirmada su
identidad a nivel de especie y cepa, se repicaron por siembra en estria en picos de flauta de GPY agar

y se conservaron refrigeradas (heladera =4 °C) para la preparacién de los in6culos.

Figura 3.1: Placas de GPY agar de aislamiento en superficie de S. cerevisiae (izquierda) y P.
kudriavzevii (derecha). En el margen de la imagen se observan las colonias luego de 72hs.
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3.2.1.3 Identificacion de levaduras y discriminacion de cepas

La identidad de las levaduras a nivel de especie se realiz6 mediante la amplificacién de la
regién ITS1-5.8S-ITS2 del complejo genético nuclear del ADNr por la reaccién en cadena de la
polimerasa y andlisis del polimorfismo de sus fragmentos de restriccion utilizando las
endonucleasas Cfo |, Hae lll y Hinf1 (ITS1-5.8SADNr-ITS2 PCR-RFLP) (Esteve-Zarzoso et al, 1999) y
la discriminacién de cepas por andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién del ADN
mitocondrial utilizando la endonucleasa Hinfl (ADNmit RFLP) (Lopes et al, 2007), los que se
describen a continuacidn.

ITS1-5.8SDNAr -ITS2 PCR-RFLP utilizando las endonucleasas Cfo I, Hae 111 y Hinf1

La regién fue amplificada en un termociclador Progene (Techne, Cambridge, UK) utilizando
los cebadores ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)
previamente descriptos por White y colaboradores (1990). Cada colonia aislada y seleccionada fue
tocada desde una placa de YEPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) utilizando un palillo
estéril y resuspendida en 49 uL de la mezcla de amplificacién de PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) conteniendo 1 ulL de solucién acuosa, 50 uM de cada cebador, 5 uL de soluci6n
reguladora para Taq ADN polimerasa y 37 pL de agua miliQ. Luego de un primer ciclo de
15 min a 95 °C, se adicioné a la mezcla 1ul. de Taqg ADN polimerasa (1U pL-1). Los parametros del
termociclador se fijaron conforme a lo descripto por Esteve-Zarzoso y colaboradores (1999). Los
amplificados (10 pL o 0,5-10 pg) fueron digeridos sin previa purificacién con las endonucleasas de
restriccion Cfo [, Hae 11l y Hinf 1, de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Los productos de
PCR como también los fragmentos de restricciéon obtenidos fueron separados en geles de agarosa al
1,4 m/m % y 3 % m/m respectivamente, con tampdén TAE (Tris Acetato EDTA) como solucion
reguladora de corrida. La electroforesis se realizé6 a un voltaje constante (80 V). Luego de la
electroforesis, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (5 pg mL-1) y revelados bajo luz
ultravioleta en un transiluminador (TFX-20M, Vilber Lourmat, Francia). Como marcador de peso
molecular se utiliz6é una escala de fragmentos de 100-pares de bases (pb) de ADN.

ADNm-RFLP utilizando la endonucleasa Hinf1

A 15 puL de ADN, obtenido como se explica a continuacion, se agregaron 2 ul. de ARNasa,
1,5 pL de la enzima de restriccion Hinf, 2,5 pL de la solucion reguladora apropiada para la enzima y
4 ul de agua destilada estéril. Se incub6 la mezcla durante 12-16 h a 37 °C. Los fragmentos se
separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1 % m/m, utilizando tampén TAE
(Tris Acetato EDTA) (Fernandez-Espinar et al, 2000). Luego de la electroforesis, los geles se tifieron

con bromuro de etidio (5 pg mL-1) y se revelaron con luz ultravioleta.
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Extraccién del ADN total de levaduras Saccharomyces. L.os aislamientos de levaduras se
cultivaron en un tubo Eppendorf conteniendo 1 mL de medio GPY a 30 °C sin agitaciéon durante toda
la noche y la extraccion del ADN se realiz6 conforme al protocolo propuesto por Querol et al,
(1992), con modificaciones menores, el que se describe a continuacién:

1. Se centrifugaron las muestras a 8.000 g durante 5 min.
2. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 1 mL de agua destilada estéril y se
centrifugd nuevamente en las condiciones anteriores. Este paso se repitié una vez mas para lavar
bien el sedimento de células.
3. Se descartd el sobrenadante y resuspendi6 el sedimento en 500 pL de la Solucién 1.
4. Se afiadieron 30 pL de una suspensiéon de Zimoliasa (Sigma) (1 mg mL-1, 20.000 U g1) y se
homogeneizo bien la suspensién con ayuda de una micropipeta.
5. Se incub6 durante 20 min a 37 °C.
6. Se centrifug6 a 10.000 g durante 3 min y se descarto6 el sobrenadante.
7. El sedimento se resuspendi6 con ayuda de la pipeta automatica en 500 pL de Solucién 2.
8. Se afiadieron 13 pL de una solucion de SDS al 10 % y se agitd en vértex.
9. Se incub6 a 65 °C durante 5 min.
10. Se anadieron 200 pL de acetato potasico 5 M/3 M y dejé en hielo durante 5 min.
11. Las muestras se centrifugaron a 20.800 g durante 15 min a 4 °C.
12. Se conservo el sobrenadante durante 15 min a -20 °C.
13. Se centrifugd nuevamente a 20.800 g durante 15 min a 4 °C y esta vez el sobrenadante se
transfirié a un tubo Eppendorff con 700 uL de isopropanol.
14. Se agit6é suavemente y se dejd a temperatura ambiente durante 10 min.
15. Se centrifugé a 15.300 g durante 15 min.
16. Se descart6 el sobrenadante y se lavo el sedimento con 500 pL de etanol al 70 %.
17. Se centrifugé a 15.300 g durante 3 min.
18. Se secd el alcohol con ayuda de una bomba de vacio y se evaporaron los restos del alcohol a
37 °C durante 15 min aproximadamente.
19. Una vez seco, se resuspendid el sedimento en 15-17 pL agua miliQ estéril.
20. Se conservaron las muestras a -20 °C hasta su utilizacion.
Todas las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga refrigerada Sorvall RC 50 Plus,

Dupont (USA).
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Soluciones

EDTA 0,5 M y pH 8 (stock para las demas soluciones)
Se disolvieron 186,1 g de etilen diamino tetracetato di s6dico.2H,0 en 800 mL de H:0
destilada. Se ajusté el pH a 8,0 con NaOH (20 g aprox.) y se aforé a 1.000 mL con H,0 destilada.

Tris-HCl 1M y pH 8 (stock para las demas soluciones)
Se disolvieron 121,1 g de Tris-base en 800 mL de H;0O destilada y se afiadieron 42 mL de HCI.

Se dejo6 enfriar la solucién y se ajusté el pH a 8,0. Se aforé a 1.000 mL con H,0 destilada.

SDS 10 % y pH 7,2 (stock para las demas soluciones)
Se disolvieron 100 g de SDS (grado electroforético) en 900 mL de agua destilada. Se calent6 a
una temperatura de 65-68 °C para que se disuelva bien. Se ajusto6 el pH a 7,2 con HCL Se afor6 hasta

1.000 mL con H;0 destilada.

Solucidn 1. (400 mL) (Sorbitol 0,9 M, EDTA 0,1 M)
Se preparé una solucién de sorbitol 1 M (72,88 g de sorbitol en 400 mL de H,0 destilada). Se
esterilizo la solucion de sorbitol y se dejo enfriar. Cuando estuvo frio se mezclaron 372,27 g de

sorbitol 1 M con 72,7 mL de EDTA 0,5 M.

Solucion 2. (400 mL) (Tris-HCI 50 mM, EDTA 20 mM)
Se mezclaron 20 mL Tris-HCl 1 M con 16 mL EDTA 0,5 M. Se afor6 a 400 mL con H,0 destilada

y se ajusté a pH 7,4. Luego se autoclavé.

Acetato de potasio (5M/3M)

Se preparé una solucién de acetato de potasio 5 M (se pesaron 58,94 g de acetato de potasio,
se disolvié en 80 mL de H;0 destilada y se enras6 con agua destilada hasta 120 mL). Se tomaron
60 mL de esta solucién y se afiadi6 acido acético glacial hasta pH 4,8, se enrasé con H,0 destilada

hasta 100 mL.

Buffer TAE (25x) (Tris 1 M; Acetato de sodio 125 mM; EDTA 15 mM; pH 7,8-8)

Para un volumen de 500 mL, se prepar6 una soluciéon con 60,5 g de Tris, 5,1 g de acetato de
sodio, 9,3 g de EDTA y 3,75 mL H0 destilada, luego se ajusté el pH a 8,0 con acido acético glacial y
se enras6 con H;0 destilada hasta 500 mL.

Para un volumen de 1.000 mL, se preparé una solucion con 121 g de Tris, 10,2 g de acetato de
sodio, 18,6 g de EDTA y 750 mL H20 destilada, luego se ajusto el pH a 8,0 con acido acético glacial y

se enraso con H,0 destilada a 1.000 mL.
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3.2.2 PRODUCCION DE BIOMASA A ESCALA DE PLANTA PILOTO

3.2.2.1 Biorreactor y accesorios

Los ensayos de cultivo se llevaron a cabo en un biorreactor de 20 litros de capacidad (New
Brunswick™ BIOFLO 415 SIP Fermentor) totalmente construido en acero inoxidable, disefiado para
un volumen de trabajo de 3 a 15 litros y conectado a una unidad de medicién y control (software
BIO COMMAND Batch Control, Alemania) (Figura 3.2).

El biorreactor es un fermentador versatil esterilizable en el lugar (SIP) y puede emplearse
para cultivo discontinuo o continuo, aunque en este ultimo caso se requieren accesorios no
disponibles en el equipo instalado en la Facultad de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y
PROBIEN, utilizado en esta tesis. El recipiente del fermentador consta de una placa frontal, una
ventana de visualizacién y agitacién magnética con impulsores Rushton. La placa frontal contiene
puertos con la finalidad de inocular, adicionar base y acidos, termo pozo para un sensor de
temperatura, sensor de espuma, tubo de muestreo, condensador de escape y electrodos para medir
porcentaje de oxigeno disuelto (OD) y pH. Para la aireacién del medio de fermentacion se utiliza un
conducto que transporta aire estéril con 10 psi (70.000 Pa) de presién relativa hacia su interior
utilizando un compresor. La temperatura se mide con una sonda, que se sumerge en el medio de
cultivo dentro del fermentador, y se controla por una camisa refrigerada por la cual circula agua a
20 psi (140.000 Pa) de presion. Ademas, y como ya se
sefiald, todos los procesos de produccion de biomasa se
monitorean por un software (Programa: BI0O COMMAND
Batch Control, Alemania) que a la vez guarda los datos

en una computadora conectada a la unidad de medicién.

3.2.2.2 Esterilizacion de equipos y medios

Para eliminar el riesgo de contaminaciéon se
esterilizaron los medios de cultivo, el biorreactor y
accesorios (puntas de pipetas automaticas, tubos,
mangueras, agua destilada, embudos, etc). El
biorreactor conteniendo el medio de cultivo requerido
para cada ensayo se esterilizé a 101.325 Pa y 120 °C

durante 40 minutos. Los erlenmeyers de 250 mL de

volumen, conteniendo 150 mL de medio de cultivo

. . . Figura 3.2: Biorreactor New Brunswick™
diluido a 3,6 °Bx para inocular al biorreactor, se  gBIOFLO 415 SIP Fermentor.
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esterilizaron a una temperatura de 120 °C durante 20 minutos en autoclave. Al finalizar cada ciclo
completo de esterilizacion y con el fin de evaluar la efectividad del sistema automatico de
esterilizacion del biorreactor, se realizd, una siembra por agotamiento en superficie en placas
GPYagar. El muestreo consinti6 en extraer 30 mL del medio de cultivo y sembrar 1 mL en superficie.

Luego de 48 horas se verificd la presencia o ausencia de contaminacién microbiana.

3.2.2.3 Preparacion de los in6culos

Las cepas Sc F8 y Pk 15 procedentes de los picos de flauta GPY (cultivos de trabajo) se
inocularon en tubos de ensayo conteniendo 10 mL del mismo medio, se cultivaron over night a
temperatura ambiente (251 °C) y seguidamente se trasfirieron a Erlenmeyers de 250 mL de
volumen conteniendo 140 mL de los medios (Fermentador 1, F1). F1 se incub6 a 25+1 °C con
agitacion (150 rpm) en un bafio termostatizado marca FAC, Modelo BT-40D DUBROFF (Industria
Argentina) hasta alcanzar una concentracion celular del orden de 108 cél mL-! (recuento en camara

de Neubauer). Finalmente 100-130 mL del inéculo se transfirieron asépticamente en el biorreactor.
3.2.2.4 Ensayos de propagacion de la biomasa (Fermentaciones)

3.2.2.4.1 Ensayos iniciales (validacion del medio de cultivo disefiado)

La propagacion de la biomasa se llevé a cabo en el biorreactor utilizando en todos los casos un
volumen de medio de cultivo de 10 L y sistema de cultivos por lote (batch). En estos ensayos el
medio de cultivo fue extracto de bagazo de manzana (variedad Red Delicious) con 3,6 °Bx,
suplementado con 0,19 g L-1 de (NH4).SO4y pH 4,15. Las condiciones operativas que se evaluaron en
los experimentos fueron caudal de aire (Q) y temperatura (T) de proceso. Los ensayos denominados
S130 y P130 se realizaron con un caudal de aire de 1 SLPM (litro estandar por minuto) a una
temperatura de 30 °C, los denominados S1030 y P1030 se realizaron con un caudal de aire de
10 SLPM y una temperatura de 30 °C y los S1025 y P1025 se realizaron con un caudal de aire de
10 SLPM y una temperatura de 25 °C. En todos los casos el tiempo de corrida fue 24 h. El pH de los
procesos oscilo entre 4,3-3,8 y la velocidad de agitacion entre 200-400 rpm (Tabla 3.1). El
crecimiento microbiano se siguié por absorbancia a 600 nm, recuento de células viables y/o
recuento de totales y la cuantificacion de los constituyentes de los medios de cultivo y fermentados
por HPLC. Se determinaron los valores de la productividad volumétrica de biomasa (Px: gramos de
levadura por litro de medio producida en 24 h), el rendimiento de sustrato en biomasa (Yx/s: gramos
de levadura por gramo de azuicar consumido en el medio de cultivo) y a través del modelo de
Gompertz modificado se obtuvo el valor de la fase lag (A), la velocidad maxima de crecimiento
especifico (Umax) ¥ la maxima densidad 6ptica alcanzada, A (en unidades de absorbancia e igual a Ln

(DO /D0y)) como se describio en el Capitulo 2, item 2.2.5.1 de Materiales y Métodos.
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Tabla 3.1: Ensayos de evaluacién del medio de cultivo disefiado frente al cambio de escala en el
biorreactor BIOFLO

Cinética °Bx (NH4)2S04 Q T V.A pH OD cél tiempo
(gl?) (SLPM) (°C) (rpm) (%) (UFCmL?) (h)
S1025 3,6 0,19 10 25 200 4,2 20 106 24
S1030 3,6 0,19 10 30 200 4,2 20 106 24
S130 3,6 0,19 1 30 200-400 4,2 20 106 24
P1025 3,6 0,19 10 25 200-400 4,2 20 106 24
P1030 3,6 0,19 10 30 200-400 4,2 20 106 24
P130 3,6 0,19 1 30 200-400 4,2 20 106 24

Q: Caudal de aire. T: Temperatura. V. A: Velocidad de Agitacion. OD: Oxigeno disuelto % de saturacion. cél: células.

3.2.2.4.2 Ensayos de optimizacion de las condiciones del cultivo a escala piloto

Se realizaron una serie de experiencias batch y se evalué la demanda de fuente nitrogenada.
La propagaciéon de la biomasa se llevo a cabo en el biorreactor utilizando en todos los casos un
volumen de medio de cultivo de 10 L y sistema de cultivos por lote (batch). Para evitar potenciales
efectos oxidativos en la etapa inicial, los procesos se iniciaron con un Q=2 SLPM fijandose la T en
30 °C y el pH en 5,00. Se sigui6 la evolucién de la DO en el cultivo como indicativo de potenciales
cambios metabolicos en las células en propagacién (tendencia a aumentar la DO en el medio).

En el primero de los ensayos realizados, a las 6 h, 8 h y 10 h de iniciado el proceso, el EBM
3,6 °Bx se adicion6 con 5 g, 2,5 gy 2,5 g de nitrégeno facilmente asimilable, respectivamente, por lo
que la disponibilidad total de nitrégeno en el medio de cultivo result6 de 12 g totales 0 1,2 g L-1de N
asimilable (menor concentraciéon de (NH4).SO4 utilizada en el disefio de compuesto central, Capitulo
2 item 2.2.5.3). Mediante el manejo del caudal de aire y la agitacion, el oxigeno disuelto se mantuvo
préximo al 30 % de saturacion. El pH se ajust6 entre 5 y 6 mediante el agregado de cantidades
adecuadas de una solucién de NaOH 5 M. En funcién de los resultados obtenidos en este ensayo, se
evaluaron la influencia de dos concentraciones de N asimilable 1,2 y 4,0 g L-! (aproximadamente la
mayor concentracion de (NH4)2SO. utilizada en el DCC, Capitulo 2 item 2.2.5.3) y de dos
temperaturas (30 °C y 25 °C). En todos los ensayos el medio de cultivo base fue extracto de bagazo
de manzana 3,6 °Bx y la fuente de nitrégeno (NH4)2S0.. Los ensayos se realizaron por duplicado.

La evolucidn de las cinéticas se sigui6 por lecturas de la absorbancia a 600 nm de muestras de
medio de cultivo de un mL tomadas con intervalos de una hora. Adicionalmente, en todos los
ensayos se determinaron la productividad volumétrica de biomasa (Px), el rendimiento de sustrato
en biomasa (Yxss) y la calidad bioquimica de la biomasa propagada conforme al esquema de
muestreo que se describe a continuacion. A través del modelo de Gompertz modificado, se obtuvo el

valor de los parametros de la curva de crecimiento (Zwietering et al,, 1990).
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Protocolo de muestreo. Antes y después de los agregados de nitrégeno en el ensayo de
optimizacidn, al inicio y final de todos los ensayos de propagacion y a intervalos regulares de tiempo
de 1-2 h o mas del proceso (indicadas oportunamente en las figuras de Resultados) se tomaron por
duplicado, diferentes volimenes de muestras del medio de cultivo. Muestras de 50 mL se destinaron
a la cuantificacion del nitrégeno facilmente asimilable contenido en el cultivo. Muestras de 10 mL y
de 5 mL se destinaron a la cuantificacién de la biomasa y compuestos carbonados y a la
cuantificaciéon del contenido de trehalosa intracelular. Desde una u otra de estas muestras se
tomaron alicuotas de un mL para el recuento de células viables y totales. Seguidamente, todas las
muestras se centrifugaron a 3.500 g durante 10 minutos utilizando una centrifuga de laboratorio
(ROUTINE RMP-44, Argentina). Los sobrenadantes de las muestras de 50 y 10 mL se congelaron
hasta el momento de su caracterizacién quimica por el método de Soérensen (FAN) y por HPLC
(azucares, alcoholes y acidos), respectivamente. Ambos, los sedimentos de las muestras de 50 mL y
los sobrenadantes de las muestras de 5 mL se descartaron. Los sedimentos procedentes de las
muestras de 10 y 5 mL se lavaron dos veces con agua estéril y se destinaron a la determinacién del

peso seco y a la determinacién del contenido endégeno de trehalosa, respectivamente.

