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Resumen

La alteracién del vino por levaduras contaminantes representa un serio problema para la
industria causando importantes pérdidas econdmicas. Dekkera spp ha sido descripta como la
principal levadura contaminante de vinos tintos y estd asociada con la deteccion de fenoles
volatiles que le confieren al vino caracteristicas organolépticas negativas asociadas con
aroma animal, sudor de caballo, cuero o establo. Estos aromas provienen del metabolismo
de los acidos hidroxicinamicos (acido p-cumarico y ferulico) presentes en la uva, los cuales
son decarboxilados a vinilfenoles y luego reducidos a etilfenoles. Estos ultimos son
compuestos muy volatiles y presentan un bajo umbral de percepcion. La relacidn que existe
entre el crecimiento de la levadura y la sintesis de fenoles volatiles en vinos es motivo de
controversia. Una vez que el vino desarrolla el defecto, no es posible de eliminar sin reducir
la calidad global del mismo. La forma mas eficaz para controlar la aparicion de defectos
asociados a D. bruxellensis es previniendo su formacion. Los modelos probabilisticos
permiten obtener las interfaces de crecimiento/no crecimiento de microorganismos
alteradores en funcion de los factores ambientales, representando una herramienta (til para
prevenir el crecimiento de Dekkera en vinos. En el presente trabajo se identificaron las
levaduras productoras de defecto en vinos tintos de Argentina y se demostré que D.
bruxellensis era la Unica especie encontrada. Se disefi6 un medio de cultivo simil-vino
guimicamente definido que permitid la obtencion de resultados reproducibles en condiciones
controladas, los cuales fueron luego exitosamente extrapolados a los vinos. Se caracterizaron
las actividades cumarato decarboxilasa y vinilfenol reductasa de 5 cepas nativas de D.
bruxellensis y se correlacionaron con la formacidn de fenoles volatiles, concluyendo que
estas actividades no son indicadoras de la capacidad de la cepa para producir fenoles
volatiles en condiciones simil-vino. Se evaluaron diferentes concentraciones de acidos
hidroxicindmicos precursores y se observé que una mayor concentracion de acidos
hidroxicindmicos permite una mayor sintesis de fenoles volatiles por D. bruxellensis en
condiciones simil-vino, independientemente de la cepa involucrada. Por otro lado, se
caracteriz6 el crecimiento de la levadura y se determind el momento en el cual se sintetizan
los fenoles volatiles en condiciones simil-vino. La curva de crecimiento para las diferentes
cepas mostréd dos ciclos de desarrollo. En el primer ciclo de crecimiento se observé la
completa transformacion de los precursores a fenoles volatiles y, coincidentemente la mayor
produccidn de etilfenoles. Paralelamente, se evidencié el consumo de todos los azlcares en
esta etapa. Nuestro trabajo demostrd que la sintesis de fenoles volatiles se produce durante
el crecimiento activo de D. bruxellensis en condiciones simil-vino. Este resultado brindd las
bases para desarrollar un modelo predictivo para D. bruxellensis en vinos, ya que inhibiendo
su crecimiento se inhibe consecuentemente la formacién de fenoles volatiles. Se determiné el
limite de crecimiento/no crecimiento de D. bruxellensis en funcién del pH, SO, libre y etanol.
Los niveles de las variables en estudio aplicadas de un modo combinado fueron: etanol (10-
15 %, v/v), pH (3,4-4,0), SO, libre (0-50 mg/L) y tiempo (7, 14, 21 y 30 dias). El analisis de
los datos se realizé mediante un modelo logistico/probabilistico utilizando al tiempo como
variable dummy, generando graficos de superficie de respuesta. El modelo obtenido fue
validado exitosamente en vinos. El modelo tiene una aplicacién directa para la industria
determinando las condiciones necesarias para inhibir el crecimiento de esta levadura en
funcién de variables que pueden ser ajustadas durante la elaboracién de un vino y permite
determinar otras combinaciones de las variables limitantes en funcién de las necesidades de
la industria.
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Abstract

Wine spoilage is a serious problem for the wine industry because it renders the product
unacceptable and can lead to huge economic losses. Dekkera species has long been
recognized as a common contaminant in wine. Wine spoilage by D. bruxellensis has been
associated with production of volatile acidity and phenolic off-flavours described as horse
sweat, band aid, barnyard and burnt plastic. The formation of these volatile phenols has
been shown to be the result of the enzymatic transformation of phenolic (hydroxycinnamic)
acids naturally present in grape and wine into vinylphenol derivatives through the action of a
coumarate decarboxylase activity and then reduced to an ethyl derivative through a
vinylphenol reductase enzyme. These volatile phenols, especially the ethylphenols, have a
low sensorial threshold. The overall information about the growth of D. bruxellensis and
phenols production appears to be sometimes contradictory. Once the wine develops the
defect, it is not possible to remove it without reducing the overall quality. The most efficient
way to prevent wine spoilage by D. bruxellensis is to control its development and ethylphenol
production through winemaking management using a preventive approach. Probabilistic
models have been widely used in predictive microbiology to obtain the growth/no growth
interfaces of spoilage and pathogen microorganisms as a function of environmental factors
and cold be a good approach to prevent Dekkera growth in wines. During the present work
we have demonstrated that D. bruxellensis was the only species present in spoiled red wines
from Argentina. A chemically-defined ‘wine-like’ medium was design which allowed us to
obtain reproducible results in controlled conditions that can be extrapolated, in this particular
case, to yeast behavior in wine. The coumarate decarboxylase (CD) and vinylphenol
reductase (VR) enzyme activities in 5 native D. bruxellensis strains was determined and also
their relation with the production of ethylphenols under ‘wine-like’ conditions. We concluded
that potential spoilage of wine by D. bruxellensis was more related to the ability of the
strains to develop in the wine environment than the CD and VR enzymatic activity recorded
in laboratory conditions. Different concentrations of hydroxycinnamic acid precursors were
evaluated and we observed that at high concentration of hydroxycinnamic acids allow a high
volatile phenol synthesis by D. bruxellensis in ‘wine-like’ conditions, regardless of the strain
evaluated. On the other hand, the growth of yeast was characterized in order to determine
the moment when volatile phenol were synthesized in ‘wine-like’ conditions. Growth of D.
bruxellensis under ‘wine-like’ conditions showed two growth phases. Sugars were completely
consumed during the first growth phase. Transformation of HCAs into ethylphenols also
occurred during active growth of the yeast. According to this result, inhibition of growth of D.
bruxellensis in wine seems to be the most efficient way to avoid ethylphenol production and
the consequent loss of wine quality. We used a probabilistic model to determine the
growth/no growth interfaces of the spoilage wine yeast D. bruxellensis as a function of
ethanol (10-15 %, v/v), pH (3.4-4.0) and free SO, (0-50 mg/l) using time (7, 14, 21 and
30 days) as a dummy variable. Data analysis was performed using a logistic/probabilistic
model using time as dummy variable, generating response surface graphics. The model
obtained was successfully validated in wines. The model gives us a first indication of the
growth probability of this spoilage yeast under wine conditions and could be a valuable tool
for the wineries because it allows, as a function of the needs of the industry, estimating
diverse combinations of the environmental variables which inhibit the growth of this species.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. Lavid y el vino