3.2.2.4.3 Ensayos de produccion

Estos ensayos se realizaron en cultivos por lote (batch) operados a 30 °C de temperatura,
0D>26 %, pH = 5-6 utilizando como medio de cultivo EBM 3,6 °Bx conteniendo 1,2 g L1y
4,0 g L1 de N asimilable adicionado en la forma de (NH4).SO4 para S. cerevisiae y P. kudriavzevii,
respectivamente. El crecimiento microbiano se siguié por absorbancia a 600 nm, recuento de
células viables y/o recuento de totales y la cuantificacion de los constituyentes de los medios de
cultivo por HPLC. Finalizados los ensayos, se determinaron los valores de la calidad microbioldgica y
bioquimica de la biomasa obtenida. Para la evaluacién de la calidad tecnoldgica de la biomasa
propagada, los lotes de cultivos se transportaron a una bodega y se utilizaron como cultivos

iniciadores en vinificaciones en tinto.
3.2.3 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

3.2.3.1 Concentracion de levaduras. Absorbancia a 600 nm
Se utilizé6 un espectrofotémetro marca SHIMADZU modelo UV-1800 y se expresé como el

logaritmo neperiano de la absorbancia relativa respecto del valor inicial, Ln(DOt/DO,).

3.2.3.2 Recuento de levaduras viables cultivables
Se realiz6 por el método de las diluciones sucesivas. Un mL de la muestra original se adicion6

a un tubo de ensayo conteniendo nueve mL de agua destilada estéril y se mezcl6 vigorosamente
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(dilucién 1/10 o 10-1), seguidamente un mL de este tubo se transfiri6 a otro tubo conteniendo
también nueve mL de agua destilada estéril (diluciéon 1/100 o 10-2) y asi sucesivamente hasta lograr
una dilucién de 10-6. Seguidamente, alicuotas de 0,1 mL de la muestra original y de cada una de las
diluciones se sembraron por diseminacién en superficie en placas de Petri conteniendo entre
10-15 mL de GPY agar (glucosa 10 g L1, peptona 10 g L-1, extracto levadura 10 g L-1, agar 20 g L-1y
pH 5,9). Las placas se incubaron a 25+1 °C por 48+2 h. Los ensayos se realizaron por duplicado
(Figura 3.3).

Conteo e informe: a) se seleccionaron las placas que presentaban entre 30 y 300 colonias. Se
contaron las colonias de cada placa. Se calculé de acuerdo con las diluciones el nimero de unidades

formadoras de colonias UFC por mL de muestra, segin la siguiente ecuacidn:

UFC Colonias contadas

= Ec. (3.1
mL Volumen de muestra en las placas (mL) . °N inverso de la dilucién (3-1)

Figura 3.3: Recuento de levaduras viables por el método de las diluciones sucesivas y siembra
en superficie. Izquierda: duplicados de una dilucién. Centro y Derecha: placas en duplicados
mostrando tres diluciones sucesivas de la misma muestra. Microorganismo: S. cerevisiae.

3.2.3.3 Recuento de totales

Se realizé en camara de Neubauer utilizando un microscopio binocular Olimpus III.
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1. Preparacion de la muestra. Dependiendo del tipo de muestra a evaluar, se preparé una
dilucién con una concentracién apta para el recuento.

La muestra debe tener una concentracién en torno a 106 (1 millén) aplicando las diluciones
correspondientes. Por debajo de 250.000 (2,5 .105) células mL-! la cantidad de células contadas no
es suficiente para poder dar una estimacién lo suficientemente confiable de la concentracién celular.
Por encima de 2,5 millones (2,5 .106) células mL-! la probabilidad de cometer errores de conteo
crece demasiado, y también el tiempo y esfuerzo necesario para realizar el recuento. Por encima de
esta concentracion es conveniente diluir la muestra para acercar la concentracion al rango éptimo.

2. Recuento.

Cargado de la cdmara de Neubauer. Se colocan con micropipeta 10 pL de la muestra
preparada en el paso 1 entre la cAmara y el cubre objeto.

Enfoque del microscopio y conteo
1. Se coloca la cAmara de Neubauer cargada con la muestra en la bandeja del microscopio.

2. Se enciende la luz del microscopio y se enfoca con un aumento de 10x, enfocado el reticulo de

toma, se pasa a mayor aumento (Figura 3.4).

Se realiza el recuento de células en el primer cuadro.

4. Se repite el proceso para el resto de los cuadros que se contaran (5 en total), anotando el

resultado de cada uno de ellos.

_....ni"‘ i il

Figura 3.4: Recuento de células totales por microscopia de campo claro en camara de
Neubauer (400x). Microorganismo: S. cerevisiae.
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3. Calculo de la densidad celular

Férmula del calculo de concentracion celular.

Cél Numero de células

mL~ Volumen (mL) Ee.(3.2)

El nimero de células es la suma de todas las células contadas en todos los cuadros.
El volumen es el volumen total de todos los cuadros donde se realizé el recuento.
El volumen de 1 cuadro grande es: 0,0001 mL.

La férmula para recuento con cuadros grandes en camara de Neubauer.

Cél Numero de células x 10.000

—= Ec. (3.
mL Numero de cuadrados ¢ (3.3)

En el caso de aplicar una dilucién, se trasformo la concentracion obtenida durante el recuento
celular en la concentracién de la muestra original.
En este caso se dividio el resultado por la dilucién aplicada.

Férmula.

Cél Numero de células x 10.000
—= Ec. (3.4)

mL Numero de cuadrados x dilucién

3.2.4 DETERMINACION DEL TIEMPO DE DUPLICACION, DEL PESO SECO, DE LA
PRODUCTIBILIDAD VOLUMETRICA Y DEL RENDIMIENTO

El tiempo de duplicacion (Tp), se determiné dividiendo 0,693 por la pumax de cada ensayo, ya
que la cinética de crecimiento es de primer orden.

Para determinar la productibilidad volumétrica (Px) se debe cuantificar el peso seco ya que,

Peso levadura seca (g)

Ec. (3.5)

*~ Volumen de medio (L) x tiempo de proceso (h)

Para ello, los sedimentos procedentes de 10 mL de muestra del cultivo se transfirieron a tubos
de centrifuga previamente pesados hasta peso constante y mantenidos en desecador (P1). Las
muestras se centrifugaron en una centrifuga (Routine-RMP-44) a 3.500 x g durante 5 min y previo
descarte del sobrenadante se volvieron a pesar (P2). Los gramos de biomasa humeda
correspondientes a 10 mL de cultivo se calcularon por diferencia de pesada (P2-P1). Seguidamente,
los sedimentos se transfirieron a una capsula de aluminio previamente pesadas hasta peso
constante y mantenidas en desecador (PC1), y se secaron en estufa a 60+2 °C hasta peso constante
(PC2). Los gramos de biomasa seca correspondientes a 10 mL de cultivo se calcularon por diferencia

de pesada (PC2-PC1).
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El rendimiento (Yx/s) representa la cantidad de sustrato que el microorganismo emplea para
el crecimiento y no para funciones de mantenimiento. Se determiné el rendimiento, de la siguiente

manera.

Levadura seca producida (g L-1)
Yx/s = " - Ec. (3.6)
Azucar consumido (g L'1)

Los gramos de aztcares consumidos se estimaron por diferencia de sus concentraciones
entre el sobrenadante de la muestra del cultivo contenida al tiempo t y sus concentraciones en el

sobrenadante de las muestras al inicio del cultivo (t,) determinadas por HPLC.

3.2.5 EVALUACION DE LA CALIDAD TECNOLOGICA Y ENOLOGICA DE LA BIOMASA OBTENIDA
La evaluacién de la calidad tecnoldgica y enoldgica se realizd6 en entorno real mediante

vinificaciones en bodega.

3.2.5.1 Vinificaciones

Las vinificaciones se realizaron en la BODEGA FAVRETTO, ubicada en la Regién del Alto Valle,
Provincia de Rio Negro, Argentina utilizando mosto de uva variedad Malbec (Vitis vinifera L) como
sustrato. La uva madura, sana y limpia se recolect6 durante la Vendimia 2019, previa determinacién
del grado de madurez de las bayas realizado por personal de la bodega. La fruta molida, despalillada
y sulfitada (mosto sulfitado) se desplazé mediante bombas a piletas de fermentacion de
20.000 litros de volumen total, cargandose 15.000 litros de mosto.

Se elaboraron cuatro vinos distintos conforme a los protocolos de vinificacién que se
describen a continuacidn:

1. FA conducida por el cultivo iniciador autoctono Sc F8 (S. cerevisiae liquida)

La pileta de fermentacion conteniendo 15.000 litros del mosto industrial descrito se inoculd

con levadura Sc F8 propagada en el BIOFLO 415 en medio EBM de manera de obtener una densidad

celular inicial en el mosto de 107 cél mL-1.

2. FA conducida por el cultivo iniciador comercial BACOFER A (S. cerevisiae liquida)
La pileta de fermentacion conteniendo 15.000 litros del mosto industrial descrito se inoculd
con la levadura liquida BACOFER A (BA) de manera de tener una densidad celular inicial en la pileta

de 107 cél mL-1.

3. FA conducida por el cultivo iniciador comercial F15 (S. cerevisiae LSA)
La pileta de fermentacion conteniendo 15.000 litros del mosto industrial descrito se inoculd
con el cultivo puro de S. cerevisiae F15 (Laffort) en una proporciéon de 20 g de LSA por cada

100 L de mosto (densidad celular inicial estimada en el mosto inoculado, 107 cél mL-1). La LSA fue
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previamente rehidratada por resuspensiéon en agua a 30 °C en una relacién de 10 veces su peso;
transcurridos 20 minutos la suspensién se inocul6 en el mosto de uva mediante remontaje con
aireacién. La cantidad de levadura rehidratada depende del volumen de mosto de uva a inocular.
4. FA conducida por el cultivo autéctono mixto Pk 15 + Sc F8 (P. kudriavzevii y S. cerevisiae
liquidas)

La pileta de fermentacién conteniendo 15.000 litros de mosto industrial, se inocul6 con el
cultivos de las levaduras autoctonas P. kudriavzevii 15 y S. cerevisiae F8 en la forma de co-cultivo
(inoculacion simultadnea) en una relacion de densidades celulares Pk: Sc 100:1.

En todos los ensayos, las piletas se mantuvieron a 21+3 °C hasta completar el secado del
mosto (contenido de azudcares reductores totales, ART < 2 g L-1). Seguidamente, los vinos fueron
descubados y transferidos a otras piletas de igual tamafio y mantenidos a 2042 °C para permitir el
desarrollo de la fermentacion malolactica, que en todos los casos se llevd a cabo en forma
espontanea. Finalmente, los vinos se filtraron, estabilizaron y se embotellaron.

La cinética de la fermentacion alcohdlica se siguié diariamente por evolucion de la densidad
(°Bmé). Las densidades celulares iniciales (2 dias después de la inoculacién = 13 °Bmé) y finales
(ART<5 g) de la FA se determinaron por recuento de viables en GPY agar (1 % glucosa, 1 % peptona,
1 % extracto de levaduras, 2 % de agar y pH 5,0) utilizando el método de las diluciones sucesivas.
Veinte colonias aisladas y bien desarrolladas procedentes de estos estadios por cada fermentacion,
se identificaron a nivel de especie por el método ITS1-5.8SADNr-ITS2 PCR-RFLP usando las
endonucleasas Cfo I, Hae 11l y Hinf 1 (Esteve-Zarzoso et al, 1999). La discriminacidn de cepas se
realizd Unicamente en S. cerevisiae mediante el andlisis de los perfiles de restriccion del ADN
mitocondrial utilizando la endonucleasa Hinfl (Lopes et al., 2007).

Finalmente, se realizé una prueba de preferencia de los consumidores de los vinos elaborados
con F8, F15 y BA. Los vinos se rotularon con las letras A, By C y los consumidores asignaron a cada
uno un valor 1, 2 o 3 segun su preferencia. Uno, el preferido en primer lugar, dos en segundo lugar y

tres en tercer lugar. Para cada vino se obtuvo un promedio.
3.2.6 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE MEDIOS DE CULTIVO Y VINOS

3.2.6.1 Determinacion de la gravedad especifica (°Bmé)

Permite evaluar la concentracién de azucares en el mosto de uva. Se utilizé6 un mosto-
densimetro Marca FITE calibrado a 15 °C que mide la gravedad especifica de un mosto y permite
estimar aproximadamente la graduacién alcohélica del vino a elaborase. Se colocaron 200 mL de
mosto en una probeta de 250 mL de capacidad y se midié el °Bmé. La lectura se realiz6 en la

tangente al menisco formado por la superficie del liquido.
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3.2.6.2 Determinacion de la concentracion (°Bx)
Se determiné segun el método 932.12 de la A.0.A.C, utilizando un refractometro ABBE, marca
ATAGO tipo 1. También se utilizé un refractémetro de mano, el cual tiene la ventaja de requerir poca

cantidad de mosto para hacer la medicién. Esta medida indica la concentracién de sélidos solubles.

3.2.6.3 Determinacion de pH (Método Potenciométrico)
Se determind potenciométricamente utilizando un pHmetro ORION RESEARCH 231 (Orién
Research Incorporated, Cambridge, MA).

3.2.6.4 Nitrogeno Facilmente Asimilable (FAN)

Se determiné por el método de Soérensen (1908). El nitrégeno puede encontrarse en forma de
catiéon amonio (NH4*), o en forma de nitrégeno organico como aminodcidos libres, polipéptidos y en
menor proporciéon como nitrégeno amidico, nitrégeno nucleico y aminas bidégenas (etilamina,
histamina, etc.). El método consiste en adicionar un exceso de formaldehido que bloquea el grupo
NH4* y dejando libres los grupos carboxilo lo que hace disminuir el pH de forma proporcional a la
cantidad de estos grupos en los compuestos nitrogenados del tipo de los aminoacidos.

Se colocaron 25 mL de muestra en un vaso de precipitado de 100 mL. Se lleva a pH 8,1 con
NaOH 0,5 N. Luego, el pH de una solucién de Formaldehido al 35 % se ajusta a 8,1 con NaOH 0,5 N.
Se agregaron 10 mL de esta solucién a la muestra. Se espera 1 minuto exacto, y se titula con
NaOH 0,1 N en un pH-metro hasta pH=8,1.

El FAN se puede calcular a través de la siguiente ecuacidn:

FAN (mg L) =56. VNaono,1n Ec. (3.7)
Siendo Vnaon o1~ €l volumen de NaOH 0,1 N, consumido en la titulacién (mL).
OBSERVACION: el Formaldehido al 35 % es relativamente inestable y se polimeriza

disminuyendo el pH por lo que hay que ajustar su pH a 8,1 diariamente.

3.2.6.5 Cuantificacion de la trehalosa intracelular

Los extractos para la cuantificaciéon de trehalosa se obtuvieron segun describen Parrou y
Francois (1997). Diez miligramos de las células obtenidas por centrifugaciéon de muestras del cultivo
(ver en el item 3.2.2.4.2 el apartado Protocolo de muestreo) se pesaron en una balanza analitica a la
cuarta cifra decimal y se resuspendieron en 0,25 mL de Na;CO3 250 mM, seguidamente se incubaron
a 95 °C durante 4 horas. Tras este tratamiento se afladieron 0,75 mL de una mezcla de acido acético
1 M y tampon acetato sodico 0,2 M pH 5,2 (1:4), se filtraron con filtros 0,5 um y se congelaron en
freezer a -20 °C hasta el momento de su cuantificacion por HPLC. La cantidad de trehalosa
intracelular se expres6 en mg de trehalosa por g de peso seco de células. El peso seco se obtuvo

secando las células en una estufa a 60+2 °C como se describio en el item 3.2.4.
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La cuantificaciéon se realizé en un HPLC Agilent 1260 equipado con bomba cuaternaria,
inyector automatico, termostato de columna, detectores de indice de refraccién. Para la
cuantificacion se utilizé el software: OPEN Lab CHEMSTATION. Se trabaj6é con las siguientes
condiciones operativas: fase estacionaria Columna HIPLEX H, guarda columna (Dimensiones: 300 x
7,7 mm, 8 pm); fase moévil gradiente isocratico 100 % H.SOs 0,001 M, flujo: 0,4 mL min-;
temperatura de columna 75 °C; presion inicial 40,4 bar y final 39 bar; volumen de inyeccién: 20 pL.
y temperatura del detector: 55 °C. El tiempo de retencién de la trehalosa fue de: 13,64 min
(Figura 3.5).

La cuantificacién se realizé mediante una curva de calibracién empleando trehalosa (Sigma
Aldrich, pureza>99 %) y agua miliQ. Se prepard una solucién madre y se realizaron sucesivas
diluciones, las concentraciones de los puntos de la curva de calibraciéon fueron entre 0,001 y

0,5 g L1 (Figura 3.5).

RIDY A, Refmclive Index Sgnal {Adrana Caballers 13.02.20\011-1101 D)

AL -|

—353&00—:
e
o
s
asmn—i
.354&nn{

354800

Curva de calibracidn Trehalosa segun area y detector RID
60000
50000 y= 105?‘876)( +448.82
jom R*=0.9974
£40000
30000
20000
10000
0@
0,001; 0,019.0,05; 0,102 03 0.4 0,505 gLt o6

Figura 3.5: Cuantificaciéon de trehalosa por HPLC utilizando un detector de
indice de refraccion (RID). Arriba: cromatograma. Abajo: curva de Calibracion.
Condiciones operativas en el texto.
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3.2.6.6 Cuantificacion de metabolitos en medios y vinos por HPLC

Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de cromatografia del PROBIEN (CONICET-
UNCo), Buenos Aires 1400, Neuquén, Argentina. Se utiliz6 un HPLC Agilent 1260 (Quat Pump VL,
ALS, TCC, RID). El procesamiento de datos se llevd a cabo mediante el Software: OPEN Lab
CHEMSTATION y la cuantificacién de los compuestos se realiz6 por el método del estandar externo.
Para ello se realizaron curvas de calibracién preparando soluciones estandares para cada uno de los
compuestos presentes en las muestras. La preparaciéon y cuantificacion de las muestras se
realizaron por duplicado. Todos los solventes utilizados fueron grado HPLC. Para realizar el analisis
fue necesario que las muestras recolectadas tanto de medios como de vinos, estuvieran libres de
células y otros compuestos en suspension, por esta razon, se utilizaron filtros esterilizantes (poro de
0,20 pm). Todos los resultados se informaron en gramos por litro (g L-1).

Para la cuantificacién se utilizaron dos métodos cromatograficos, los que se describen a
continuacion:

Método 1. Metabolitos cuantificados:

Azicares: Glucosa y Fructosa.

Alcoholes: Etanol, Glicerol y Sorbitol.

Acidos organicos: Acido Acético, Acido Malico, Acido Citrico, Acido Tartarico,
Acido Succinico y Acido Lactico.

Condiciones operativas. Fase estacionaria columna: HIPLEX H con guarda columna,
dimensiones: 300 x 7,7 mm, 8 um. Fase movil: gradiente isocratico de composicién 100 % H>SO4
0,001 M y flujo: 0,4 mL min-i, temperatura de columna: 75 °C, volumen de inyeccion: 20 uL.
Detectores: RID (temperatura: 55 °C) y detector de arreglo de diodos DAD (214 nm).

Tiempos de retencion (min). Glucosa: 15,4; Fructosa: 16,9; Etanol: 32,4; Glicerol: 21,35;
Sorbitol: 17,3; Acido Acético: 23,9; Acido Malico: 16,1; Acido Citrico: 13,06; Acido Tartérico: 13,4;
Acido Succinico: 19,67; Acido Lactico: 20,4. (Figura 3.6).

Método 2. Metabolitos cuantificados:
Azicares: Sacarosa, Glucosa y Fructosa.
Condiciones operativas. Fase estacionaria: columna ZORBAX Carbohydrate, dimensiones:
150 x 4,6 mm, 5 um. Fase moévil: gradiente: isocratico de composicion: 75 % Acetonitrilo + 25 % H,0
y flujo: 1,4 mL min-1. Temperatura de columna: 30 °C. Volumen de inyeccién: 20 pL. Detector: RID.
(Temperatura: 30 °C).

Tiempos de retencion (min). Sacarosa: 5,05; Glucosa: 3,53; Fructosa: 3,22. (Figura 3.7).
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Figura 3.6: Cromatogramas de muestras de vinos y medios de cultivo. Condiciones operativas: fase sélida
HIPLEX, fase movil gradiente isocratico 100 % H2S04 0,001M y flujo: 0,4 mL min-1. Temperatura de columna:
75 °C. Detector RID. A: vino Malbec S. cerevisiae F8 finalizada la FA. B: Malbec S. cerevisiae F8 finalizada la
FML. C: S1030 Medio extracto de bagazo de manzana 13 h fermentacién. Obsérvese la buena reproducibilidad

de los tiempos de retencidn.
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Figura 3.7: Cromatogramas de muestras de medios de cultivo fermentacién S1025 y 3,6 °Bx extracto de
bagazo de manzana suplementado con 6g de (NH4*)2S04 (1,2 g L' de N) a las 10 h (arriba) y 17 h (abajo) de
iniciada la fermentacién. Condiciones operativas: columna ZORBAX Carbohydrate, fase movil gradiente
isocratico 75 % ACN + 25 % H20, flujo 1,4 mL min-!, temperatura de columna: 30 °C. Detector RID. Obsérvese
la buena reproducibilidad de los tiempos de retencidn.

Curvas de calibraciéon para metabolitos cuantificados con la columna HIPLEX-H

Los compuestos D-(+)-Glucosa, D-(-)-Fructosa, Acido L(-) Malico, Acido L(-) Lactico, Acido
Acético y Glicerol fueron calidad Sigma Aldrich, pureza>99,5 %, el alcohol etilico absoluto (Etanol)
fue Dorwil, pureza>99,5 % y el acido L-(+)- tartarico fue RP ACS, pureza >99,5 %. En todos los casos
se utiliz6 agua miliQ. La concentracién de las soluciones patrones para la construccién de las curvas
estan indicadas en cada grafico. Para los azucares y alcoholes las curvas de calibracion se
confeccionaron segtin areas y detector RID y para los acidos organicos segun areas y detector DAD.

(Figura 3.8).
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Figura 3.8: Curvas de calibraciéon usando columna HIPLEX-H y detector RID (azucares y alcoholes) o DAD
(acidos). En el margen superior de cada grafico se indican las concentraciones de los patrones de las curvas de
calibracién.
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Curvas de calibracion para metabolitos cuantificados con columna ZORBAX
Carbohydrate
Los compuestos D-(+)-Glucosa, D-(-)-Fructosa fueron calidad Sigma Aldrich, pureza>99,5 % y

la Sacarosa marca Merck 1.07687.0250; lote: K46372987. En todos los casos se usé agua miliQ.
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Figura 3.9: Curvas de calibracién usando columna ZORBAX Carbohydrate y detector RID.
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3.2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Previa verificacion de los supuestos de normalidad de los datos y homocedasticidad de las
varianzas mediante la pruebas de Lilliefors y Bartlet, respectivamente, los datos se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA y prueba de Tukey de la diferencia significativa honesta (prueba
de Tukey HSD). Aquellos datos que no cumplieron con el supuesto de homocedasticidad de las
varianzas se analizaron mediante un modelo lineal general con varianza diferencial en los errores y
prueba de comparaciones multiples de Di Rienzo, Guzman y Casanoves (DGC) (Di Rienzo et al,
2002). Todos los andlisis estadisticos de los datos, incluido el andlisis de componentes principales
(PCA) para variables cuantitativas centradas y estandarizadas, se realizaron a través del software

INFOSTAT (Di Renzo et al., 2020).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 PROPAGACION DE LA BIOMASA

Los ensayos iniciales tuvieron como objetivo evaluar a escala piloto la bondad del medio de
cultivo en base a extracto de bagazo de manzana (EBM) disefiado a partir de ensayos realizados a
microescala y ajustar pardmetros operacionales particulares de la escala que afectan
significativamente el crecimiento celular como son la aireacién (disponibilidad de oxigeno) y la
temperatura. En este marco, se decidié fijar dos valores para el caudal de aire (Q), 1 y 10 SLPM,
reguldindose el OD mediante el manejo de la agitacion (se inici6 con 200 rpm), y dos
temperaturas (T) de fermentacion, 25 y 30 °C y evaluar sus influencias sobre la evolucién del
proceso fermentativo, la productividad y el rendimiento. Por otra parte, y mientras el bagazo de
manzana es un subproducto/desecho industrial de calidad variable, estos ensayos se realizaron por
duplicado con diferentes lotes de materia prima en cada réplica, permitiendo evaluar Ia
reproducibilidad de los procesos en la escala ensayada asi como también confirmar las diferencias
entre extracto de bagazo y melaza observadas en los micro ensayos.

Los resultados cinéticos presentados en la Tabla 3.2 y en las Figuras 3.10 y 3.11 evidencian la
capacidad del extracto de manzana para sostener el crecimiento de levaduras a escala piloto,
aunque demuestran diferencias significativas entre cepas y entre tratamientos. Los valores
obtenidos para las velocidades maximas de crecimiento especifico evidencian, en general, una
mayor velocidad de crecimiento de la levadura non-Saccharomyces Pichia kudriavzevii (P) respecto
de S. cerevisiae (S). En consecuencia, el requerimiento de oxigeno es mayor en la primera especie
que en la dltima y queda comprobado por la necesidad de aumentar la agitacién en todos los

ensayos de Pichia para mantener el OD por encima del 20 % de saturacién en el cultivo, un
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requerimiento sélo necesario para Saccharomyces en el ensayo de menor caudal de aire (Figura
3.10). No obstante, la capacidad de esta especie para adaptarse mas rapidamente a las condiciones
del cultivo es superior a la de P. kudriavzevii bajo todas las condiciones de ensayo (Tabla 3.2 y
Figura 3.10) y ambas levaduras se adaptaron mas rapidamente al medio de extracto de bagazo que
al de melaza (Tabla 3.2 y Figura 3.11). En este ultimo medio la umax de S. cerevisiae es
significativamente menor que en EBM.

Tabla 3.2: Pardmetros de crecimiento para las cepas S. cerevisiae (S) y P. kudriavzevii (P) obtenidos
mediante el modelo de Gompertz modificado a partir de los ensayos iniciales de propagacion
realizados a escala piloto (10 L), en sistema batch y diferentes combinaciones de caudal de aire (1 o

10 SLPM) y temperatura (25 o 30 °C) utilizando extracto de bagazo de manzana o melaza (M) como
medio de cultivo

Cinética R2 A Mmax A
S1025 0,98 0,68+0,15¢ 0,51+0,000 6,24+0,02b
S1030 0,99 0,00+0,00¢ 0,68 +0,022 6,550,002

S130 0,99 0,17+0,08¢ 0,68+0,04 5,15+0,01¢

SM1030 0,99 1,37+0,00¢ 0,41+0,01¢ 4,13+0,03¢
P1025 0,99 3,22+0,152 0,71+0,052 5,93+0,00¢
P1030 0,99 0,16+0,10¢ 0,68+0,03 6,24+0,03b

P130 0,99 1,69+0,04b> 0,73+0,002 5,97+0,07¢

PM 1030 0,99 1,08+0,06¢ 0,70+0,002 5,98+0,01¢

A: extensidén de la fase de latencia o fase lag (h); pmax: velocidad maxima de crecimiento especifico (h1); A:
maxima produccién de biomasa. Medias con letras iguales no son significativamente diferentes
(p>0,05), modelo lineal general y prueba de DGC con n=2.

En particular, en los cultivos con EBM, P. kudriavzevii mostré velocidades maximas
independientes de las condiciones ensayadas (Q, T y calidad del medio) aunque su capacidad de
adaptarse a las condiciones del medio fue afectada significativa y positivamente por la temperatura
y la aireacion (Tabla 3.2). En tanto para Saccharomyces se observo un efecto positivo de T sobre
ambas, la velocidad maxima de crecimiento especifico y sobre la fase lag. Respecto de la produccién
de biomasa, los valores obtenidos para A fueron consistentes con los observados para pmax y A de sus
mismos ensayos, resultando maxima para ambas cepas cuando la temperatura es 30 °C y el caudal

10 SLPM (Tabla 3.2).
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Figura 3.10: Evolucién y parametros cinéticos de los ensayos iniciales de propagacion de la biomasa de S. cerevisiae F8 (S) y P. kudriavzevii 15 (P) en cultivos batch
a escala piloto (10 L) y medio de fermentacién EBM 3,6 °Bx y 0,19 g L1 (NH4)2S04. 1025: Caudal de aire (Q)=10 SLPM (litro estandar por minuto) (m) y Temperatura
(T)=25°C (m); 1030: Q=10 SLPM (m) y T=30 °C (m) y 130: Q=1 SLPM (m) y T =30 °C (m). Otros parametros: pH (=); Agitacion en rpm (m); Oxigeno disuelto (OD) en
% de saturacién (m); Aire en % (m); Absorbancia Ln(DOt/D0o) datos experimentales n=2 (m) y Modelado Ln(DOt/DOo) (4).
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Figura 3.11: Evolucion y parametros cinéticos durante los ensayos iniciales de propagacion de la biomasa de S. cerevisiae F8 (S) y P. kudriavzevii 15 (P) en cultivos
batch a escala piloto (10 L) y medio de fermentacién extracto de bagazo de manzana (izquierda) y melaza (M, derecha). 1030: Caudal de aire (Q)=10 SLPM (litro
estandar por minuto) (m) y Temperatura (T)=30 °C (m). Otros parametros: pH (pH 1_2) (=); Agitacion (Agit2) en rpm (m); Oxigeno disuelto (OD 1_2) en
% de saturacién (m); Aire en % (m); Absorbancia Ln(DOt/D0o) datos experimentales n=2 (m) y Modelado Ln(DOt/DOo) (+).
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Los datos cinéticos mostraron que la combinaciéon de 30 °C de temperatura y 10 SLPM de
caudal de aire, result6 la mas adecuada para la propagacién de la biomasa en el medio extracto de
bagazo de manzana 3,6 °Bx y 0,19 g L-1 de (NH4)2SO4. Estos resultados fueron consistentes con los
datos de productividad volumétrica y rendimiento de sustrato en biomasa reportados en la
Tabla 3.3 aunque los resultados presentados en la Tabla 3.4 evidencian que el consumo de azuicares
en los cultivos no superé nunca el 40 % de su contenido en el medio inicial. Este resultado y los
bajos valores de los pardmetros productivos obtenidos para S. cerevisiae en melaza respecto de los
reportados en bibliografia (Solomon et al, 1982), obligaron a revisar las condiciones operativas del
proceso, en particular aquellos relacionados con la composicién del medio de cultivo.

Tabla 3.3: Parametros productivos obtenidos para la propagaciéon de biomasa de S. cerevisiae (S)

y P. kudriavzevii (P) en sistema batch a escala piloto y operados en diferentes condiciones de
caudal de aire (1y 10 SLPM) y temperatura (25 y 30 °C)

Cinética Tp* UFC*# Productividad AT Consumidos Rendimiento*
h1 cél mL1 gltd1 gL1d? (%) gg!’

$1025 1,36+0,00b 3,0E+07+9,2E+06¢ 5,52+0,72 20,46%2,04 (33) 0,27+0,024
S1030 1,00+0,122 3,2E+07+5,7E+06d 7,26+0,50 21,38+1,29 (30) 0,34+0,04¢
S130 1,45+0,12b 2,1E+07+2,8E+06f 4,81+0,64 20,95+2,29 (31) 0,23+0,03d

SM1030 1,65+0,10¢ 1,7E+07+5,7E+068 2,38+0,30 11,61+0,81 (33) 0,20+0,014
P1025 0,98+0,072 1,7E+08+7,1E+07b 3,14+0,50 7,24%1,23 (24) 0,43+0,01b
P1030 1,02+0,052 5,6E+08+4,2E+072 4,61+0,64 10,22+1,73 (33) 0,45+0,01a
P130 0,95+0,002 1,4E+08+7,1E+06¢ 3,90+0,32 12,56+1,80 (40) 0,31+0,02¢

PM1030 0,98+0,01a 4,9E+07+1,8E+074 2,80+0,35 9,83+1,23 (27) 0,28+0,024

Tp: Tiempo de duplicacién. UFC: Unidades formadoras de colonias. AT: Aztcares Totales. Dentro de cada
columna, medias con superindices diferentes, son significativamente diferentes: *Modelo Lineal General,
#Modelo Lineal Generalizado y prueba de DGC, con p<0,05 y n=2 para ambos analisis.

No obstante, estos ensayos confirmaron la incapacidad de la especie P. kudriavzevii de
asimilar sacarosa y su capacidad de consumir acido malico (del Ménaco et al., 2014) y brindaron
informacidn relevante relativa a la influencia de los parametros operativos evaluados sobre el
comportamiento metabdlico de las cepas. Mientras P. kudriavzevii mostré un caracter francamente
glucofilico en todas las condiciones ensayadas, las preferencias de S. cerevisiae por uno u otro
monosacarido (glucosa o fructosa) o por el disacarido sacarosa dependen de las condiciones
operativas del cultivo, mostrando un comportamiento fructofilico a la menor temperatura ensayada
(P1025) y sacarofilico a mayor temperatura y menor caudal de aire (P130) (Tabla 3.4). Esta
preferencia por la sacarosa, también observada en melaza, estd asociada a un aumento del
metabolismo fermentativo, evidenciado por las mayores concentraciones de etanol en el medio
(Tabla 3.4), resultados consistentes con los menores rendimientos de sustrato en biomasa

observado en S130 y SM1030 (Tabla 3.3).
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Tabla 3.4: Composiciéon quimica inicial y residual (al finalizar los ensayos, 24 h de cultivo) del
medio de fermentacion (en g L-1) de los ensayos iniciales de propagaciéon de la biomasa a escala
piloto (10 L) y sistema batch de las cepas S. cerevisiae (S) y P. kudriavzevii (P) y diferentes

combinaciones de caudal de aire (1 o 10 SLPM) y temperatura (25 °C o0 30 °C)

Cinética Glucosa# Fructosa# Sacarosa# Ac. Ac. Glicerol* Etanol*
Malico# Acético
EBM 8,26+1,48 19,44+2,32 2,94+0,16 0,27+0,03
LOD ND LOC
(100 %) (100 %) (100%) (100 %) ) )
Melaza 3,1+0,57 7,3+0,64 25,27+1,35
ND ND ND ND
(100 %) (100 %) (100 %)
S$1025 7,12+£1,182 11,35%0,04¢c 2,31%0,15¢«d  (0,29+0,04b <LOD 0,07£0,01¢  1,04+0,08¢
(86 %) (58 %) (79 %) (108 %)
S§$1030 5,42+1,03b 14,490,172 2,0020,22d¢  (0,45+0,062 <LOD 0,10£0,01> 1,27+0,09¢
(65 %) (75 %) (68 %) (167 %)
S130 5,90+0,82b 12,79+1,32ab  1,48+0,23¢  0,39+0,052 <LOD 0,09+0,01> 1,88+0,20b
(71 %) (66 %) (50 %) (144 %)
SM1030 2,6+0,43 3,4+1,564 19,25+1,06> 0,39+0,02 ND
N e ’ ’ ’ ’ 0,10 +0,00b  4,08+0,172
(84 %) (47 %) (76 %) (144 %)
P1025  4,00+0,84bc 15,65+1,762 2,87+0,13¢  0,16+0,02¢ 0,17+0,102  0,18+0,082 0,19+0,034
(48 %) (81 %) (98 %) (59 %)
P1030  4,02+0,58«d 13,77+1,54a>  2,89+0,14c  0,00+0,00¢ <LOD 0,10+0,04 <LOC
(48 %) (71 %) (98 %) (0 %)
P130 3,22+0,464  12,07+1,56P 2,95+0,17¢ 0,13+0,02¢ <LOD 0,21+0,082 <LOC
(38 %) (62 %) (100 %) (44 %)
PM1030 ND 1,21+0,29¢ 25,35+2,052 ND <LOC 0,27+0,06 0,02+0,00
(0 %) (17 %) (100 %)

EBM: Extracto de bagazo de manzana y Melaza: Melaza de cafia, diluidos a 3,6 °Bx y suplementados con
0,19 g L1 de (NH4)2S04. Los valores entre paréntesis indican porcentaje del compuesto con respecto al valor
inicial. LOD: Limite de deteccion. LOC: limite de cuantificacién. ND: no detectado. Dentro de cada columna,
medias con superindices diferentes, son significativamente diferentes: # ANOVA y prueba de Tukey HSD;
*Modelo Lineal General y prueba de DGC con p<0,05 y n=2 en ambos tipos de anilisis.