La industria vitivinicola en Argentina presenta un desarrollo muy importante en
los dltimos 15 anos. De ser una actividad destinada al consumo interno, actualmente
exporta mas de U$S 975 millones, y el Plan Estratégico de la Vitivinicultura Argentina
2020 apunta a incrementar la exportacién a 2000 millones de délares (PEVI, 2004).
Argentina ocupa un importante lugar en el contexto vitivinicola mundial y comienza a
posicionarse como un exportador altamente competitivo de los tradicionales paises
vitivinicolas tales como Francia, Espafia e Italia. Nuestro pais junto a Australia, EEUU,
Chile, Sudafrica y Nueva Zelanda, compone el Nuevo Mundo Vitivinicola y la
importancia de este grupo en el comercio mundial se ha incrementado en la ultima
década. Las exportaciones vitivinicolas se han incrementado desde 242,2 millones de
doélares en el afio 2001 a 974,8 millones de doélares en el 2010. Su tasa de crecimiento
anual promedio es del 17 % (INV, 2014). El actual comercio mundial de vinos
demanda productos diferenciados, de calidad constante y sin defectos.

Por otro lado, la vitivinicultura argentina contribuye significativamente a la
economia nacional en términos de valor de la produccioén, valor agregado y empleo
(trabajo). El impacto va mas alla de sus efectos directos debido a la fuerte interrelacion
gue tiene con otros sectores productivos y de servicios como el turismo, ventas
minoristas, bares, restaurantes asi como con toda la gama de proveedores para los
subsectores viticolas y vinicolas. En 2010 la vitivinicultura contribuy6 en casi 14 mil
millones de pesos al valor de la produccién bruta de la Republica Argentina en forma
directa. El valor de la produccién bruta del conjunto de la cadena vitivinicola, permite
visualizar que el mercado interno contribuye con un 65,5 % a la generacion de ese
valor, en tanto que el sector externo lo hace en un 27,4 % y el resto corresponde a la
valoracién del stock (INV, 2014).

La provincia de Mendoza es la region vitivinicola mas importante de Argentina,
y su produccién representa mas del 75 % de la produccion nacional de vinos. Sus
condiciones naturales como la altitud (entre 500 y 1500 metros sobre el nivel del mar),
aridez, suelos pedregosos y una marcada amplitud térmica entre el dia y la noche, son
el marco ideal para el cultivo de la vid (Figura 1). Actualmente en Mendoza se cultivan
alrededor de 284.000 ha, de las cuales la vid ocupa el 53,2 % de la superficie
implantada, los frutales el 31 % y las hortalizas el 12,6 %. De acuerdo con los datos

estadisticos de las dos Ultimas décadas, la vid tiene la mayor importancia en el valor
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Introduccion

bruto de la produccion agricola correspondiendo al 72 % del mismo, mientras que los
frutales y las hortalizas representan el 11 % y 17 % respectivamente. Esta situacion
define que los ingresos del sector agricola de la Provincia dependan de manera casi
exclusiva de lo que suceda en la viticultura (INV, 2014).

En Mendoza, la uva se destina principalmente para la produccion de vino y una
pequefia proporcion para otros usos tales como: consumo en fresco, mosto
concentrado, etc. Los principales cultivares de uva fina para vinificacion son Sauvignon
Blanc, Chenin, Chardonnay entre las blancas y Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot y
Syrah entre las tintas (INV, 2014).

Figura 1. Imagen de un vifiedo de la zona del Valle de Uco en la Provincia de Mendoza.

1.2. Las levaduras del vino

La transformacion del jugo de uva en vino es un proceso complejo que
involucra varias reacciones bioquimicas en el cual intervienen tanto levaduras como
bacterias. Solamente un numero limitado de especies microbianas son capaces de
crecer como consecuencia de sus bajos valores de pH y alto contenido de azucar.

13



Introduccion

Tradicionalmente el vino se produce por la fermentacion natural causada por el
desarrollo de levaduras procedentes de la uva y de la bodega (Ribéreau-Gayon y col.,
2006; Romano y col., 2006).