Finalmente, en la Figura 3.12, se presenta un andlisis de componentes principales (CP1 y CP2)

realizado a partir de los datos presentados en la Tabla 3.4 en el que claramente se observan las

diferencias metabdlicas entre las cepas propagadas descritas previamente. También el grafico

evidencia una buena reproducibilidad de los ensayos fermentativos, y en consecuencia de las

determinaciones analiticas involucradas en la cuantificacién de los metabolitos cuyos coeficientes

de variacion estuvieron siempre por debajo del 15 %.
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Figura 3.12: Andlisis de componentes principales de los constituyentes del medio de cultivo al finalizar los
procesos fermentativos de propagacion de las células de S. cerevisiae (S) y P. kudriavzevii (P) bajo diferentes
condiciones operativas del cultivo batch. 1025: Caudal de aire (Q) 10 SLPM y Temperatura (T)=25 °C;
1030: Q=10 SLPM y T=30°Cy 130: Q=1 SLPM y T=30 °C.

Tabla 3.5: Valores de los autovectores Tabla 3.6: Correlacién de los componentes
] Componentes principales con las variables originales
Variables o1 02 Variables CP1 CP2
Glucosa 0,37 0,32 Glucosa 0,70 0,43
Fructosa -0,35 0,81
Fructosa -0,18 0,62
Sacarosa -0,82 -0,11
Sacarosa -0,43 -0,08 e
P Malico 0,85 0,38
Malico 0,45 0,29 ‘e
‘o Acético -0,50 0,76
Acético -0,26 0,58 .
. Glicerol -0,73 0,33
Glicerol -0,38 0,25 Etanol 091 021
Etanol 0,48 0,16 : ===

Correlacion cofenética=0,946

3.3.2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DEL CULTIVO PARA LA PROPAGACION DE LA
BIOMASA DE LEVADURAS A ESCALA PILOTO

Teniendo en cuenta los valores de los parametros productivos presentados en la Tabla 3.4

estos ensayos solo se realizaron con la levadura S. cerevisiae, evaludndose en primer lugar la

demanda de nitrogeno.
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En el primer ensayo se prepar6 el medio de cultivo a base de extracto de manzana con 3,6 °Bx.
Como se describié en el item 3.2.2.4.2 de Materiales y Métodos, el proceso se inici6 a 30 °C con pH=5

y Q=2 SLPM. Los resultados cinéticos y metabélicos de este ensayo de propagacién se presentan en
la Figura 3.13.
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Figura 3.13: Parametros cinéticos (A) y fisicoquimicos (B) del proceso de propagacién de la biomasa para la
cepa S. cerevisiae F8 a escala de planta piloto. Medio de fermentacion 10 L de extracto de bagazo de manzana
3,6 °Bx suplementado con 5 g, 2,5 gy 2,5 g de nitrégeno en la forma de (NH4)2SO4 a los tiempos indicados
(Flechas). Sistema batch. Condiciones operativas de A: Temperatura (m); pH 6(~); Agitacion en rpm (m);
Oxigeno disuelto (OD) en % de saturacion (=); Caudal de aire en SLPM (litro estandar por minuto) (m).

Durante las primeras 3-4 h de cultivo se observé un rapido consumo de azucares,
mayoritariamente de fructosa (en este tiempo se consumi6 el 50 % de su concentracién inicial)

(Figura 3.13 B) con aumento de la temperatura y a una significativa demanda de oxigeno que oblig

96



Capitulo 3 Produccion de levadura

duplicar el caudal de aire sin un significativo crecimiento celular (Figura 3.13 A). El contenido del
FAN es bajo y a pesar del alto contenido de azicares del medio no se observé produccién de etanol,
pero si un significativo aumento de la trehalosa intracelular (Figura 3.13 B). En esta situacién y ante
un cambio significativo en la cinética del OD, a las 6 h de cultivo se adicionaron al medio 5 g de
nitroégeno en la forma de amonio, operaciéon que se repitié a las 8 h y 10 h aunque a estos tiempos
las cantidades adicionadas fueron de 2,5 g cada vez. Durante la etapa de adicién de nitrégeno se
observé un activo crecimiento celular (Figura 3.13 A) acompafiado por una significativa produccién
de etanol indicativa de un metabolismo respiro-fermentativo (Figura 3.13 B). Los niveles de FAN se
mantienen elevados y la concentracion intracelular de trehalosa disminuy6. A partir de las 13-15 h
de cultivo se observé nuevamente un cambio en el metabolismo que pasé a ser respiratorio como lo
indica el inicio de consumo del etanol presente en el medio, cuya concentracion al finalizar el cultivo
(24 h) fue de 6,12+2,31 g L-L. La Tabla 3.7 muestra que a este tiempo los azticares del medio estan
practicamente agotados, la concentracion intracelular de trehalosa recuperé los valores similares a
los iniciales (Tabla 3.7) y tanto la productividad como el rendimiento fueron significativamente
mayores que el obtenido en los ensayos iniciales para la misma temperatura (Tablas 3.3 y 3.7),
evidenciando efectivamente una limitacion del crecimiento por deficiencia de nitrégeno en aquellos
ensayos y ahora revertida por la adicidn de fuente nitrogenada adicional al medio de cultivo.

La figura 3.14 muestra la cinética de propagacion de la biomasa cuando el cultivo batch se
realiz6 con EBM 3,6 °Bx adicionado con 1,2 g L-! de nitrégeno en la forma de (NH4)2S04 (6 g L-1).

Esta condicién, reflejada en la mayor disponibilidad de FAN desde el inicio del ensayo,
permitié el consumo practicamente total de los aztlicares del medio triplicando la productividad
volumétrica y duplicando el rendimiento respecto de los ensayos iniciales (Tablas 3.7 y 3.3). El
maximo rendimiento se obtuvo a las 13 h de cultivo cuando todavia quedan en el medio entre el 30-
40 % de azdcares sin consumir. A este tiempo los valores de FAN estuvieron por debajo del 25 % de
su valor inicial y el cultivo ingresa en la fase estacionaria. A las 24 h, momento en el que se dio por
finalizado el ensayo, los azucares del medio se agotaron observandose un aumento de la
productividad volumétrica con disminucién del rendimiento en comparacion al observado alas 13 h
(Tabla 3.7), adicionalmente, se observ6 una gran acumulacién de trehalosa intracelular (Tabla 3.7).

Se observé que, en las condiciones del cultivo, a pesar de las elevadas concentraciones de
azucares reductores durante las diez primeras horas las células presentan un metabolismo
respiratorio (acreditado por la ausencia de etanol en el medio de cultivo) y asociado
mayoritariamente al consumo de fructosa (Figura 3.14 A y B). El etanol, indicativo de un

metabolismo respiro-fermentativo recién pudo ser cuantificado a las 11 h de cultivo (Figura 3.14B)
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y su produccién estuvo acompafiada por un consumo significativo de glucosa y sacarosa. El
contenido de etanol al finalizar el ensayo fue de 7,1+1,3 g L-1 y a este tiempo las células presentaron

una concentracion de trehalosa significativamente elevada (Tabla 3.7).
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Figura 3.14: Parametros cinéticos (A) y fisicoquimicos (B) del proceso de propagacion de la biomasa para la
cepa S. cerevisiae F8 a escala de planta piloto, 30 °C y medio EBM 3,6 °Bx suplementado con 1,2 g L-1 de
nitrégeno. Sistema batch. Condiciones operativas de A: Temperatura (m); pH (»); Agitacion en rpm (m);
Oxigeno disuelto (OD) en % de saturacion (m=); Caudal de aire en SLPM (litro estandar por minuto) (m).
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Tabla 3.7: Pardmetros fisicoquimicos, bioquimicos, productivos y cinéticos de los procesos de
propagacion de biomasa de las levaduras S. cerevisiae (Sc) y P. kudriavzevii (Pk) realizados bajo
diferentes condiciones operativas

T Cepa tiempo AT FAN Trehalosa  Px Ys  A(h)  p(h) A(UA)
emperatura h 1 1 » " _1
4 (h) (gL) (gL ) (mgg) (sL) (gg) (sd) (sd) (sd)
N (g L-1)#
Sc 0 39,05 0,216 26,5 - -
30°C 273 035 324
24 0,56 0,034 1,3 20,5 0,54
OPT
Se 0  49,45:513a 2,02¢0,12>  21,2+1,6d - i
1,834 0522 3,88
30 °C 13 20,97+404 030:0,06¢  379+¢12¢ 203:172 068:0,10: AL S S D
1,2 24 05260070 0,01£0,01c 406,0462,2¢ 26,5674 0,52:0,040 (08 (002) (0,02)
Sc 0 42,36:6,192 2,08:0,11>  385%3,5¢ i i 263 036¢ 3,69
Zf 2C 24 06260180 0,0420,01¢  1,5¢04¢ 1512,50 0,37:0,13 (38 (0.02) (0.21)
Sc 7,102 0,47® 3,92
0 4157923 3,76:0,202  20,0+2,1d - - ’ ’ ‘
30°C (0,16) (0,02) (0,02)
4,0 24 1,11$0,38¢  0,38:0,050  24,9+3,1d 18,1456 0,45+0,05¢
Pk 0 42404849 3,920,612 ND . . Lept oas 436
30°C 12 20,87+4,43> 2,34%0,35>  44,4:3,7¢ 12,7+1,2b 0,65%0,052 ' '
(0,06) (0,02) (0,02)
4,0 24 13,77+¢3,00c 1,26+024c  82,3:42> 182+1,7a 0,64£0,19

# Adicionado en la forma de (NH4)2SOs; AT: Azucares totales y FAN: nitrégeno facilmente asimilable
iniciales (t=0) y residuales en el medio de cultivo a los tiempos indicados. Px: productividad
volumétrica; Yx/s rendimiento de sustrato en biomasa. UA: unidades de absorbancia. OPT: Ensayo de
optimizaciéon con agregados de (NH4)2SOs. Dentro de cada columna, medias con superindices
diferentes son significativamente diferentes, Modelo Lineal General y prueba de DGC con p<0,05 y n=2.

Un mayor contenido de nitrégeno en el medio (4,0 g L-1) no mejord el proceso de propagacion
de células de la levadura S. cerevisiae evaluado a partir de los parametros productivos (Tabla 3.7).
En estas condiciones se observé una extension temporal del proceso generado por un aumento
significativo de la etapa de adaptacion de la células al medio (fase lag) sin mejorar
significativamente la velocidad maxima de crecimiento (Figura 3.15A y Tabla 3.7). Como
consecuencia en estas condiciones de ensayo la productividad volumétrica a las 24 h de cultivo fue
similar a la alcanzada a las 13 h en cultivos con menor contenido de nitrégeno y el rendimiento fue
significativamente menor que en éstos (Tabla 3.7).

Este resultado es consistente con el metabolismo fermentativo predominante bajo las
condiciones de ensayo utilizadas y se reflej6 en la producciéon de etanol desde etapas muy
tempranas del cultivo (4 h) (Figura 3.15B). Este metabolito se acumul6 en el medio alcanzando su

maxima concentracién a las 24 h de cultivo, momento a partir del cual comenzé a consumirse. La
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concentracion de etanol al momento de finalizar el proceso (28 h, 8,2+1,1 g L-1) evidencié que el
cultivo estaba todavia transitando la etapa respiratoria final necesaria para mejorar la calidad
bioquimica de las células (Figura 3.15B). El contenido de trehalosa intracelular, significativamente
menor que el observado en las células propagadas con 1,2 g L-1 de nitrégeno (Tabla 3.7) fue

consistente con este supuesto.
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Figura 3.15: Parametros cinéticos (A) y fisicoquimicos (B) del proceso de propagacién de la biomasa para la
cepa S. cerevisiae F8 a escala de planta piloto. Temperatura 30 °C. Medio de fermentacién extracto de bagazo
de manzana con 3,6 °Bx suplementado con 4,0 g L1 de nitrégeno. Sistema batch. Condiciones operativas de
A: Temperatura (m); pH (+); Agitacion en rpm (m); Oxigeno disuelto (OD) en % de saturacion (m); Caudal de
aire en SLPM (litro estandar por minuto) (m).
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Se evalué entonces el efecto de una menor temperatura (25 °C) sobre la propagacion de la

biomasa manteniendo la concentracién inicial de nitrégeno en 1,2 g L-1 (Figura 3.16 A y B).
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Figura 3.16: Parametros cinéticos (A) y fisicoquimicos (B) del proceso de propagacion de la biomasa para la
cepa S. cerevisiae F8 a escala de planta piloto. Medio de fermentacidn extracto de bagazo de manzana con
3,6 °Bx y suplementado con 1,2 g L de nitrogeno y 25 °C. Sistema batch. Condiciones operativas de
A: Temperatura (m); pH (+); Agitacion en rpm (m); Oxigeno disuelto (OD) en % de saturacién (m); Caudal de
aire en SLPM (litro estdndar por minuto) (m).

Una menor temperatura de proceso tampoco permitid mejorar la productividad y el
rendimiento, los que fueron significativamente menores que los obtenidos para 30 °C (Tabla 3.7 y
Figura 3.16), resultados consistentes con la menor velocidad maxima (Tabla 3.7) y el menor niimero
de ciclos de crecimiento respecto de los observados cuando se opera a 30 °C (Figuras 3.14 Ay 3.16

A) y que puede relacionarse con un metabolismo respirofermentativo de la cepa durante todo el

proceso evidenciado por la presencia de etanol en el medio de cultivo (Figura 3.16B). Al igual que
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las células propagadas con mayor contenido de nitrégeno, las propagadas a 25 °C no acumularon
trehalosa al momento de finalizar el proceso (Tabla 3.7).

Finalmente se propagaron las células de P. kudriavzevii, la propagacion de la biomasa se
realizé con EBM 3,6 °Bx adicionado con 4,0 g L-! de nitr6geno también en la forma de (NH4)2S04
(19,0 g L-1) y en funcién de los resultados de los ensayos iniciales la temperatura seleccionada fue de

30 °C. Los resultados cinéticos y fisicoquimicos se presentan en la Figura 3.17.

Temp 2 Agit 2 DO-12 Ar 2M  GasFlo A
400 7 50007 130.0- 10004 200 6,6 44
y | A 4,0
3.0 1 40007 104.07 800 7 16.0 T T 36
46 7 3.2
—_ | =
240 - 0007 7804 8004 1204 2 4 ] 28 =2
< 36 2,4 g
; = 26 1 T 20 <
160 - 20007 520 400480 1 5~ 16 S
1,6 - L 12 T
80 A 10004 2601 2007 40 A 1 T 08
0,6 -
| 0,4
0o - 00 - 00-00-400-4 04 8 10 12 14 16 18 20 22 2400
Temp 2 Agit 2 DO-12 Ar 2M  GasFlo

UFC Ln(Ny/Ny) (M);  abs Ln(DO;/DO,) (4); abs Modelada Ln(DO/DO;) (—4-)

B

3500 35
FAN 3000 30
oS
—&— Glucosa (g/L) o 2500 25 =
gozooo 20 8
(¢}
—&—F L < e
ructosa (g/L) <Z: 1500 15 52
=
* 1000 10 %

—&— Sacarosa (g/L)
0 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

tiempo (h)

Figura 3.17: Parametros cinéticos (A) y fisicoquimicos (B) del proceso de propagacion de la biomasa para la
cepa P. kudriavzevii a escala de planta piloto. Temperatura 30 °C. Medio de fermentacién extracto de bagazo
de manzana con 3,6 °Bx y suplementado con 4,0 g L-! de nitrogeno. Sistema batch. Condiciones operativas de
A: Temperatura (m); pH (+); Agitacion en rpm (m); Oxigeno disuelto (OD) en % de saturacion (m); Caudal de
aire en SLPM (litro estandar por minuto) (m).
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Como era esperable por su comportamiento previo, esta cepa demostré crecer sin
inconvenientes en las condiciones ensayadas y el crecimiento estuvo asociado a un metabolismo
estrictamente respiratorio dado que el etanol nunca fue detectado en el medio de cultivo. Esta
caracteristica metabdlica es consistente con los valores observados para la velocidad de crecimiento
y los buenos resultados de productividad volumétrica y rendimiento de sustrato en biomasa
obtenidos para esta cepa (Tabla 3.7), aunque la fuente carbonada del medio no pudo ser agotada
(Figura 3.17 A) y las células mostraron concentraciones significativamente elevadas de trehalosa
intracelular a las 24 h de cultivo. Los contenidos de FAN en el medio de fermentacion (Figura 3.17 B
y Tabla 3.7) demostraron que la disponibilidad de este sustrato no ha sido la limitante para detener
el crecimiento.

En la Figura 3.18 se presenta el resultado de aplicar el andlisis de componentes principales a
los datos provenientes de los procesos productivos descritos previamente.
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Figura 3.18: Andlisis de componentes principales de variables fisicoquimica, bioquimicas y productivas a
diferentes tiempos (13 y 24 h) de iniciados los procesos 6ptimos de propagacion de células de S. cerevisiae (S)
y P. kudriavzevii (P) realizados con EBM 3,6 °C adicionado con 1,2 g L-1(2) y 4,0 g L-! (4) de N, respectivamente,
a 25°C (25) y 30 °C (30) de temperatura.
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Tabla 3.9: Correlacion de los componentes

Tabla 3.8: Valores de los autovectores principales con las variables originales
. Componentes

Variables el 2 Variables CP1 CP2
TREHALOSA 0,45 0,47 TREHALOSA 0,73 0,52
ATC 0,56 -0,36 ATC 091 -0,40
FAN C -0,23 -0,42 FAN C -0,38 -0,46
PRODUCTIVIDAD 0,49 0,32 PRODUCTIVIDAD 0,80 0,35
RENDIMIENTO -0,44 0,61 RENDIMIENTO -0,72 0,67

Correlacién cofenética=0,937
Los procesos de produccién de biomasa destinada a evaluar su calidad tecnolégica y enologica
en bodegas regionales se realizaron a escala piloto durante los meses de febrero previos a las
Vendimias 2019 y 2020. La propagacién de la biomasa se realizé a 30 °C y utilizando como medio de
propagacion EBM 3,6 °Bx suplementado con 1,2 g L1 de nitrégeno en la forma de (NH4)2SO4, Los
pardmetros de productividad no fueron significativamente diferentes de los reportados

previamente.

3.3.3 EVALUACION DE CALIDAD MICROBIOLOGICA, BIOQUiMlCA Y SANITARIA DE LA

BIOMASA

La viabilidad de las células, evaluada por recuento en camara de Neubauer y tinciéon con azul
de metileno al 10 % (Figura 3.19 A, B y C) estuvo en el orden de 95+4,5 % (n=20).

La pureza microbioldgica de la biomasa se evalué a través de analizar la homogeneidad en la
morfologia de las colonias desarrolladas en placas de GPY agar sembradas por agotamiento en
superficie (Figura 3.1) o por diseminacion en superficie con diluciones adecuadas de la biomasa de
cada una de las cepas (Figura 3.19 D), y el posterior andlisis molecular de entre 5-10 colonias
aisladas y bien desarrolladas utilizando métodos moleculares (Figura 3.20). Los resultados
permitieron descartar contaminaciones de los lotes con otras levaduras y contaminaciones cruzadas
entre las especies propagadas.

Adicionalmente, el nimero de coliformes totales fue menor a 3 por 100 mL de muestra
(Oteiza, 2016) y el contenido de trehalosa resulté de 143+22 mg g1 (n=2) para P. kudriavzevii y
396+33 mg g1 (n=2) para S. cerevisiae indicando buena calidad sanitaria y bioquimica de la

biomasa.
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Figura 3.19: Evaluacidn de la viabilidad celular por recuento en cdmara de Neubauer previa tincién con azul
de metileno y observacion por microscopia de campo claro (400x)(A) y de la pureza de la biomasa mediante
siembra por diseminacion en superficie en placas de agar GPY y evaluacién de la morfologia de las colonias
(D). By C: detalle de células vivas y muertas, respectivamente.

MW Haelll M Cfol Hinfl | Haelll Cfol Hinfl M

Figura 3.20: Identificacion especifica de células propagadas a escala de planta piloto en medio EBM 3,6 °Bx a
30 °C de temperatura por amplificacion de la region génica ITS1 5.8S ADNr ITS2 por PCR seguida de
restricciéon con las endonucleasas Haelll Cfol y Hinfl. A: tamafios de los amplificados; calles 3, 4 y 5
P. kudriavzevii (~490 pb) procedente de los lotes de produccion 1y 3; calles 6 al 9 S. cerevisiae (~850 pb)
procedentes de los lotes de producciéon 2 y 4 (2 de cada uno). Callel Pk 15; Calle 2: Sc F8 (Control).
perfiles de restriccion de B: P. kudriavzevii (lote 1). C: S. cerevisiae (lote 2). M: marcador de peso molecular.
Las flechas sefialan las bandas correspondientes a 500 pb.
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3.3.4 EVALUACION DE LA CALIDAD TECNOLOGICA Y ENOLOGICA DE LA BIOMASA

La calidad tecnolégica y enoldgica de la biomasa propagada se evalué mediante su capacidad
para conducir vinificaciones en tinto (calidad tecnolégica) y mejorar la calidad de los vinos
obtenidos (calidad enoldgica) cuando se las utiliza en la forma de cultivos iniciadores.

La evolucién de las vinificaciones llevadas a cabo en simultdneo en piletas de 20.000 litros
conteniendo 15.000 litros de mostos Malbec sulfitados e inoculados con los cultivos puros
comerciales y con los cultivos puro y mixto autéctonos se muestran en la Figura 3.21. Todas las
cinéticas corresponden a FA normales, no obstante los cultivos autéctonos presentaron un inicio de
fermentaciéon mas rapido que los comerciales. Esta mayor capacidad fermentativa se mantuvo
durante todo el proceso para el cultivo puro Sc F8 quién logr6 el secado del mosto (azucares
residuales <2 g L-1) 48 h antes que los otros cultivos iniciadores. El recuento en placas de unidades
formadoras de colonias de muestras procedentes de los mostos al finalizar la FA evidencié una

densidad de poblacién del orden de 106 UFC mL-! en todos ellos (dato no mostrado).
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Figura 3.21: Cinética de las fermentaciones alcohdlicas de vinificaciones en tinto Patagdénicas conducidas por
los cultivos iniciadores comerciales puros F15 (S. cerevisiae, LSA) y BA (S. cerevisiae, liquida) y por los cultivos
autéctonos puro F8 (S. cerevisiae) y mixto Sc F8 + Pk 15 (S. cerevisiae; P. kudriavzevii Co- inoculacioén, relacion
de densidades 1:100 UFC mL-1). Variedad vinificada: Malbec. Vendimia 2019. Escala: industrial (15.000 L).
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El andlisis molecular de las colonias aisladas (Figura 3.22) evidencié buena capacidad de

implantacion tanto de los cultivos comerciales como de los autoctonos, incluido el mixto.

S. cerevisiae. [FAI) S. cerevisiae. ([FAF)

“.0.- -
|

Sc

A0 G

M

Pk 15 + Sc F8 (FAI) Pk 15 + Sc F8 (FAF)

Figura 3.22: Identificacion de levaduras procedentes de vinificaciones a escala industrial de uvas Malbec
mediante el método ITS1 5.8S ADNr ITS2 PCR. Amplificados (en pb) de cepas asociadas a estadios finales de
fermentaciones alcohdlicas (FA) conducidas por A: cultivos iniciadores puros comerciales S. cerevisiae F15 y
BA y de estadios iniciales (FAI) y finales (FAF) de FA conducidas por cultivos autoctonos B: S. cerevisiae F8 y
C: P. kudriavzevii 15 + S. cerevisiae F8 (co-inoculacién, densidades celulares 100:1). M: Marcador Peso
Molecular. Amplificados: S. cerevisiae ~850pb y P. kudriavzevii 490 pb.

107



Capitulo 3 Produccion de levadura

En la vinificacién conducida por el cultivo mixto el 70 % de las colonias procedentes del mosto
inicial correspondieron a P. kudriavzevii y un 10 % de esta especie se encontré en la muestra del
mosto final de esta vinificaciéon pero no en las otras tres muestras en las cuales todos los individuos
identificados correspondieron a Saccharomyces cerevisiae (Figura 3.22).

La discriminacién a nivel de individuos mediante el andlisis de los perfiles de restriccién del
ADNmit, evidencié que las tres cepas de S. cerevisiae son capaces de implantarse, entendiendo por
implantaciéon la capacidad de dominar numéricamente a la biota indigena y conducir la

fermentacion. En el caso de Sc F8 y Sc F15 se observd un 100 % de implantacién y un 80 % de

implantacion para BA (Figura 3.23).

Figura 3.23: Perfiles mitocondriales de cepas de S. cerevisiae procedentes de final de fermentacidon de
vinificaciones en tinto conducidas por el cultivo autéctono A: Sc F8 y los cultivos comerciales B: Sc F15 y
C: Sc BA, respectivamente. Endonucleasa de restricciéon: Hinf I. M: Marcador de peso molecular. La flecha
sefiala un perfil diferente al del cultivo iniciador Sc BA.

Estos resultados evidencian que las células de Pk 15 y Sc F8 conservaron sus propiedades
fermentativas después del proceso de propagaciéon en EBM y que las mismas fueron comparables o
superiores a las comerciales utilizadas como controles.

Todos los vinos presentaron caracteristicas fisicoquimicas de vinos normales (Tabla 3.10)
pero BA fue incapaz de secar el mosto (ART > 2 g L-1) debido a su mayor dificultad de fermentar la
fructosa. Los cultivos iniciadores autdctonos presentaron muy buena capacidad para fermentar

tanto este monosacarido como la glucosa y el cultivo mixto mostré buena capacidad de produccion
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de glicerol sin aumento de la acidez volatil (Tabla 3.10). Las concentraciones de acido malico y acido
lactico en los vinos Sc F8, Sc F8 + Pk 15 y F15 indicaron que estos cultivos permitieron el desarrollo
de la fermentacion malolactica. Este resultado evidencié una buena calidad enolégica de los cultivos
iniciadores propagados en EBM desde el punto de vista de sus contribuciones a la composicién

quimica del vino.

Tabla 3.10: Calidad fisicoquimica de vinos Malbec obtenidos en la Vendimia 2019 mediante
fermentaciones alcohélicas conducidas por cultivos iniciadores autdctonos puros (Sc F8) y mixtos
(Pk 15+ Sc F8, relacién 100:1 UFC mL-1) y cultivos iniciadores comerciales puros (BA y F15)

Parametro VINOS
ScF8 Pk 15+Sc F8 BA F15

Etanol % v/v 13,74 13,59 13,90 13,67
ART (g L) 1,90 2,03 2,86 2,21
pH 3,81 3,83 3,80 3,82
Acidez Titulable (g L-1)* 5,09 5,03 5,77 5,06
Acidez Volatil (g L-1)# 0,40 0,82 0,30 0,29
Fructosa (g L1) 0,74 0,85 2,03 0,91
Glucosa (g L-1) 0,27 0,20 0,73 0,55
Acido Malico (g L1) 0,41 0,27 1,44 0,81
Acido Lactico(g L) 0,98 0,63 0,50 0,92
Acido Citrico (g L1) 0,83 ND 1,13 0,97
Acido Tartarico (g L) 2,43 2,32 2,46 2,40
Acido Succinico (g L) 1,35 1,83 1,81 1,23
Glicerol (g L-1) 7,74 9,02 7,42 6,95

ART: azticares reductores totales. *Expresado como g L-1de Acido Tartarico. # Expresado como g L-! de Acido
Acético.

Finalmente, se realiz6 una prueba de preferencia de los consumidores de los vinos elaborados
con F8, F15 y BA durante un encuentro de bodegueros de la regién realizado el 24 de Noviembre del
2019 en Bodega Favretto con motivo del Dia del Vino, Bebida Nacional (Figura 3.24). Los
consumidores (n=17, en6logos de bodegas regionales) debian degustar tres vinos, rotulados con las
letras A, B y C y asignarles a cada uno un valor 1, 2 o 3 segun su preferencia. Uno, el preferido en
primer lugar, dos en segundo lugar y tres en tercer lugar. En esta degustacién a ciegas, para cada
vino se obtuvo un promedio que es mas cercano a uno cuanto mayor es la preferencia por ese vino.
En la Tabla 3.11 se muestran los resultados obtenidos, observandose que el vino elaborado con el
cultivo autdctono obtuvo el mejor promedio pero, por el tamafio muestral analizado, la diferencia no
fue significativa respecto de la preferencia por el elaborado con el F15, pudiendo concluirse que los
consumidores mostraron una mayor preferencia por los vinos elaborados con los cultivos

iniciadores F8 y F15 que por el elaborado con BA.
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Figura 3.24: Imagenes representativas del evento y la degustacion realizados en la Bodega Favretto por el Dia
del Vino, Bebida Nacional. Arriba (izquierda): vinos representativos elaborados por la Bodega; Abajo
(izquierda) degustacion; Derecha: mesa de degustacidn para la prueba de preferencia. Fuente propia.

Tabla 3.11: Prueba de preferencia de los consumidores por los vinos

elaborados mediante fermentaciones

alcohdlicas conducidas por

cultivos iniciadores autéctonos (F8) y comerciales (F15 y BA) realizada

en noviembre 2019

PREFERENCIA
VINO . Ranking
Promedio 1 2 3
ScF8 1,65+0,17= 8 5 4
ScF15 1,94+0,192 7 8
Sc BA 2,41+0,21b 2 4 11

Medias con superindices diferentes, son significativamente diferentes, modelo

lineal generalizado y prueba de DGC con p<0,05 y n=17.
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3.4 DISCUSION

La produccién de levaduras destinadas a la elaboracién de alimentos fermentados esta
histéricamente relacionada con la produccién de la levadura S. cerevisiae de panaderia, cuyo inicio
data de la ultima parte del Siglo XIX utilizando macerado de granos como sustratos para la
propagacion de la biomasa (para revision historica ver Burrows, 1970). Estos sustratos, ricos en
glucosa procedente de la hidroélisis del almidén, se reemplazaron durante el primer tercio del siglo
XX por fuentes de carbono y energia menos costosas y ricas en el disacarido sacarosa como son las
melazas de cafia y remolacha (Reed y Nagodawithana, 1991). Los progresos realizados en el secado
de la levadura prensada hacia la forma seca y activa a partir de la cuarta década del siglo pasado
permitieron ampliar el mercado de la levadura como insumo industrial hacia otros rubros de
alimentos y bebidas fermentadas adicionales a la panificacién asi como también al desarrollo de
probidticos (Reed y Nagodawithana, 1991; Ranadheera et al, 2010; Arévalo Villena et al, 2017). No
obstante, en la mayoria de los casos la produccién de estos cultivos constituyen s6lo un negocio
estacional de las empresas dedicadas a la produccién de levaduras destinadas a panaderia o a la
produccién industrial de etanol y/o productos farmacéuticos en la que se sigue utilizado melaza
para propagar la biomasa y sistemas de cultivo que a través del suministro adecuado de la fuente
carbonada (cultivos por lote alimentado, cultivos continuos), minimizan el efecto Crabtree con el fin
de mejorar el rendimiento de sustrato en biomasa (Ejiofor et al, 1994; Calado et al, 2003; Garre,
2006; Rodriguez Porrata et al., 2008; Richelle et al., 2014).

En el presente trabajo se propagdé la biomasa de la levadura vinica autéctona de la Patagonia
S. cerevisiae F8 destinada a enologia utilizando como sustrato o medio de cultivo, extracto de bagazo
de manzana (EBM). Este medio complejo rico en fructosa, generado como subproducto en la
industria juguera regional, suplementado con 1,2 g L-1 de nitrégeno facilmente asimilable permiti6
obtener en cultivos por lote operados a 30 °C y pH=6 rendimientos de sustrato en biomasa de
0,52 gg1 en 24 h (Tabla 3.7). Estos valores son superiores a los reportados en la bibliografia de
0,47 gg1, 0,48 gg-1 y de 0,50 gg-1 obtenidos en sistemas por lote y tiempos de produccién mayores a
48 h utilizando hidrolizados de almidén de mandioca, remolacha nigeriana y jugo de anacardo,
respectivamente (Aransiola et al., 2006; Solomon et al, 1991; Layokun et al, 1986), también
superan al de 0,47 gg-! obtenido en un sistema por lote alimentado y una mezcla de melazas de cafia
y remolacha como sustrato con 72 h de produccién (Garre, 2008) y es similar al de 0,53 gg-!
obtenido para S. cerevisiae propagada en frascos agitados y galactosa luego de 96 h de cultivo

(Calado et al., 2003).
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El extraordinario rendimiento obtenido en las condiciones ensayadas puede atribuirse a la
ausencia de represion por catabolito (efecto Crabtree) o a una mitigacion de este efecto originado
por el consumo preferencial de la fructosa desde el inicio del proceso y durante una parte
significativa de la etapa de multiplicacion celular (Figuras 3.14). Glucosa y fructosa son trasladadas
al interior celular por los mismos transportadores (Hxt), pero las afinidades de éstos por la glucosa
son mayores que por la fructosa (2,1 mM vs. 4,6 mM para Hxt7 y 65 mM vs. 125 mM para Hxt3)
(Guillaume et al, 2007). Cuando ambos azlcares estan en el medio en cantidades equimolares,
como ocurre por ejemplo al inicio de la vinificacién, la glucosa por inhibiciéon competitiva disminuye
el ingreso de fructosa a la célula, observandose un consumo preferencial de la primera. En el
extracto de bagazo de manzana, sin embargo, las relaciones molares fructosa: glucosa al inicio de
proceso de propagacion son de 4:1 en favor de la fructosa, quien revierte la inhibicién por diluciéon
ingresando a la célula. Este supuesto esta sostenido por el rapido consumo de fructosa observado en
el ensayo de optimizacion (Figura 3.13) y en el proceso de propagacion seleccionado (Figuras 3.14).
Por otro lado, también estd reportado que la presencia de glucosa dispara en la célula de
S. cerevisiae otro tipo de respuesta (similar a las gatilladas por hormonas en los eucariotas
superiores) que esta mediada por un aumento intracelular del AMPc y la activacién de la proteina
quinasa A (PKA) (Verstrepen et al., 2007; Dawes y Perrone, 2020). Este mecanismo, denominado via
de las Ras/AMPc/PKA controla la expresiéon de genes involucrados en ciertos aspectos del
metabolismo y en la resistencia a estrés, entre otros. Entre los multiples efectos descritos, la
activacion de esta via estimula la glucolisis e inhibe la gloconeogénesis reforzando Crabtree, y
reprime la expresién de genes de respuesta al estrés, en particular la sintesis de proteinas de
choque térmico y de la trehalosa (Thevelein y DeWinde, 1999). Esta documentado que, inicamente
la glucosa y la sacarosa pueden activar esta via de sefializaciéon (Rolland, et al., 2000), capacidad
ausente en otros carbohidratos entre ellos la fructosa (Verstrepen et al., 2007). La capacidad de las
células de S. cerevisiae de sintetizar trehalosa frente al estrés generado por la limitacion de
nitrégeno en el ensayo de optimizacion (Figura 3.13) es un resultado a favor del supuesto que, en
esas condiciones de propagacion, la glucosa es incapaz de activar esta via de sefales y, por
homologia, la represién por catabolito aun cuando sus concentraciones en el EBM superan las
concentraciones umbral para disparar dichas vias (10-40 mM) (Verstrepen et al, 2007). Queda por
discutir la capacidad de la fructosa de ejercer represion por catabolito como lo hacen la glucosa y la
sacarosa. Los resultados publicados en la bibliografia parecen indicar que este monosacarido ejerce
represion por catabolito (efecto Crabtree) aunque en menor grado que la glucosa (Dynesen et al,

1998). El mecanismo molecular del efecto Crabtree es todavia un tema de discusion entre los
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cientificos (Rosas Lemus et al, 2018). Una de las hipoétesis planteadas para explicar su aparicion
propone que la fructosa 1,6 bifosfato (Fru 1,6 P), producto del paso limitante que abre el flujo de C
hacia la glucdlisis, podria regularlo positivamente a través de modular la permeabilidad de la
mitocondria (Diaz-Ruiz et al, 2008; Rosas-Lemus et al, 2014; Hammad et al, 2016). Cuando la
fructosa ingresa a la célula es inmediatamente fosforilada a fructosa-6 fosfato (Fru6P). La Fru6P
segun las condiciones fisiolégicas de la célula puede abrir el flujo de carbono hacia la glucélisis,
fosforilandose a fructosa 1,6 bifosfato (Frul,6P), o hacia las vias biosintéticas de di y polisacaridos,
la trehalosa entre otros, por isomerizaciones sucesivas a glucosa-6 fosfato (Glu6P) y glucosa 1-
fosfato (GlulP). Por otra parte, estd demostrado que el metabolismo biosintético de la trehalosa
disminuye el flujo de carbono hacia la glucélisis (Bolat, 2008). En este contexto y en las condiciones
de los ensayos, el efecto Crabtree generado por la fructosa seria de baja intensidad y la
concentracién de etanol producido estaria por debajo de su limite de cuantificacién (Figura 3.14)
hasta estadios del proceso cuando menores concentraciones relativas de fructosa a glucosa en el
medio, favorecen el ingreso de esta tltima a la célula disparando Crabtree. La aparicién de etanol en
el medio, concomitante con una disminucién intracelular de la trehalosa después del primer
agregado de nitrégeno en el ensayo de optimacidn, es consistente con este supuesto (Figura 3.13).
Resumiendo, el proceso conducido a la temperatura que promueve el maximo crecimiento celular
(Tablas 3.3 y 3.8) utilizando EBM con contenidos minimos de nitrégeno asimilable coloca a las
células en una condicién de estrés casi permanente por restriccion nutricional durante su
propagacion, mejorando el rendimiento por mitigacion del efecto Crabtree causado por el desvio de
parte del flujo de carbono hacia la sintesis de trehalosa, rindiendo células en mejores condiciones
bioquimicas/fisiolégicas (alto contenido intracelular de trehalosa) para enfrentar el proceso de
deshidrataciéon. Condiciones menos estresantes para las células, como son una menor temperatura
de crecimiento (25 °C) o una mayor disponibilidad de nitrégeno (4 g L-1) desvian el metabolismo de
la fructosa hacia la glucélisis promoviendo desde el inicio del proceso la fermentacién en favor de la
respiracion (efecto Crabtree) y reflejada en la apariciéon temprana de etanol en los medios de cultivo
(Figuras 3.16 y 3.17), disminuyendo el rendimiento de sustrato en biomasa y la calidad bioquimica
de ésta, evaluada por sus contenidos enddgenos de trehalosa (Tabla 3.7).