En general las levaduras se encuentran diseminadas en la naturaleza tanto en
el suelo, en la superficie de los vegetales, como en el tracto digestivo de los animales.
El viento y los insectos son vectores que ayudan a su diseminacion. Se distribuyen de
manera irregular sobre la superficie de la uva en la vid; se las encuentra en pequefias
cantidades en las hojas, en el tallo y en las uvas inmaduras, colonizando

posteriormente la piel de la uva durante su maduracion (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

La micobiota presente en la superficie de la uva se ve afectada por un gran
namero de factores que determinan el tipo y la proporcién de las diferentes especies
de levaduras presentes tales como: la ubicacion geogréfica, las condiciones climaticas,
la variedad y madurez de la uva, los dafios fisicos causado por el ataque de aves,
insectos y hongos, y la aplicacion de productos agroquimicos tales como fungicidas e
insecticidas (Longo y col., 1991; Dubois y col.,, 1996; Pretorius y col.,, 1999).
Numerosos autores han sugerido que el clima ejerce la mayor influencia, siendo la
lluvia uno de los factores mas importantes (Rousseau y Doneche 2001). De esta
forma, cada regién presenta una micobiota caracteristica de acuerdo con el area en la
que se encuentran los vifiedos. En un estudio realizado en Argentina se caracterizaron
las especies de levaduras presentes en uvas de la variedad Malbec cultivadas en la
provincia de Mendoza durante dos vendimias consecutivas. Los resultados mostraron
que las especies mas frecuentes en los dos viledos muestreados en la vendimia 2000
pertenecian a levaduras apiculadas (50 %), siendo identificadas todas como Kloeckera
apiculata. Se identificaron también otras especies en proporciones relativamente
diferentes en ambos vifiedos. Ellas fueron, en orden decreciente por su porcentaje de
aislamiento:  Metschnikowia pulcherrima, Saccharomycodes ludwigii, Pichia
membranifaciens, Issatchenkia orientalis, Candida stellata, Candida raghi y
Rhodotorula sp. Por otra parte en la vendimia 2001, los porcentajes relativos para
cada especie se modificaron con respecto al afio anterior, observandose un aumento
de levaduras oxidativas. Las diferencias encontradas en este estudio podrian estar
relacionadas con las condiciones climaticas, ya que la vendimia 2001 presento
precipitaciones muy proximas a la fecha de cosecha a diferencia de la vendimia 2000
(Combinay col., 2005).

14



Introduccion

Las levaduras del género Dekkera, han sido descriptas originalmente como
parte de la microbiota epifita de la superficie de la uva y se encuentran en muy bajos
porcentajes en los vifiedos. Sin embargo, existen pocos trabajos que describan la
presencia de estas levaduras en las uvas. Por otro lado, el proceso de elaboracién del
vino alberga multiples etapas donde Dekkera spp. puede sobrevivir y se han producido
numerosos debates sobre la fuente inicial y la forma de dispersién de estas levaduras
en la bodega (Licker y col.,, 1998). En 1987, Guerzoni y Marchetti informaron su
aislamiento a partir de uvas dafiadas por podredumbre acida. Estudios posteriores
confirmaron que habia una conexién entre Dekkera y uvas dafiadas, afectadas por
moho gris (Botrytis) (Taillandier 2007). Renouf y Lonvaud-Funel (2006) tuvieron éxito
en la recuperacion de Dekkera spp. a partir de uvas, luego de que estas levaduras
fueran aisladas de mostos en fermentacion en numerosas investigaciones anteriores
(Licker y col., 1998; Pretorius 2000; Jolly y col., 2003; Prakitchaiwattana y col., 2004;
Van de Water 2004). La escasa deteccion de Dekkera spp. en la uva podria deberse al
bajo numero de células presentes en medio de un ecosistema microbiano diverso
donde dominan otras levaduras salvajes y especies de bacterias, ademas de la
dificultad que presenta su aislamiento al poseer un crecimiento lento, como se
describird en detalle mas adelante. Renouf y Lonvaud-Funel (2006), sin embargo,
superaron este problema mediante el desarrollo de un medio de enriquecimiento que
les permiti6 detectar Dekkera bruxellensis en bayas de uva. Posteriormente fueron
capaces de detectar esta levadura en varios vifiedos y en diferentes etapas de
desarrollo de las bayas de uva. Gilis y colaboradores (2008) confirmaron también la
presencia de Dekkera sobre las uvas y mostraron que diferentes factores ambientales
capaces de modificar la integridad de las uvas tienen influencia sobre la presencia de
la levadura en el vifiedo. La seleccidén de racimos en la vifia y la disminucién de todos
los factores susceptibles de dafar las uvas, son importantes para limitar la presencia
de Dekkera en la materia prima ya que en promedio, estas levaduras se detectaron en
el 12,5 % de muestras de racimos dafados. Ademas, estos autores observaron la
presencia sistematica de esta levadura contaminante en mayor proporcion en racimos
dafiados por los pajaros y atacados por Botrytis y también en las zonas humedas,
situadas a la sombra del bosque. Asi mismo en otros estudios se ha mencionado la
presencia de Dekkera en racimos de uva (Pretorius 2000; Suérez y col., 2007). Por
otro lado se ha demostrado que la superficie de la maquinaria de bodega (prensas,
tanques, fermentadores, bombas, etc.) que entra en contacto con el jugo de uva,
representa otra fuente de aporte de levaduras (Fernandez-Espinar y col., 2005;

Mercado y col., 2007). Dekkera ha sido descripta en equipo de vinificacién y se
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encuentra en vinos en altas proporciones, mas frecuentemente luego de la
fermentacion alcohdlica (Licker y col., 1998; Loureiro y Malfeito-Ferreira 2003; Renouf
y col., 2007; Wedral y col., 2010). De hecho, las levaduras del género Dekkera son
generalmente descriptas en las Ultimas etapas de la vinificacion y se encuentran
estrechamente relacionadas con finales lentos de fermentacidn, afiejamiento en

barrica y estibado en botellas (Shinohara y col., 2000).

A medida que avanza el proceso de fermentacion, el establecimiento de
condiciones anaerdbicas, la actividad antimicrobiana del anhidrido sulfuroso (SO,)
afiadido, el agotamiento de nutrientes y los niveles crecientes de etanol, hacen el
medio cada vez mas selectivo para las especies microbianas presentes (Ribéreau-
Gayon y col.,, 2006; Romano y col.,, 2006). Las levaduras no-Saccharomyces
presentes en el jugo de uva, comienzan a declinar cuando la produccion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae supera el 5-7 % (Gao y Fleet 1988; Heard y Fleet 1988). En
la mitad de la fermentacion S. cerevisiae representa casi la totalidad de las levaduras
aisladas. Durante la parte final de la misma, la poblacién de S. cerevisiae disminuye
progresivamente y en las semanas que siguen a la terminacion de la fermentacion
alcohdlica, las poblaciones viables de S. cerevisiae disminuyen por debajo de unos
pocos cientos de células/mL. Cuando la actividad de Saccharomyces decrece, otras
especies de levaduras resistentes al etanol que han permanecido en bajas
poblaciones, pueden comenzar a desarrollar en el vino, entre ellas se encuentran

especies de Dekkera (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

En muchos casos, las levaduras alteradoras también pueden desarrollar en los
vinos durante la conservacion en barricas o el almacenamiento en botellas. Algunas
levaduras tienen un metabolismo oxidativo del etanol y forman un velo en la superficie
del vino, tales como Pichia o Candida, o incluso algunas cepas de S. cerevisiae
(seleccionadas para crianza de vinos con flor). Algunas otras levaduras, como
Dekkera, pueden desarrollarse gracias al consumo de pequefias cantidades de
azucares que han sido incompletamente o no fermentadas por S. cerevisiae
(Ribéreau-Gayon y col., 2006). Estos géneros mencionados estan asociados con la
alteracion de los vinos, produciendo cambios organolépticos en los mismos como es el

caso de especies pertenecientes a los géneros Pichia y Dekkera (Dias y col., 2003a).
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1.3. Levaduras contaminantes y defectos en los vinos

La microbiota alteradora/contaminante de los alimentos esté constituida, en la
mayoria de los casos, por poblaciones mixtas de bacterias, hongos filamentosos, y
levaduras. La alteracién microbiana es un proceso competitivo entre estos diferentes
grupos de microorganismos, en el cual prevaleceran aquellos que muestren una mejor
adaptacion a las condiciones ambientales en cada producto. En algunos casos, no es
el crecimiento del microorganismo, sino la produccion de metabolitos secundarios
volatiles los que producen el defecto en el alimento (Loureiro y Malfeito-Ferreira,
2003).

Como describe Stratford (2006) las alteraciones con levaduras en alimentos,
las cuales no siempre presentan sintomas evidentes, permanecen no reportadas y
representan el 95 % de las contaminaciones reales de los alimentos. Esta situacion es
metaféricamente representada como un iceberg donde sélo se observa el 5 % de su
real dimension. El 5 % corresponde a alteraciones facilmente visibles causadas por
especies de levaduras extremdfilas o altamente fermentativas. El 95 % de la alteracién
se encuentra bajo la superficie; causado por una higiene deficiente que permite la
proliferacibn de las levaduras alteradoras oportunistas (Figura 2). Dentro de las
alteraciones de los alimentos, los defectos aromaticos son alin menos reportados, ya
que dependen de la sensibilidad de los consumidores y de su familiaridad con el

aroma habitual del alimento.

Spoilage Iceberg

Figura 2. Representacién metaférica de cdmo la alteracion con levaduras asemeja un iceberg
(extraido de Querol y Fleet, 2006).
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De todas las levaduras aisladas a partir de los alimentos, sélo unas pocas
especies son responsables de cambios indeseables en los mismos, éstas se llaman
levaduras alteradoras o de deterioro. La alteracion producida por ellas puede ser
visible o detectable a través de las propiedades fisicas y sensoriales del alimento
(Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003). Por otro lado, el concepto de levadura alteradora
esta condicionado por el tipo de producto y el momento en que las levaduras ejercen
su actividad. Por ejemplo, en la elaboracion de vinos, se recomienda el uso de la
levadura S. cerevisiae por sus buenas caracteristicas fermentativas. Sin embargo, en
etapas posteriores al proceso de elaboracion, esta especie es considerada como una
levadura alteradora peligrosa en vinos dulces embotellados, ya que es capaz de

fermentar el aztcar residual (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2003).

Las alteraciones en el vino son un problema grave para la industria vitivinicola,
ya que hacen que el producto se torne inaceptable y pueden conducir a grandes

pérdidas econdmicas (Oelofse y col., 2008).

Dentro de las levaduras alteradoras de vinos estan aquellas que producen
refermentaciones y comprenden especies fermentativas como Zygosaccharomyces,
Saccharomyces y Saccharomycodes y aquellas que producen defectos debido a los
productos de su metabolismo. Dentro de esta Ultima clasificacion se encuentra
Dekkera (Deak, 2008).