Lo novedoso del proceso de propagacion de células de S. cerevisiae (levadura Crabtree
positiva) desarrollado en este trabajo de Tesis Doctoral fue proponer un cambio sustancial en la
calidad del medio de cultivo que permiti6 la optimizaciéon del rendimiento de sustrato en biomasa
mediante un manejo adecuado de la temperatura y del suministro de la fuente nitrogenada y no de

la fuente carbonada. Esta propuesta tiene al menos dos aspectos ventajosos desde el punto de vista
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industrial respecto de los procesos por lote alimentado tradicionales, permite realizar la
propagacion de la biomasa en cultivos por lotes disminuyendo los tiempos de produccién a 24 h y
produce una biomasa en mejores condiciones bioquimicas/fisiolégicas y que requiere un minimo
tratamiento de preparacién para su procesamiento posterior debido a la minima cantidad de fuente
carbonada presente en el caldo que la contiene y que por su naturaleza quimica generalmente
ocasiona problemas en las operaciones de extrusado y deshidratado.

La capacidad demostrada por las células de S. cerevisiae F8 propagadas en EBM 30 °C y
1,2 g L1 de nitrégeno de implantarse exitosamente con rapido inicio del proceso fermentativo
(Figuras 3.21) y conducirlo hasta el final (Figuras, 3.22 y 3.23), su extraordinaria capacidad de
secado del mosto permitiendo obtener vinos secos (Tabla 3.10) en menores tiempos de produccion
(Figura 3.21) y la calidad enolégica (Tabla 3.10) y sensorial acreditada mediante la prueba de
preferencia de consumidores calificados (endlogos)(Tabla 3.11) evidencia que la propagacién en
EBM conserva intactas las excelentes propiedades tecnoldgicas y enoldgicas de esta cepa
demostrada en vinificaciones previas realizadas a escala industrial pero propagada en pie de cubas
con mostos de uva (del Ménaco et al., 2014; del Ménaco et al., 2016).

Es de destacar que, salvando las diferencias en la disponibilidad de oxigeno y presencia de
etanol en el medio, las condiciones de propagaciéon de la biomasa en el proceso propuesto son
similares a las que debe enfrentar S. cerevisiae al momento de llevar a cabo el secado del mosto en la
vinificacion, cuando todavia quedan en el medio concentraciones importantes de los azilicares en
relaciones molares fructosa: glucosa 4:1 y restricciones nutricionales por limitaciéon de nitrégeno
asimilable. La incapacidad de las cepas de levaduras para asimilar la fructosa en estas condiciones
es una de las causas propuestas como causantes de paradas de la FA (stuck fermentation) (Bisson,
1999), un fenémeno indeseable en el sector productivo por el aumento en los costos de produccion
que ocasiona.

El consumo de fructosa durante la propagacién de la biomasa y las condiciones estresantes
mantenidas durante una parte importante del proceso que la obligan a la sintesis de trehalosa
podrian contribuir a una mejor preparaciéon de la células de levaduras para enfrentar las
condiciones estresantes de la vinificacion. La trehalosa es un disacarido no reductor de importancia
en la respuesta a distintos tipos de estrés debido a su capacidad de proteger a las membranas
celulares de la deshidratacion y de prevenir la desnaturalizaciéon de proteinas (Wiemken, 1999;
Bolat, 2008; Zhang et al., 2020), riesgos que deben enfrentar las levaduras enoldgicas a medida que
la vinificacién avanza por sus exposiciones las crecientes concentraciones de etanol. Las

concentraciones de trehalosa endégenas reportadas en este trabajo para S. cerevisiae asi como para
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P. kudriavzevii (Tabla 3.7) son del mismo orden de magnitud que las reportadas en bibliografia para
levaduras Saccharomyces 'y non-Saccharomyces de las especies Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima y Lachancea thermotolerans en respuesta a estrés nutricional (Anchieta
Camara Janior et al, 2018 y 2019 ) y oxidativo (Gamero Sandemetrio, 2016) y es el primer resultado
reportado en bibliografia sobre la capacidad de sintetizar trehalosa en respuesta a estrés por parte
de levaduras de Pichia kudriavzevii asi como también la propagacion de sus células en cultivos por
lote a escala piloto.

La propagacion de la biomasa de la cepa Patagoénica de esta especie Pk 15 en cultivos por
lotes operados a 30 °C y utilizando como medio de cultivo EBM suplementado con 4 g L-t de
nitrégeno facilmente asimilable y pH=7 mostr6 a las 24 h de cultivo un rendimiento de sustrato en
biomasa de 0,64 gg-1, significativamente superior al obtenido para Sc F8 (Tabla 3.7). Este resultado
es consistente con el caracter Crabtree negativo de la especie P. kudriavzevii. La evolucién del
contenido de azucares en el caldo durante el proceso de propagacion evidencié que la cepa mantuvo
la incapacidad de asimilar sacarosa propia de la especie y el marcado caracter glucofilico ya
evidenciado en los ensayos iniciales (Tabla 3.5 y Figura 13.17B) mostrando, en las condiciones
ensayadas, imposibilidad de consumir totalmente la fructosa, cuya concentracién residual en el
caldo fue el 36 % de la inicial (Figura 3.17). Por otra parte, a las 12 h y 24 h de cultivo las células
muestran concentraciones altas y crecientes de trehalosa intracelular indicativas de la exposicién de
la cepa a algun tipo de estrés, que de ser nutricional en este caso no estaria relacionado con la
disponibilidad de nitrégeno ya que los valores de FAN al final del ensayo se mantuvieron por
encima del gramo por litro (Tabla 3.7). A pesar de los buenos resultados obtenidos en el
rendimiento de sustrato en producto y en las calidades bioquimica y tecnoldgica de la biomasa
propagada evidenciadas en los procesos de vinificacion realizados a escala industrial (Figura 3.21y
3.22 y Tabla 3.10) resulta necesario realizar nuevos ensayos tendientes a optimizar el proceso en
funcion de disminuir el nivel de residuos carbonados en el caldo final los que, como ya se sefalara,
representan un problema en los tratamientos posteriores de la biomasa requeridos para su secado.

La potencial aplicacion de P. kudriavzevii en procesos adicionales a la vinificacion y
elaboracion de otras bebidas fermentadas, como son la produccién de compuestos quimicos de
valor industrial (Elahi, 2018; Martinez-Avila et al, 2020; Ojha y Das, 2020), el control de
fitopatogenos postcosecha (Liu et al,, 2019) asi como sus efectos beneficiosos en salud humana
mediante su capacidad probidtica (Saadat et al., 2020) alientan su produccién industrial en la forma
de LSA constituyendo una posibilidad cierta para la diversificacion productiva en el mediano plazo

de la empresa que se pretende desarrollar.
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4.1 IMPORTANCIA DEL PROYECTO

En el presente capitulo se desarrollara la factibilidad técnica y econémica para la creacién de
una empresa de base tecnoldgica de produccién de levaduras de uso enoldgico utilizando extracto
de bagazo de manzana como sustrato para la propagacién de la biomasa, de forma de llevar a la
practica los resultados obtenidos en la tesis mediante su transferencia al sector de la agroindustria.
Se espera que la aplicacién de este proyecto genere un fuerte y positivo impacto tanto en lo social
como en lo econémico.

En la actualidad, Argentina es el quinto pais productor de vino con una demanda de
aproximadamente 276 toneladas de LSA que debe importarse (dato obtenido a partir de estadisticas
realizadas por el INV 2019), ya que no existe una empresa productora nacional, y cuya
disponibilidad esta sujeta a logistica de importaciones y cambios en el precio del délar (INV 2019).

De las regiones vitivinicolas argentinas la region sur, constituida por zonas especificas de las
provincias de Neuquén, Rio Negro, La Pampa y Chubut (Figura 4.1), cuenta actualmente con un total
de 45 bodegas (INV 2020) y una produccidn de vino tinto de 72.687, 33.778, 4.770 y 325 hectolitros,
respectivamente (INV 2019). Adicionalmente se registran en la regién 46 productores de vinos
artesanales y 44 de vino casero (INV 2020).

El rendimiento en vino es de 750 mL por kg de mosto. Siendo el consumo teérico 20 a
40 g de LSA (dependiendo de las condiciones sanitarias de la materia prima) por quintal de mosto
de uva (100 kg), la demanda de levadura seca activa (LSA) de la regién es de 2.974 a 5.948 kg
anuales. Este producto se comercializa en paquetes de 0,5 kg y el precio de una de las marcas mas
reconocidas, Laffort®, es de U$S 40, (precio actualizado a febrero 2020). Se espera que las bodegas
regionales sustituyan estos insumos importados por levaduras autdctonas y el potencial de la

demanda a nivel nacional es de 276.163 a 552.326 kg LSA.

4.1.1 MISION

1. Situarse como una Empresa de Base Tecnoldgica, orientada a ofrecer levaduras para la
elaboracion de vinos de calidad controlada y diferencial, que se identifiquen con la regién
productora y en el futuro con el terroir o bodega elaboradora.

2. Producir otras levaduras para aplicaciones en panificados, probiéticos, balanceados para
peces, mamiferos y aves, control de plagas, descontaminacién ambiental, entre otros, usando
como materia prima para la propagacién de la biomasa, extracto de bagazo de manzana.

3. Reducir importaciones y crear empleos de alto valor econémico y conocimiento.

4. Crear una compaiiia rentable.
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Figura 4.1: Mapa vitivinicola de la Argentina (extraido de INV 2018). Inserto: Bodegas Regién Sur, datos

INV 2020 (Elaboracidn propia).

4.1.2 VISION

1.  Proveer una variedad de levaduras en funcién de los mercados a cubrir, ofreciendo siempre

un producto de calidad certificada, que cubra las necesidades de productores a nivel regional,

nacional y compita con los importados. Situarse como marca referente en cuanto a la

produccién de levadura seca activa a nivel nacional, y como empresa emprendedora de

excelencia.
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4.1.3 MERCADO

El mercado consumidor de la levadura seca activa esta ligado al mercado de elaboraciéon de
vinos. El mercado objetivo en primera instancia apunta a abastecer a los productores vitivinicolas
de la region sur, consolidando la marca. Si bien la produccién regional de vinos ha sufrido una
contracciéon en los ultimos afios, sigue siendo un mercado pujante y con grandes horizontes de
crecimiento (Figura 4.2). En una segunda instancia se buscara alcanzar el mercado mas maduro del
pais, concentrado en la regiéon cuyana. Esta region, que comprende las provincias de Mendoza y San
Juan, con 1.039 bodegas en funcionamiento concentra el 93 % de la produccién de vino del pais

(INV 2019).

=@®=Nqn <==@=Rio Negro ®=[a Pampa ==@= Chubut

Figura 4.2: Produccién regional de vinos (en hL). Evolucién en los dltimos 10 afos
(datos obtenidos de INV 2019).

4.1.4 MARCA

La Marca permitird asociar al producto con su uso industrial y su procedencia. Se buscara
posicionar la marca como referente en el segmento de produccién de levaduras enoldgicas
ofreciendo calidad y asistencia profesional, velocidad de respuesta y un prestigioso equipo de
investigacidn y desarrollo local con reconocimiento a nivel nacional (Fundacién ArgenINTA 2014) e
internacional (OIV, 2014).

Este trabajo tiene como meta inicial producir levadura seca activa para la vitivinicultura, a
partir de levaduras autdctonas seleccionadas por sus excelentes propiedades enoldgicas. Se buscara
insertar en el mercado local y nacional un producto de gran valor agregado, capaz de diferenciar la
calidad de los vinos tintos locales.

En la region es posible acceder a distintos tipos de levaduras comerciales, a través de paginas
de internet (Mercado libre entre otras) y de dos proveedores locales, pero todas son importadas y la

mayoria proviene de Europa.
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4.1.5 ANALISIS FODA

Se realiz6 un andlisis de FODA para estudiar la situacién del proyecto, analizando las
caracteristicas internas (Debilidades y Fortalezas) y la situacién externa (Amenazas y
Oportunidades). Este andlisis es una herramienta que permite conocer la situacion real en la que se
encuentra el proyecto y planear una estrategia a futuro. El objetivo es determinar las ventajas
competitivas del proyecto bajo estudio y la estrategia genérica que mas se adecue en funcién de las

caracteristicas propias y de las del mercado en que se mueve.
4.1.5.1 Identificacidon de factores internos positivos y negativos

Fortalezas, o factores internos positivos que permiten generar una ventaja competitiva sobre
el resto de los competidores:
F1: Equipo técnico altamente calificado.
F2: Ubicacidén cercana al mercado proveedor de materia prima.
F3: Ubicacidon cercana al mercado de consumidores.
F4: Direccion estratégica clara.

F5: Bajo costo de la materia prima usada y produccién diaria. Sin costos de logistica.

o 1ok W N

F6: Ambientalmente sustentable (cepas autdctonas regionales, reconversion de desechos).

Debilidades, o problemas internos que, una vez identificados y desarrollando una adecuada
estrategia, pueden y deben eliminarse/superarse:
1. D1: Falta de experiencia en la comercializacién de insumos enolégicos.

2. D2: Reduccién de la produccion por menor conversion de azicar a LSA al cambio de escala.
4.1.5.2 Identificacion de factores externos positivos y negativos

Oportunidades, o factores positivos que se generan en el entorno para ser aprovechados:

1. 01: Mercado regional y nacional sin competencia directa, solamente productos importados.

2. 02: Posibilidad de contar con materia prima todo el afio que es desecho de otra cadena
productiva local. Las otras fuentes de azicar de precios razonables (melazas de cafia o
remolacha, hidrolizados de maiz/sorgo) son estacionales, algunos requieren costosos
tratamientos previos y tienen costos elevados de logistica (deben ser transportados desde
grandes distancias, se deben almacenar en depésito y requieren un manejo especial del
mismo).

3. 03: Posibilidad de diversificacion de productos. LSA para otras bodegas que deseen usar sus
propias levaduras y para otros fines (panificados, prebioticos, balanceados para peces,

mamiferos y aves, control de plagas, descontaminacién ambiental, entre otros).
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04: Posibilidad de obtener distintas lineas de financiaciéon para PyMEs y empresas de base
tecnologica.

05: Mercado local y regional interesados en diferenciar sus productos y posibilidad de
insertar el producto en otras regiones del pais.

06: Posibilidad de ofrecer el servicio de produccién a otros centros de investigacion y
desarrollo del pais relacionados con la microbiologia enolégica e interesados en la producciéon
de desarrollos propios (INTA, Institutos/Centros/Grupos de Investigacion de Universidades

Nacionales y/o CONICET).

Amenazas, o factores externos negativos para el proyecto y que pueden atentar contra este:

1.
2.
3.

A1: Aparicién de nuevos competidores.

A2: Dependencia de materia prima.

A3: Ventajosa situacién financiera de los actuales competidores (empresas multinacionales)
para disputar comercialmente el nicho de mercado.

En la Tabla 4.1 se presenta la matriz FODA para el proyecto.

Tabla 4.1: Analisis FODA para el proceso productivo proyectado

Amenazas Oportunidades
Al A2 A3 01 | 02 03 04 05 06
D1 ® ®
Debilidades |D2 ® ® ® ®
F1 ®
Fortalezas F2 ® ®
F3 ® ®
F4 ® ®
F5 ®
F6 ®

4.1.5.3 Estrategias

De tipo FO

F1-03: Este proyecto cuenta con un grupo de profesionales expertos en Microbiologia

Industrial y Tecnologia de los Alimentos capaces de desarrollar nuevos cultivos iniciadores y nuevos

productos/insumos basados en levaduras.

F2-02: El bagazo de manzana, es un sustrato muy ventajoso para Saccharomyces cerevisiae y

Pichia kudriavzevii, su disponibilidad es diaria y no requiere de logistica para transporte. La fuente

tradicional de carbono y energia en la produccién de levaduras es la melaza cuyo costo es

2,0 U$S por kg de azucar sin considerar transporte y costo de almacenamiento, comparado con el
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bagazo de U$S 0,47 por kg de azicar o el jugo de manzana que seria U$S 1,5 por kg de azicar.
Rendimientos de azdcar a LSA son similares en ambas fuentes de carbohidratos pero con menores
tiempos de produccion para el EBM.

F3-01: La planta se ubicard en una zona de gran interés en desarrollo vitivinicola. De esta
manera, los costos logisticos se minimizaran y el precio de venta sera competitivo frente a las
alternativas importadas.

F3-05: Existe interés de los estados provinciales de la regiéon por promover y desarrollar una
vitivinicultura de calidad. Esta actividad productiva ha sido priorizada en los planes de desarrollo
propuestos por los gobiernos de las provincias de Neuquén (Plan Quinquenal 2019-2013) y Rio
Negro (presentacion de Agencia Rio Negro Innova, febrero 2020, Bariloche) y considerada
estratégica para la diversificacién productiva de sus respectivas provincias.

F4-06: Existen Institutos/grupos de investigacion del estado Nacional (INTA Lujan de Cuyo,
Universidad Nacional del Comahue, Universidad de Cuyo, Universidad de Tucuman etc.) que
acreditan experiencia en la seleccién de levaduras enoldgicas pero carecen de la posibilidad de
producirlas como LSA. La asociacion de estos Institutos con empresas extranjeras para la
produccién de sus desarrollos fracasé porque los productos se discontinuaron. La asociacion de
estos centros a esta empresa nacional serd beneficioso para ambos, permitiendo a los Institutos
transferir sus tecnologias al sector productivo y obtener un retorno financiero para sus
Instituciones y a la empresa afianzarse en el marcado nacional de insumos enolégicos.

F6-04: Al ser una empresa tecnoldgica, que promueve el agregado de valor a productos
regionales (vinos) a través de la diferenciacion de la calidad, que ofrece un producto respetuoso del
ecosistema microbiano del terroir habilitando a certificaciones de calidad y con un proceso
productivo rentable y que utiliza subproductos de otra empresa regional, disminuyendo los pasivos
ambientales, obtiene el interés de distintos entes/organismos estatales y/o privados para la
financiacion del proyecto, como de hecho ya lo han hecho el estado Nacional (Convenio
UNComahue-MINAGRO N269/2017 ANR de $1.292.403) y los Provinciales de Neuquén (PFIP ESPRO
2016 Convenio 2018-29265198-APN-DDYGD#MCT Presupuesto Total: $4.197.120, porcentaje
subsidiado 65%, $ 2.707.200) y Rio Negro (ANR Provincia Rio Negro. Decreto 149/10 del Poder
Ejecutivo, $2.000.000).

De tipo FA
F2-A2: La desventaja de depender de un Uinico proveedor es revertida por la posibilidad de la

empresa de proporcionarse su propia materia prima en el mediano plazo.
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F4-A3: Se promoveran alianzas estratégicas con los institutos de investigaciéon involucrados
de manera de incorporar profesionales calificados para cargos de direccién mediante programas de
co-financiacién ofrecidos por organismos del estado (CONICET -Agencia Nacional de Promoci6n
Cientifica y Tecnoldgica, programas +Valor.Doc-FONTAR RRHH AC). Esta estrategia permitira
reducir sustantivamente los costos de personal, en particular durante los dos-tres primeros afios de

produccién, mejorando la rentabilidad de la empresa y facilitando su afianzamiento en el mercado.

De tipo DO

D1-03: La empresa no posee trayectoria en la produccién de LSA pero buscara posicionar la
marca ofreciendo calidad diferencial en el insumo y asistencia profesional personalizada, para ello
cuenta con profesionales expertos en Microbiologia Industrial, Tecnologia de los Alimentos y
Fermentaciones Industriales.

D1-05: El mercado regional es el principal objetivo a corto plazo para afianzar la marca y
luego apuntar a bodegas de la region Central. Mientras la competencia actual consiste en productos
importados, la empresa ofrecera un producto sustituto de igual o mejor calidad, habilitante para

certificaciones de calidad, y como ya se sefialg, con asesoramiento personalizado.

De tipo DA

D1-A1: Se trabajard para una insercion en mercado local a través de la asistencia
personalizada a los productores regionales. Asi, se fortalecerd la marca entre los productores
vitivinicolas de la zona de manera de posicionar la empresa frente a competidores externos.

D2-A1: La experiencia obtenida a escala piloto (Capitulo 3) aporta informacioén y experiencia
para revertir eventuales desajuste provocados por el Scale up.

D1-A3: En primera instancia, se proyecta que las bodegas regionales tengan un descuento si

anticipan compra de LSA que incluira asesoramiento.

4.2 FACTIBILIDAD TECNICA
4.2.1 PRODUCTO A ELABORAR

4.2.1.1 Levadura enoldgica en la forma de LSA
Inicialmente las cepas de levaduras propuestas para producir LSA son S. cerevisiae F8 (Sc F8)
y P. kudriavzevii 15 (Pk 15). Ambas cepas, aisladas de vinificaciones en tinto Patagdnicas y

caracterizadas como indigenas de la region (del Ménaco et al, 2014 ay b, 2015 y 2016).
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4.2.2 EL PROCESO PRODUCTIVO

4.2.2.1 Sustratos potenciales: bagazo de manzana, jugo de manzana y mosto

El EBM es el sustrato propuesto para la propagacién de las células destinadas a la producciéon
industrial de LSA. Este sustrato posee adecuadas caracteristicas de calidad para ser utilizado en la
produccién de insumos destinados a la cadena alimentaria. Sin embargo, ensayos de laboratorio a
menor escala mostraron que otras fuentes de carbono y energia como jugo de manzana de otras
variedades, mosto e inclusive manzana licuada, resultan también buenos sustratos. En estos casos
los ajustes en la concentracién azicar, macro y micronutrientes y condiciones operativas del cultivo
para obtener una buena conversiéon de materia prima a LSA difieren ligeramente de las descritas en

esta Tesis.

4.2.2.2 Recepciony pre-tratamiento del bagazo

Desde el area de recepcion se transporta mecdnicamente el bagazo a un tanque de
1.600 litros. Se suspenden 700 kg de bagazo en 1.000 L de agua filtrada para extraer los nutrientes,
manteniendo la temperatura de extraccién en 30 °C durante 20 min, los sélidos se retienen en un
filtro prensa y la solucién resultante de 4,3 °Bx, se bombea al fermentador. Se suplementa
nutricionalmente, se agita durante 5 minutos y se esteriliza con vapor directo, presion 4 kg por cm?
(250 kg de vapor por hora, temperatura 150 °C). El volumen final es de 1.250 litros y 3,6 °Bx por el

agregado de condensado.

4.2.2.3 Fermentacion

Las condiciones operativas del proceso mas importantes a controlar son calidad del in6culo,
temperatura, oxigeno disuelto (OD), pH, agitacidn, control de espuma (a escala piloto no se requiere
pues no se genera espuma durante el proceso) y crecimiento. La cepa de levaduras procedentes de
un cultivo de trabajo se propaga en un Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 120 mL de extracto de
bagazo estéril por 12 horas. Este cultivo es transferido al biorreactor (BIOFLO) y propagado
nuevamente hasta lograr una densidad adecuada (entre 8 a 12 horas). En este punto, 4 L de este
cultivo se transfieren de manera estéril al fermentador que contiene el EBM estéril a la temperatura
de produccién.

El fermentador tiene un volumen de 1.585 L, siendo el volumen de trabajo 1.250 L, relacién
altura/diametro de 1,8/1, caudal de aire 240 L min-1a 800 L min-L. A su vez, cuenta con: Filtro de
4 micrones para esterilizar el aire; velocidad de agitacion de 50 a 120 rpm; control de temperatura,
e indicador de pH y oxigeno disuelto; equipado con sellos de vapor y sistemas de inoculacién,

recargas y antiespumante que aseguran transferencia estéril. Producira por lote 20 kg de LSA cada
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24 h. Se realizaran 4 lotes semanales obteniéndose una produccién de 80 kg de LSA por semana o

4.000 kg por afo.

4.2.2.4 Sistemas de separacion, purificacion, deshidrataciéon y almacenamiento de la LSA

El cultivo pasa, directamente del fermentador a un filtro prensa, capacidad de filtracién 40 kg
himedo cada dos horas, se lava, se descarga. Se agregan emulsionantes y anti caking, se amasa,
(capacidad 20 kg huimedo cada 15 minutos) y se extruda (capacidad 20 kg humedo cada
15 minutos). La amasadora y la extrusora constituyen un mismo equipo. El material extrusado se
transfiere a la sala de secado, para ser procesado en un secadero de lecho fluidizado, con capacidad
de deshidratar 20 kg de material himedo cada 30 minutos con una humedad final menor al 8 %.
Finalmente se envasa al vacio en paquetes conteniendo entre 0,5-1 kg. Basado en el tamafio de los
equipos de recuperacion de células, la capacidad de produccién se puede aumentar en 10.000 kg
por afio mediante el agregado de un tanque de fermentacion de 5.500 litros, con el cual se obtendria

una produccién total anual de 14.000 kg de LSA.
4.2.2.5 Disposicion de los residuos

Desecho sélido. El remanente de bagazo obtenido por prensado en la etapa de produccion
del extracto de bagazo se revalorizara en la produccién de bloques combustibles destinados a
cocinas/calefaccion familiar elaborados por una PyME local y/o elaboraciéon de sustrato para la

producciéon de hongos comestibles, desarrollo de una Cooperativa regional.

Efluente liquido. Los volumenes producidos permiten su descarga al desagiie industrial.

En la Figura 4.3 se muestra el diagrama de produccion de biomasa de levadura como quedaria
instalado en la planta de produccién, desde el bagazo hasta la obtencion de la levadura seca activa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la capacidad de produccién industrial de levadura
alcanzaria los 20 kg LSA por lote. En el calculo de la planta de levadura se consideré un crecimiento
conservador de las ventas. Se proyecta trabajar con un fermentador de 1.585 litros de capacidad,
durante 5 dias por semana y 24 h por dia, obteniéndose anualmente 4.000 kg de LSA. La capacidad
de los equipos de filtrado, amasado-extrusado, secado y envasado tienen capacidad de cuadruplicar
la produccion a 14.000 kg de LSA por afio, solo se debera agregar un fermentador de 5.500 litros y
dos operarios.

El rendimiento y la calidad de la levadura seca activa dependen significativamente de las
condiciones de propagacion. Durante esta etapa y segun las condiciones operativas del proceso las
células enfrentan diferentes tipos de estrés acumulando metabolitos de reserva (glucégeno) y

proteccion (trehalosa) que mejoran su capacidad de sobrevida a la deshidratacion (Garre, 2008).
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La levadura seca activa, deshidratada en lecho fluidizado a bajas temperaturas con un
porcentaje de humedad menor del 8 %, tiene una vida media de 2 afios. Este producto tiene un costo
de producciéon mayor en comparacién a la levadura liquida y prensada pero debido a su elevada
estabilidad en el tiempo lo hace imprescindible para abastecer a las industrias vitivinicolas en época
de vendimia disminuyendo adicionalmente los riesgos de contaminacién. Es importante resaltar
que la produccion de vino es estacional y la levadura se utiliza solamente en la etapa de
fermentacion alcohdlica, por lo tanto, para abastecer la demanda regional y nacional de levaduras
en época de vendimia, es necesario producirla anualmente y almacenarla. Mientras la pérdida de
viabilidad es de aproximadamente entre un 10 % y 25 % por afio a 20 °C, la LSA se debe almacenar a

4 °C en una atmosfera inerte o vacio.
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Figura 4.3: Esquema del proceso industrial de obtencion de levadura seca activa. Fuente propia.
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4.3 FACTIBILIDAD ECONOMICA
4.3.1 ANALISIS DE COSTOS

4.3.1.1 Costos operativos del proyecto
En el andlisis de costos operativos, se han evaluado todos los egresos producidos por el

proyecto teniendo en cuenta la cantidad de producto elaborado (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Clasificacion de costos en la produccién de levadura seca activa

Tipo Fijo Variable
Mano de obra ®

Materia prima ®
Insumos ®
Amortizaciones ®

Otros costos O]

Energia eléctrica ®
®

Gas

4.3.1.1.1 COSTOS FIJOS
Los costos fijos son aquellos que no sufren variaciones si hay cambios en los niveles de

produccidn, es decir, que permanecen invariables ante cambios en la cantidad a producir.

4.3.1.1.1.1 Costos de mano de obra

En la Tabla 4.3, se consideran los salarios como un costo fijo ya que la totalidad del personal
sera permanente, y por mas que varie el nivel de produccion se deberd incurrir en el mismo gasto.
(Amoros y Noguerol, 2014). El rubro otros costos descrito en la Tabla 4.2, correspondientes a los
erogados para la direccion, administracion y logistica de la empresa y considerados fijos porque no

dependen de la cantidad a producir, se incluyen en la Tabla 4.7.

Tabla 4.3: Costos Personal

Personal Costo mensual en U$S Costo anual en U$S
Operario + cargas sociales 1.069 13.900
Técnico de laboratorio + cargas sociales 1.200 15.600
Supervisor + cargas sociales 1.600 20.800

Para anualizar el sueldo se toma, 13 meses por 1.6 (cargas sociales e impuestos). Délar a $ 68.

4.3.1.1.1.2 Costos por amortizaciones

En la Tabla 4.4, se pueden apreciar las amortizaciones vinculadas con el proyecto en estudio.
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Las amortizaciones o costos capitales han sido calculadas teniendo en cuenta los costos de
inversion. Para el costo capital anual de los equipos se supone que representa el 10 % de su valor de

adquisicion y 3,33 % para edificios.

Tabla 4.4: Costo de equipos implicados en la produccion de LSA en U$S

Cantidad Costo Amortizacion Estado
(US$S) 10 % Anual

Recipiente Trasferencia 1 500 50 Adquirido
Zorra eléctrica 1 5.000 500 Comprar
Bomba centrifuga 1 1.000 100 Comprar
Filtro prensa 1 10.000 1.000 Adquirido
Fermentador 1.585 L 1 16.000 1.600 Adquirido
Electrodo pH 1 1.400 140 Adquirido
Electrodo O; 1 2.400 240 Adquirido
Mangueras y acoples 1 4.000 400 Comprar
Tanque filtrado 1 5.000 500 Comprar
Compresor 1 6.000 600 Comprar
Caldera 1 20.000 2.000 Comprar
Amasadora -Extrusora 1 8.000 800 Adquirido
Lecho fluidizado 1 30.000 3.000 Adquirido
Envasadora LSA 1 6.000 600 Comprar
Camara frio 1 9.000 900 Comprar
Tableros eléctricos 2 5.000 500 Comprar
Edificio 10x8 m?, se amortiza a 30 afios 1 14.700 490 A construir
Total costo equipos e infraestructura 144.000 13.420

Total adquirido 68.300

Capital faltante 75.700

*Crédito para Capital de trabajo U$S 75.000,00 tomado en pesos argentinos. Se supone una tasa del 20 %
anual por lo tanto el interés del primer afio es de U$S 15.000. Délar a $ 68.

4.3.1.1.2 COSTOS VARIABLES

Un costo variable es aquel que se modifica de acuerdo con variaciones en el volumen de
produccion, se trata tanto de bienes como de servicios (Tabla 4.5 y 4.6). Para el presente proyecto la
estructura de costos variables contemplard insumos, materia prima, servicios, entre otros. La
cantidad necesaria de cada uno de ellos se ha calculado de acuerdo con el volumen de produccion
propuesto en el proyecto. Los costos correspondientes al rubro Insumos, descrito como costo
variable en la Tabla 4.2, se muestran en la Tabla 4.7 e incluyen mayoritariamente envases, insumos

(Quimicos y Microbioldgicos) y materiales de limpieza.
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4.3.1.1.2.1 Materia prima, insumos y servicios
La materia prima utilizada para la elaboraciéon de LSA es bagazo de manzana, actualmente
tiene costo minimo. También se debe tener en cuenta los macros, micronutrientes y los

estabilizantes requeridos para la obtencién del bien.

Tabla 4.5: Costos en materias primas

Materia prima Costoen U$S  Cantidad de lotes Cantidad de Costo anual en
por semana semanas por aio Us$s
Bagazo 0,03 U$S kg 1 50 1.050
Nutrientes 1 50 500

Tabla 4.6: Costos en energia

Energia Costo* Costo por lote Cantidad de Cantidad de  Costo anual
consumida de produccion lotes por semanas por

por lote semana afo
BTU més Kwh 0,1 U$S 85 U$S 1 50 4.250 U$S

Fuentes. EDERSA y Camuzzi: Distribuidores de Energia Eléctrica y gas en todo el territorio de la Provincia de
Rio Negro.

4.3.2 PRECIO DE VENTA

Para la determinacién del precio de venta, se realizé un estudio de mercado teniendo en
cuenta los precios de los competidores, es decir, el precio de la LSA comercial importada, el cual
varia entre 62 y 80 doélares el kilo (www.Mercado libre.com.ar, Pérez hermanos S.A, General Roca,
etc.). Para el proyecto se tomd como precio de venta U$S 80 kg y se establece como politica de venta,
ventas anticipadas un precio de U$S 62 kg (se prevé un 30 % de ventas anticipadas) y durante la
aflada de U$S 80 kg. Para el célculo financiero se utiliza un valor de U$S 75 el kg de LSA, suponiendo
una buena venta anticipada.

El costo anual por kg de LSA varia en funcién de la cantidad producida. Basado en los equipos
adquiridos y el desarrollo de ventas de un producto novedoso que proporciona caracteristicas
organolépticas diferenciales a la produccién vitivinicola, las bodegas deberan desarrollar y
promover el consumo de estos vinos. El uso de las levaduras autdctonas estara unido al éxito de los
vinos con estos cultivos iniciadores.

En la Tabla 4.7 se muestran los costos estimados para la planta de levadura seca activa en 10
afios de produccion. En el primer afio, se proyecta realizar dos lotes por semana y contratar dos
operarios, un técnico y un supervisor. El consumo de bagazo se estima en 700 kg por lote, o sea para

el primer afio 70.000 kg de bagazo. El segundo afo, se proyecta realizar tres lotes por semana y
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contratar un operario mas, resultando en total tres operarios, un técnico y un supervisor. El bagazo
utilizado sera de 105.000 kg. El tercer afio, se proyecta realizar cuatro lotes de 1.250 litros por
semana, se utilizaran 140.000 kg de bagazo anuales, el personal estara compuesto por cuatro
operarios, un técnico y un supervisor. Asi los préximos 7 afios. Se aumentara la capacidad de

produccién cuando la demanda supere la capacidad instalada.

Tabla 4.7: Costos estimados de la planta de levadura seca activa en 10 afios de producciéon

Afos
1 2 3 4 en adelante

1 Facturacién U$S 150.000 225.000 300.000 300.000
2 S. Operarios U$S -27.800 -41.700 -55.600 -55.600
3 S. Técnico U$S -15.600 -15.600 -15.600 -15.600
4 S. Supervisor U$S -20.800 -20.800 -20.800 -20.800

Personal directo 4 5 6 6
5 Bagazo U$S -2.100 -3.150 -4.200 -4.200
6 Otras M.P. U$S -1.000 -1.500 -2.000 -2.000
7 Insumos U$S -5.000 -7.500 -10.000 -10.000
8 Energia U$S -8.500 -12.750 -17.000 -17.000
9 Otros costos U$S -35.000 -35.000 -35.000 -35.000
10 Amortizacién U$S -13.420 -13.420 -13.420 -13.420
11 Interés U$S -15.000 -7.500 0 0
12 Patente U$S -50 0 0 0
13 Lotes por semana 2 3 4 4
14 Kg LSA por afio 2.000 3.000 4.000 4.000
15 G.N.B afio/Imp U$S 5.730 66.080 126.380 126.380

1. Facturacion (Ingresos anuales); 2. Sueldo anual operarios; 3. Sueldo anual técnico; 4. Sueldo anual
supervisor; 5. Costo anual bagazo de manzana; 6. Otras materias primas (nutrientes); 7. Insumos (envases,
insumos quimicos y microbioldgicos para el control de calidad, materiales para la limpieza) 8. Costo anual
energia; 9. Otros costos fijos (administracién, ventas, control de calidad, producciéon de inéculos,
asesoramiento técnico), 10. Amortizacién de equipos a 10 afios; 11. Intereses (para financiar sueldos y
materias primas hasta cobro de primeras ventas); 12. Costo patente; 13. Lotes por semana; 14. Produccién
anual de LSA; 15. Ganancia Neta con Bagazo.