Dekkera bruxellensis, o su estado anamorfo Brettanomyces bruxellensis, se ha
descrito como la principal levadura alteradora de vinos tintos (Loureiro y Malfeito-
Ferreira, 2003; Querol y Fleet, 2006). Su presencia en vinos esta asociada con la
deteccion de flavours fendlicos que otorgan un impacto negativo a las caracteristicas

organolépticas del producto final (Chatonnet y col., 1992).

Las levaduras del género Dekkera tienen una distribucion ubicua en la
naturaleza (Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2006). La mayoria de los estudios asocian a
estas levaduras con productos alimenticios fermentados que van desde quesos y
leche fermentada a varias bebidas alcohdlicas las cuales incluyen vinos, cervezas,
sidras, kombucha (t¢ de hongos) y tequila (Kumara y Verachtert, 1991; Lachance,
1995; Kosse y col., 1997; Licker y col., 1998; Gadaga y col., 2002; Teoh y col., 2004;
Loureiro y Malfeito-Ferreira, 2006; Oelofse y col., 2008).

Durante la década de 1950 varios autores mencionaron el aislamiento de este

género de levadura en mostos y vinos de Francia e Italia (Van der Walt y van Kerben,
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1958). Desde entonces, diversas publicaciones han mencionado el aislamiento de
Dekkera spp. en muchos paises productores de vinos como Francia, Italia, Espafia,
Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (Rodrigues y col., 2001). Sin embargo, no
fue hasta la década de 1980 y de 1990 que esta levadura fue caracterizada por su
habilidad para producir aromas particulares en el vino (Henschke y col., 2007; Wedral
y col., 2010).

En Argentina la incidencia real de Dekkera y su defecto en los vinos tintos esta
escasamente documentada, ya que las bodegas no dan difusion a estos sucesos, pero
puede encontrarse facilmente este tipo de defecto en los vinos durante su afiejamiento
e incluso en algunos ya embotellados. Roccato y colaboradores (2001) realizaron un
estudio sobre la distribucion de Dekkera en uva, mostos y vinos de la provincia de
Mendoza y detectaron a esta levadura en dos de las tres variedades de uvas tintas
analizadas sin evidenciar defecto organoléptico. Ademas se ha encontrado que de un
total de 300 muestras de vinos analizados provenientes de diferentes bodegas de la
provincia de Mendoza, el 50 % de las muestras fueron positivas para Dekkera y el 27
% presento6 un elevado recuento de la misma (Falconi y col., 2011). En la zona del Alto
Valle, en la provincia de Rio Negro, en un estudio realizado en seis muestras de vinos
alterados provenientes de dos bodegas familiares también se evidencié la presencia
de Dekkera en tres de las muestras de vinos de una de dichas bodegas patago6nicas
(Saez y col., 2007).

1.4. Dekkera bruxellensis -Taxonomia e identificacion

La primera referencia al género Brettanomyces esta registrada en 1904 cuando
N.H. Claussen aislé una levadura de una fermentacion secundaria de una cerveza
clasica inglesa que se fermenta en barricas (Gillland, 1961; Rodrigues y col., 2001,
Oelofse y col., 2008). Los aromas y sabores producidos por esta levadura se
convirtieron en una caracteristica de las cervezas britanicas de ese momento y es por
ello que el nombre Brettanomyces derivé de “British brewing fungus”. No fue hasta
1940, cuando M.T.J. Custers realizé el primer estudio sistematico de esta levadura,
gue Brettanomyces fue asociada con el vino (Custers, 1940; Oelofse y col., 2008). La
taxonomia del género Brettanomyces ha sufrido numerosas reclasificaciones a través
de los afios. Originalmente se incluian especies como B. bruxellensis, B. lambicus, B.
clausenii, B. anomalus y B. intermedius, las cuales presentaban reproduccion asexual
por medio de gemacion (Custers, 1940; Van der Walt y Van Kerben, 1958; Oelofse y

col., 2008). El género Dekkera fue introducido a la taxonomia en 1964 luego de que se
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describié el estado sexual o teleomorfo de algunos aislados identificados como
Brettanomyces y se describi6 la produccién de ascosporas (Van der Walt 1964). Este
estado teleomorfo (estado perfecto) solo fue encontrado en dos de las especies de
Brettanomyces anteriormente descriptas, las cuales fueron denominadas Dekkera
anomala y D. bruxellensis (Oelofse y col.,, 2008). Las otras tres especies se
mantuvieron dentro del género Brettanomyces y son actualmente denominadas como:
B. custersianus, B. naardensis y B. nanus (Kurtzman y Fell, 2000; Cocolin y col., 2004;
Oelofse y col., 2008).

La morfologia celular del estado imperfecto o asexual de la levadura presenta
gemacion multilateral. Sin embargo, las células mas viejas/antiguas pueden presentar
una forma celular que sugiere una restriccibn a gemacién polar, cuyo angulo de
gemacion es a 45°. De este modo, dentro de un campo microscopico, algunas células
pueden aparecer con forma de "caja" o "rectangular”, mientras que otras pueden ser
vistas como "gjivales"”, "en forma de barco", o "arcos géticos" (Figura 3). Por otra parte,
esta levadura también puede producir pseudomicelio bajo ciertas condiciones de
incubacion (Fugelsang y Edwards, 2007). La morfologia celular del estado perfecto o
sexual de la levadura presenta ascosporas las cuales asemejan un sombrero o una

forma mas esférica con ala tangencial.

Figura 3. Imagen de células de de D. bruxellensis captada en el microscopio 6ptico con
contraste de fases (400X).

En general, las especies incluidas en el género Dekkera fermentan la glucosa,
y otros carbohidratos tales como galactosa, sacarosa, maltosa y trehalosa. Las
especies que se encuentran en los vinos, D. anomala y D. bruxellensis, se pueden
separar sobre la base de la fermentacién de la lactosa (la mayoria de las cepas de D.
anomala son capaces de fermentar el azlicar mientras que las de D. bruxellensis no lo

hacen) y de la asimilacion del succinato (la mayoria de las cepas de D. anomala
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asimilan el &cido mientras que las de D. bruxellensis no lo hace). Ambas especies
también pueden asimilar el nitrato. Las especies de Dekkera pueden utilizar etanol
como Unica fuente de carbono y energia (Silva y col., 2004), y producen grandes
cantidades de 4cido acético cuando se cultivan con glucosa (Freer, 2002). De hecho,
la produccion de acido acético puede ser suficiente para inhibir y eventualmente matar
a cultivos mantenidos en medios sin una solucién tampon. Por lo tanto, los medios de
cultivo de mantenimiento de rutina de laboratorio contienen 2 % p/v de carbonato de
calcio para tamponar a los acidos producidos. Ademas, Dekkera tiende a ser una
levadura de crecimiento lento, requiriendo frecuentemente varios dias para que

aparezcan las colonias en los medios de cultivo (Fugelsang y Edwards, 2007).

Los métodos de taxonomia clasica muchas veces otorgan una aproximacion
sobre la identificacion de un aislado de Dekkera, pero resultan ser insuficientes para
confirmar la presencia de la esta levadura. Es por ello que se requiere de la utilizacion
de métodos moleculares que otorguen mayor precision en la identificacion de esta
levadura. Se han desarrollado varias técnicas basadas en el ADN (Loureiro y Querol,
1999). Existen métodos basados en el andlisis de regiones ribosomales, como la
secuenciacién o el analisis de restriccibn de regiones ribosomales, métodos que
permiten la deteccion rapida y cuantificacibn de la levadura, como la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real, y otras nuevas tecnologias
(Ivey y Phister, 2011; Cocolin y col., 2013).

La secuenciacion de regiones ribosomales es un método de identificacion
basado en la obtencion y comparacion de secuencias nucleotidicas de estas regiones
con las depositadas en las bases de datos. Las dos regiones ribosomales mas
utilizadas son las correspondientes a los dominios D1 y D2 situados en el extremo 5’
del gen 26S (Kurtzman y Robnett, 1998) para levaduras y el gen 18S para bacterias
(James y col., 1997). La disponibilidad de las secuencias en bases de datos, sobre
todo en el caso de la region D1/D2 del gen 26S, hacen que esta técnica sea muy Uutil
para asignar una levadura desconocida a una especie concreta cuando el porcentaje
de identidad de sus secuencias sea superior o igual a 99 % (Kurtzman y Robnett,
1998). La comparacion con las bases de datos se lleva a cabo usando el programa
BLAST (Basic Lineal Alignment Search Tool) disponible en la pagina del Centro
Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) del Instituto nacional de Salud (NIH)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ademas, desde la aparicion de la reaccion en cadena de
la ADN polimerasa, que permite la amplificacion directa de las regiones de interés,

junto con las modernas tecnologias de secuenciacion automatica hacen que la
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aplicacion de esta técnica sea relativamente rapida. Los productos de PCR son
purificados mediante kits comerciales para eliminar los cebadores y el exceso de
desoxinucledétidos que interferirian en la reaccion de secuenciacion. En los sistemas
de secuenciacion automatica se utilizan 4 colorantes fluorescentes para identificar
cada una de las bases (A, G, Cy T). La incorporacion de los colorantes se lleva a cabo
mediante amplificaciéon por PCR usando los mismos cebadores. Los fragmentos de
ADN asi marcados son separados en finos capilares en funcién de su tamafio y
simultdneamente son excitados mediante un laser produciéndose una emision que
sera distinta para cada uno de los colorantes. Las sefiales generadas son
posteriormente transformadas por un software en picos de colores, cada uno de los
cuales corresponde a un nucleétido. La separacién es rapida y permite la lectura de
aproximadamente 600 nucleétidos en 2 6 3 horas segun el modelo del secuenciador

(Fernandez-Espinar y col., 2005).

1.5. Caracteristicas fisiolégicas de Dekkera

De las cinco especies de Brettanomyces/Dekkera descriptas, la especie
principalmente asociada con el proceso de elaboracion de vino es D. bruxellensis
(Cocoalin y col., 2004; Oelofse y col., 2008), aunque las especies D. anomala y B.
custersianus han sido descriptas en fermentaciones de mostos en dos instancias

(Querol y col., 1990; Esteve-Zarzoso y col., 2001).

Dekkera presenta caracteristicas particulares que le otorgan ventajas y
desventajas a la hora de desarrollar en el vino. Por un lado, presenta una lenta
velocidad de crecimiento, lo que hace que su desarrollo sea mas frecuente en el final
de fermentacion o etapas posteriores (afiejamiento), cuando la actividad de
Saccharomyces ha disminuido. Pero por otro lado, su desarrollo se ve favorecido por
bajas concentraciones de azlcares, presencia de oxigeno y su elevada tolerancia al
etanol y al SO, (Kalathenos y col., 1995; Boulton y col., 1996; Abbott y col., 2005). La
autdlisis de levaduras y la consecuente liberacion de nutrientes que se produce en los
vinos que son afiejados sobre borras o sin filtrar, y el influjo de pequefias cantidades
de oxigeno favorecen también el establecimiento de poblaciones de Dekkera durante
el afiejamiento de los vinos en barricas de roble (Suarez y col., 2007; Oelofse y col.,
2008).
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El oxigeno es un factor critico en el deterioro de los vinos por Dekkera, ya que
influye fuertemente tanto en el crecimiento de D. bruxellensis como en su
metabolismo. Contrariamente a S. cerevisiae, el metabolismo fermentativo de D.
bruxellensis es estimulado por la presencia de oxigeno, este mecanismo es
denominado efecto “Custer” (Scheffers, 1966; Wijsman y col., 1984). El oxigeno
aumenta la velocidad de crecimiento, la biomasa y la produccion de acido acético a
partir de la glucosa (Van der Walt 1964; Freer y col., 2003; Silva y col., 2004). Por otro
lado, se ha demostrado que en condiciones anaerdbicas se inhibe el crecimiento y la

fermentacion de esta especie (Wijsman y col., 1984).