4.4 ANALISIS FINANCIERO

4.4.1 CRITERIOS DE EVALUACION VALOR ACTUAL NETO (VAN) Y TASA INTERNA DE
RETORNO (TIR)

Con los flujos obtenidos y con la Tasa Minima de Rendimiento Aceptable (TMRA), se puede
calcular el Valor Actual Neto (VAN) y Tasa Interna de Retorno (TIR), ecuacion (4.1), donde P es
igual a la inversidn inicial del proyecto; i es la TMRA o costo del capital; n, el horizonte del proyecto,

y fue los flujos netos de efectivo.
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fnE1 N fnE2 N fNE3 " fNEa " fNEn

PP T e T e T e T e

Ec (4.1)
Utilizando este criterio de evaluacién puede verse que cuando el VAN es igual a cero, el
proyecto tiene la misma rentabilidad que si se colocara ese dinero en el banco durante el mismo
periodo de tiempo a la tasa de descuento utilizada. Si el resultado fuese positivo, indica que el
proyecto proporciona una cantidad de remanente sobre lo exigido, y si el resultado es negativo, esto
se interpreta como la cantidad que falta para que el proyecto sea rentable. La TIR, ecuacién (4.2)
donde i representa la TIR, es la tasa de descuento a la cual el VAN del proyecto se hace cero. El
método de la evaluacion de la TIR, es utilizado para evaluar proyectos asi como también la

evaluacion del VAN.

P=fNE1 + fNE2 + fNE3 + fE4 4 fNEn
(1+i) (1+i)2 (1+i)3 (1+i)* (1+i)n

Ec (4.2)

En la determinaciéon del VAN del proyecto (Tabla 4.8), los flujos netos de efectivo son por
anualidades, los egresos estan representados por las estimaciones de los costos totales por afio
(U$S 144.270), éstos aumentan cada afo dependiendo de la produccién. El estimado de la
produccién de levadura en el mismo lapso (2.000 kg LSA por afio) constituye los ingresos de la
planta, precio comercial U$S 75 kg de LSA. El horizonte del proyecto es de 10 afos. Si la TMRA es del
20 %, el VAN es igual a U$S 243.427,96 utilizando bagazo como sustrato. Como se desprende de la
Tabla 4.8 también se estimé el VAN utilizando jugo de manzana como sustrato alternativo al bagazo
para la propagacion de la biomasa, el que resulté de U$S 209.927,55 considerando un valor de
0,15 U$S por kilo de jugo y un consumo de 45.000 kg, 67.500 kg y 90.000 kg para el primero,
segundo y tercer afio de produccion, respectivamente. En ambos casos, el VAN es positivo, y se
traduce en que la inversion se recuperaria a la TMRA correspondiente, por lo tanto, el proyecto se
califica como econémicamente viable. El jugo de manzana se presenta como una opcién en caso de
no disponer de bagazo por decision de la empresa generadora de darle otra disposicién o uso.

La TIR es igual a 50 % para bagazo y 46 % para jugo, valores que también suponen que el
proyecto es viable, dado que es una cifra superior a las TMRA. El calculo de la relaciéon costo-
beneficio (RCB), ecuacién (4.3) se realizé con una TMRA del 20 %. La RCB correspondiente para
bagazo es mayor a uno (2,7) (Tabla 4.8), lo cual significa que el proyecto resulta factible desde el

punto de vista econémico.
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fNE1L fnE2 fNE3 fnE4 fNEn
repe O M (1+i); T e T Ec (4.3)

Tabla 4.8: Anilisis financiero para la produccién de levadura seca activa a escala industrial

Materia prima Bagazo Jugo
Inversion inicial (U$S) 144.000,00 144.000,00
Precio comercial por kg de levadura (U$S) 75 75
Ingreso primer afio (U$S) 150.000 150.000
Egreso primer afio (U$S) -144.270 -148.920
Horizonte (Afios) 10 10
Valor Actual Neto (VAN, U$S) 243.42796 209.927,55
Tasa Minima de Rendimiento Aceptable (TMRA, %) 20 20
Tasa Interna de Retorno (TIR, %) 50 46
Relacién Costo-Beneficio 2,7 2,5
Afios para recuperar la inversiéon 1 1

4.5 ANALISIS DE RIESGOS

4.5.1 IDENTIFICACION DE RIESGOS Y PLANES DE CONTINGENCIA

El riesgo de un proyecto se define como la variabilidad de los flujos reales respecto de los
estimados. Mientras mds grande sea esta variabilidad, mayor es el riesgo del proyecto. Los riesgos
identificados como mads significativos de este proyecto son la aceptacion del producto, la
disminucidén del rendimiento esperado, el tipo de cambio y la disminucién de la demanda.

La aceptacién del producto por parte de los elaboradores de vinos es de gran importancia por
su alto impacto en la variabilidad de los flujos reales en los primeros afios de la empresa, y que son
los que resultan decisivos para el afianzamiento de ésta (Tabla 4.7). Las causas mas importantes de
este riesgo son la naturaleza conservadora del sector productivo y las caracteristicas de la
competencia, empresas multinacionales con experiencia en el mercado. Mientras los productos
ofrecidos por estas empresas estan desarrollados con cepas de levaduras de otras regiones
vitivinicolas del mundo y la demanda actual del mercado es por levaduras autdctonas capaces de
otorgar a los vinos caracteristicas diferenciales de su terroir, el plan de contingencia que minimice
este riesgo radicara en elaborar un producto de calidad certificada (estrictos controles de calidad),
en implementar una politica de ventas ya descrita que prevé algunos beneficios y en una agresiva
estrategia de marketing facilitada por la cercania de la empresa con los clientes. Para ello se

realizard un asesoramiento profesional personalizado a los bodegueros regionales resaltando las
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bondades del producto y una activa difusiéon de las ventajas comparativas de su uso en foros,
congresos y otro tipo de eventos (Ruta del Vino, Fiestas Regionales de la Vendimia, Manzana, Pera,
entre otras, Neuquén Innova, Bariloche a la Carta, etc. ) convocantes del sector productivo,
solicitando el acompafiamiento de organismos estatales y privados relacionados con el sector
vitivinicola y productivo en general (INTA, INV, Ministerios de Produccién nacional y provinciales,
Camaras de Productores, CAmara de Exportadores de Vinos de la Patagonia, CREAR, Centro PyME
ADENEU, entre otros) en la promociéon del producto y de los vinos elaborados con él y
consecuentemente promocionar/promover la compra de productos nacionales y la sustitucion de
insumos importados.

El andlisis de factibilidad econdémica financiera de este proyecto se realizé sobre la base de los
rendimientos obtenidos en los cultivos batch a escala piloto que forman parte del Capitulo 3 de esta
Tesis. Existe evidencia que el escalado (cambios de escala de un proceso) es un paso critico en los
desarrollos productivos motivo por el cual el riesgo de una disminucion del rendimiento por el
cambio de escala debe ser tenido en cuenta con una probabilidad de ocurrencia media a baja, pero
de importancia alta ya que de ocurrir afecta el corazén de la empresa que es la produccién y en
consecuencia su rentabilidad. El plan de contingencia ante esta eventualidad consistird en una
reduccion del tiempo de duracién del cultivo por lote, mediada o no por una redefiniciéon de las
condiciones de operacién que garanticen un contenido celular de trehalosa 6ptimo para enfrentar el
estrés a la deshidratacién y asegurar la viabilidad y vitalidad de las células.

Otro riesgo de importancia en el contexto histérico de la Republica Argentina es el tipo de
cambio. La moneda nacional presenta dos tipos de cambio en relacién con el délar y el euro, uno de
referencia establecido para las importaciones, y otro establecido para exportar, que tiene en cuenta
el de referencia y las retenciones. Si el tipo de cambio se ajusta por inflacién, se mantendra el
equilibrio relativo de precios entre importaciones y exportaciones no existiendo riesgo. Por el
contrario, la devaluacién de la moneda impulsa una serie de ventajas en la econémica nacional, es
decir, coloca al pais en un lugar econémicamente mas competitivo favoreciendo el consumo de los
productos nacionales y la exportacidn de éstos. El riesgo existird cuando se mantenga un tipo de
cambio fijo. En el contexto de pensar un pais productivo y exportador la probabilidad de este tipo de
riesgo seria bajo, pero como existen antecedentes en Argentina de gestiones de gobierno que han
establecido este tipo de politicas cambiarias, le otorgamos al mismo una probabilidad de ocurrencia
media.

El plan de contingencia para el mismo debido a su alto impacto negativo para la industria

nacional, es la reduccién de costos de produccion generalmente asociada a la reduccion de personal.
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Como plan de contingencia se buscara cofinanciar los sueldos del personal calificado mediante la
participacion en programas del estado nacional destinados a insertar personal del sistema cientifico
a las empresas, reduciéndose de manera significativa los costos de personal. Otro plan de
contingencia alternativo dado por la diversidad de aplicaciones de las levaduras es diversificar la
produccién.

Finalmente, la probabilidad de una disminucién de la demanda puede originarse por cambios
en las tendencias del mercado, dumping de la competencia y contingencias climaticas (heladas
tardias, granizo, otras inclemencias que afecten la viticultura y en consecuencia la produccion
vitivinicola, actividad de los clientes de la empresa). En los casos de dumping de la competencia el
plan de contingencia inmediato es la disminucién del precio del producto para poder competir en el
mercado. El plan de contingencia para las otras causas, y para poder enfrentar el dumping también,
radica en promover politicas de investigacion y desarrollo vanguardistas que permitan la
diversificacion y el crecimiento sustantivo de la empresa, factible de llevarse a cabo por el perfil

innovador que se propone para la empresa.

4.5.2 ANALISIS DE SENSIBILIDAD

En esta etapa se realiza un andlisis de sensibilidad con la finalidad de apreciar las variaciones
de la rentabilidad del proyecto, como consecuencia de la modificacién de las variables de mayor
riesgo detectadas. Los cambios que se producen en el comportamiento de las variables del entorno
haran que sea la rentabilidad calculada la que efectivamente tenga el proyecto implementado, o al
menos conocer un rango de probabilidades de su ocurrencia. Por ello, la decisién sobre la
aceptacion o rechazo de un proyecto debe basarse mas, en la comprension del origen de la
rentabilidad de la inversion y del impacto de la no ocurrencia de algin pardmetro considerado en el
calculo del resultado, que en el VAN positivo o negativo. Teniendo en cuenta los riesgos analizados
anteriormente se realiza un andlisis de sensibilidad para variaciéon en el precio de venta (Tabla 4.9)
y rendimiento (Tabla 4.10), esto es hasta qué precio se puede vender el producto, para que el
proyecto no arroje saldo negativo, lo mismo con el rendimiento. Como surge de la tabla 4.9, el precio
de venta puede disminuir hasta un 20 %. Este es el plan de contingencia frente al riesgo de que
disminuya la demanda o para utilizar precios de ventas mas bajos y ser mas competitivos. Con
respecto al rendimiento se puede bajar hasta 16 kg por lote, valor a partir del cual el VAN es

negativo.
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Tabla 4.9: Andlisis de variacion del precio de venta de la levadura seca activa

% Precio VAN Bagazo VAN Jugo

0% 75 243.42796 209.927,55
10 % 67,5 135.362,13 101.861,72
20% 60 27.296,297 -6.204,11
25% 56,25 -26.736,62 -60.237,02
30 % 52,5 -80.769,53 -114.269,9

Tabla 4.10: Andlisis de variacion del rendimiento en la produccion de levadura seca activa

Rendimiento VAN Bagazo VAN Jugo
20 243.427,96 209.927,55
18 135.362,13 101.861,72
16 27.296,30 -6.204,11
15 -26.736,62 -60.237,02
14 -80.769,53 -114.269,94
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La Patagonia norte es la region vitivinicola mas austral de la Argentina y su produccién esta
orientada a la elaboracién de vinos tintos jévenes y secos. La calidad sensorial de este tipo de vinos,
estd significativamente influenciada por la calidad de la biota de levaduras asociada a la
fermentacion alcohoélica. Con el fin de asegurar el éxito de ésta, los productores inoculan los mostos
con cultivos iniciadores comerciales constituidos por cepas/individuos de levaduras, S. cerevisiae en
particular, procedentes de otras regiones vitivinicolas. El problema asociado a esta practica que
enfrentan los productores locales es la pérdida de la tipicidad regional de los vinos ocasionada por
el reemplazo de la biota autéctona de levaduras por la foranea. Con el fin de brindar una solucién a
este problema y ante la inexistencia en el mercado de cultivos iniciadores regionales, en esta Tesis
se propuso como objetivo general desarrollar cultivos iniciadores de la fermentacién alcoholica a
partir de cepas de levaduras autdctonas de la regiéon del Comahue utilizando en la propagacién de
sus biomasas celulares otro subproducto de la industria regional como es el bagazo de manzana.

Actualmente, la produccion de levaduras vinicas se realiza de manera similar a la de
panaderia. El proceso utiliza melazas de cafia de aztcar o de remolacha azucarera enriquecidas o
mezcla de ambas como sustrato para la propagacién de las células y cultivos por lote alimentado.
Este sistema de cultivo tiene como objetivo evitar mediante un suministro controlado de la fuente
carbonada, el efecto Crabtree, que en concentraciones elevadas de glucosa genera en S. cerevisiae
una significativa disminucion del rendimiento de sustrato en biomasa.

El trabajo experimental realizado en el marco de esta Tesis Doctoral permitié alcanzar
sobradamente los objetivos especificos inicialmente planteados, quedando demostrada la excelente
capacidad del extracto de bagazo de manzana 3,6 °Bx suplementado con 1,2 g L-1 de nitrégeno
asimilable en la forma de (NH4).SO4 para propagar la biomasa de levaduras en procesos por lote
operados a 30 °C, en particular para la levadura vinica S. cerevisiae. En este sentido, se concluye que
el cambio de melaza de cafia o remolacha por extracto de bagazo de manzana permite optimizar el
rendimiento de sustrato en biomasa mediante un manejo adecuado de la temperatura y del
suministro de la fuente nitrogenada, independizandose del manejo de la fuente carbonada y
permitiendo procesos de produccion en cultivo por lote. Este cambio innovador en el proceso de
propagacion, que permite obtener rendimientos similares o superiores a los obtenidos con el
proceso tradicional, tiene al menos dos aspectos ventajosos adicionales desde el punto de vista
industrial: permite acortar significativamente los tiempos de produccion y rinde una biomasa con
mejores condiciones para su procesado posterior, minima cantidad de fuente carbonada presente
en el caldo que la contiene que minimiza el nimero de lavados previos al extrusado y alto contenido

enddgeno de trehalosa que mejora su capacidad para enfrentar el estrés del proceso de
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deshidratado. Para la especie P. kudriavzevii este es el primer reporte bibliografico sobre la
capacidad de sintetizar este disacarido como respuesta a situaciones de estrés.

Por otra parte, la capacidad demostrada por la biomasa de las levaduras propagadas de iniciar
rapidamente la fermentacién y de implantandose satisfactoriamente conduciendo el proceso hasta
el completo secado del mosto tanto cuando se inoculan en la forma de cultivos puro como mixto y la
calidad del vino obtenido en el primer caso, permiten concluir que el proceso de propagaciéon
propuesto conserva en las cepas autdctonas S. cerevisiae F8 y P. kudriavzevii 15 las propiedades
tecnolodgicas y enolodgicas por las que fueran seleccionadas.

Adicionalmente en este Trabajo de Tesis también queda demostrado que:

¢ La aceptable calidad microbiolégica del bagazo de manzana Red Delicious generado en la
produccién de jugos exprimidos y la baja variabilidad en su composicién quimica observada entre
los lotes, permiten obtener un grado aceptable de homogeneidad en el contenido de macro y micro
nutrientes de los extractos asegurando repetibilidad en los resultados del proceso de propagacién
sin compromiso de los aspectos sanitarios.

o El uso de disefios experimentales factoriales para la identificacion (Plackett-Burman) y
cuantificacion (Compuesto Central) de los constituyentes del medio de cultivo que afectan el
crecimiento microbiano permite formular, con una minima inversiéon de recursos y tiempo, un
medio complejo ajustado a las necesidades de las levaduras, particularmente en lo referente a la
fuente carbonada y micronutrientes.

Finalmente, el valor positivo del VAN y la TIR del 50 % obtenidos en el analisis econémico
financiero del proyecto de la planta productora de LSA que se propone indican la factibilidad de
desarrollar una empresa rentable.

El desarrollo de esta biotecnologia local y su implementaciéon por el sector productivo
regional permite el agregado de valor a los vinos Patagoénicos, asegurando una calidad controlada y
diferencial, en linea con los estandares establecidos para las certificaciones de calidad y con las
exigencias del mercado actual de los alimentos. Por su bajo costo de implementacién esta tecnologia
puede ser rapidamente adoptada tanto por grandes como medianos y pequefios productores, como
los que mayoritariamente se encuentran en la region, esperandose en consecuencia, un significativo
incremento en la rentabilidad de todo el sector productivo regional, aportando a la diversificacién
productiva de la Patagonia norte con sustentabilidad ambiental y promoviendo la sustitucion de

insumos importados.
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En funcién de lo realizado en el marco de esta Tesis en un futuro cercano se espera:

1. Escalar y optimizar el proceso de produccion de células de levaduras de Saccharomyces.

2. Optimizar y escalar el proceso de producciéon de células de levaduras de
non-Saccharomyces.

3. Producir a escala industrial y transferir al sector productivo regional levaduras autdéctonas de
la Patagonia destinadas a la elaboracién de vinos de calidad controlada y diferencial.

4. Optimizar a escala de laboratorio las condiciones para el extrusado y secado de las biomasas
de las levaduras autdctonas propagadas en bagazo de manzana y realizar el escalado
industrial.

5. Caracterizar comparativamente a escala real el comportamiento de la biomasa deshidratada
respecto de la biomasa hiimeda con el objetivo de validar en el cultivo iniciador sus calidades

tecnolégicas y enoldgicas.
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