Dekkera bruxellensis es una levadura poco exigente desde el punto de vista
nutricional. Las células de D. bruxellensis son excepcionalmente resistentes a
condiciones de nutrientes minimas. Esta habilidad podria aumentar la posibilidad de
gue Dekkera sobreviva durante las etapas de elaboracién o conservacion, para luego
desarrollar cuando el ambiente se torne favorable. Entre algunos nutrientes testeados
el sulfato de amonio y el extracto de levadura tienen un efecto significativo sobre el
consumo de glucosa, el crecimiento, y la produccién de etanol. Ademas, el extracto de
levadura parece ser el componente mas importante y significativo para su crecimiento,
ya que se observa una correlacién positiva entre la concentracion de extracto de
levadura adicionado al medio de cultivo y la maxima biomasa sintetizada (Aguilar-

Uscanga y col., 2000).

Si bien D. bruxellensis puede estar presente en cualquier etapa del proceso de
vinificacion, se encuentra mas frecuentemente asociada a vinos durante su
afiejamiento en barricas de roble, fermentaciones detenidas, fermentaciones
alcohdlicas lentas y durante fermentaciones malolacticas prolongadas (Oelofse y col.,
2008). El crecimiento lento de D. bruxellensis hace a los vinos conservados por largos
periodos en barricas de madera particularmente susceptibles a su influencia (Suarez y
col., 2007). Los vinos que son afiejados en barricas son mas susceptibles a desarrollar
defecto, ya que D. bruxellensis puede estar presente en barricas ya utilizadas. Se ha
encontrado a D. bruxellensis a una profundidad de penetracién de 8 mm dentro de las
barricas de madera (Malfeito-Ferreira, 2005). Una vez que la barrica se ha
contaminado por su presencia, este microorganismo dificilmente pueda ser eliminado
mediante limpieza, raspado u otras técnicas, aunque se pueden tomar precauciones
para limitar su crecimiento (Garde-Cerdan y col., 2008; Sturm y col., 2014). Los vinos
tintos de alta calidad, los cuales con frecuencia tienen afiejamientos en barricas por

largos periodos, son los vinos que mas se ven afectados por la aparicion de defectos
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relacionados a D. bruxellensis, ya que estos vinos generalmente comienzan el
afiejamiento en barrica como un producto premium y lo finalizan como un producto
defectuoso y de baja calidad. La fermentacién malolactica es otro periodo vulnerable
para la contaminacién de los vinos con Dekkera, ya durante esta etapa el vino es
mantenido con niveles bajos de SO, libre y temperaturas moderadas, lo que favorece
el desarrollo de esta levadura (Oelofse y col., 2008). Por otro lado, las fermentaciones
lentas o detenidas, donde la actividad de S. cerevisiae ha disminuido y los vinos aun
presentan elevados contenidos de nutrientes y azlcares, con bajos niveles de SO,,
también representan situaciones favorables para el desarrollo de Dekkera. Ademas, en
un intento por reactivar estas fermentaciones problematicas, los endlogos oxigenan los
vinos y los mantienen a temperaturas elevadas, estimulando asi el crecimiento de
Dekkera (Renouf y col., 2006; Suarez y col., 2007; Oelofse y col., 2008).

Por otro lado, el desarrollo de Dekkera se asocia mas cominmente con Vvinos
tintos que con vinos blancos, en los cuales es aislada con menor frecuencia (Dias y
col.,, 2003b). La pérdida de viabilidad de esta levadura en vinos blancos se debe
mayormente a la eficacia del SO, en pHs bajos (Loureiro y Malfeito-Ferreira 2006).
Ademas los vinos blancos no parecerian tener el caracter del aroma de Dekkera
debido a la ausencia de los compuestos precursores (Chatonnet y col., 1992), ya que
por el proceso de elaboracién de éstos al ser extraidos los hollejos de las uvas la
matriz permanece por un periodo breve en contacto con los mismos. La particular
susceptibilidad de los vinos tintos a la alteraciébn por D. bruxellensis puede ser
atribuida a sus pH mas elevados, su alto contenido polifendlico y al afiejamiento en
barricas. Por lo tanto, los varietales tintos de Vitis vinifera con alto contenido de
precursores polifendlicos son los méas susceptibles a desarrollar defecto por esta
levadura (Wedral y col., 2010). La actual utilizacién de tecnologias pre-fermentativas
para extraer mayor cantidad de compuestos del hollejo de la uva, relacionados con el
color y el aroma, también favorece la extraccion de los compuestos precursores del

defecto (Suarez y col., 2007).
1.6. Defectos asociados a Dekkera en vinos

La presencia de D. bruxellensis en vinos ha sido asociada con varios tipos de
efectos perjudiciales sobre la calidad de los vinos, ya sea visual u organoléptica,
incluyendo la formacion de film/pelicula, la presencia de enturbiamiento (Fugelsang y
col. ,1993; Fugelsang, 1997), la pérdida de color (Mansfield y col., 2002), la produccion

de acidez volatil (Fugelsang y col., 1993; Aguilar-Uscanga y col., 2003), la produccion
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de aromas a "raton" (tetrahidropiridinas) (Heresztyn, 1986; Snowdon y col., 2006) y la
formacion de aromas fendlicos (Chatonnet y col., 1992; 1995; 1997; Loureiro y
Malfeito-Ferreira, 2003, Dias y col., 2003a). De la amplia gama de metabolitos que la
levadura produce, los més significativos son el acido acético y los fenoles volatiles,
tales como el 4-etilfenol y el 4-etilguayacol (Chatonnet y col., 1995; 1997). Aunque el
defecto “Brett” en los vinos se relaciona con hasta 10 compuestos, el 4-etilfenol y el 4-
etilguaiacol son los dos productos quimicos que han sido especificamente vinculados
a la presencia y actividad de esta levadura (Heresztyn, 1986; Chatonnet, 1997).
Recientemente, el 4-etilcatecol también se ha encontrado como un metabolito
relacionado con Dekkera y es responsable de algunos de los caracteres aromaticos

gue se encuentran en los vinos contaminados (Hesford y col., 2004).

Se ha demostrado que la formacion de fenoles volatiles (vinil y etilfenoles) por
especies de Dekkera es el resultado de la transformacion enzimética de compuestos
precursores (acidos hidroxicinamicos) presentes en la uva y el vino de forma natural
(Suérez y col., 2007; Godoy y col., 2009). Estos fenoles volatiles, especialmente los
etilfenoles, tienen un bajo umbral de percepcion e incluso pequefias cantidades son
responsables de aromas desagradables que se han descrito como "animal",

"medicinal", "sudor de caballo", "establo", "plastico quemado”, “especiado” y "fendlico"
(Suérez y col., 2007).

En bajas concentraciones, los vinilfenoles y los etilfenoles pueden presentar
propiedades aromaticas inofensivas e incluso deseables otorgando complejidad al
vino. Sin embargo, cuando el 4-etilfenol y el 4-etilguaiacol estdn presentes en
concentraciones mayores a 620 pg/L y 140 ug/L, respectivamente, su contribucion en
el aroma y en el sabor resulta perjudicial en la calidad del vino (Chatonnet y col.,
1992). Las concentraciones de 4-etilfenol/4-etilguaiacol en una relacion 8:1 son
bastante comunes en vinos tintos y presentan un umbral de percepcién mas bajo que
cada compuesto por separado (426 pg/L) (Chatonnet y col., 1992; Hixson y col., 2012).
La aparicion de estos defectos reduce la calidad del vino, ya que estos compuestos no
pueden ser eliminados facilmente y son estables en el tiempo (Chatonnet y col., 1992;
1995; Suarez y col., 2007; Coulon y col., 2010; Malfeito-Ferreira 2011; Joseph y col.,
2013).

La formacion de 4-etilfenol y de 4-etilguaiacol ocurre a partir del metabolismo
de los acidos p-cumarico y ferulico respectivamente. Los acidos hidroxicinamicos

(AHCs) mas abundantes en las uvas son el acido cafeico, acido p-cumarico y acido
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fertlico, en orden decreciente (Flanzy, 2000). Estos son AHCs, que estan presentes
como ésteres tartaricos en la pared celular de las uvas, son liberados al jugo de uva
por la acciéon de la actividad esterasa durante la molienda (Harris y col., 2008;
Salameh y col., 2008). La conversion de los AHCs precursores ocurre en una via que
involucra dos pasos. Inicialmente, la enzima decarboxilasa los transforma a un 4-
vinilderivado, el cual es luego reducido para formar el correspondiente 4-etilderivado
(Chatonnet y col., 1992; Edlin y col., 1995) (Figura 4). Las enzimas cumarato
decarboxilasa y vinilfenol reductasa han sido purificadas, caracterizadas y
parcialmente secuenciadas en D. bruxellensis. Ambas enzimas tienen una expresion
constitutiva baja y su actividad es inducida en presencia de los compuestos
precursores (Godoy y col., 2008; Harris y col., 2009; Sangorrin y col., 2013). En medio
de cultivo las actividades de estas enzimas han demostrado ser cepa dependiente

dentro de la especie D. bruxellensis (Godoy y col., 2009; Sangorrin y col., 2013).

OH DOH OH OH
R R €0, R R
., _2, -
Esterase Cinnamate Vinyl phenol
decarboxylase reductase
c :
|

CH c CH,
i 1 |
CH (l:H CH, CH,
|
Cc=0 COOH

/
(o)

HOOC
COOH

OH

Hydroxycinnamic acid Hydroxystyrenes Ethyl derivatives

R = H: p-coutaric acid —» p-coumaric acid —— 4-vinylphenal ———» 4-ethylphenol
R = OCH: fertaric acid — ferulic acid —* 4.vinylguaiacol —* d4-ethylguaiacol

R = OH: caftaric acid — caffeic acid —* 4.vinylcatechol — 4-ethylcatechol

Figura 4. Formacion de fenoles volatiles via decarboxilacion de los &cidos hidroxicindmicos
(extraido de Oelofse y col., 2008).

Las concentraciones de los AHCs precursores, directamente responsables del
defecto fendlico producido por Dekkera, pueden depender de la variedad de uva
(Reguant y col., 2000), la calidad (Phister y Mills, 2003) y las préacticas de maceracion
(Suérez y col., 2007). Gerbaux y colaboradores (2002) estudiaron el efecto de la

temperatura de maceracion y la intensidad de la liberacion de AHCs de la piel de la
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uva como factores que influyen en la formacion de fenoles volatiles por Dekkera spp.
Estos factores, junto con las enzimas utilizadas para la extraccion de color y las
clarificaciones, como las enzimas pectoliticas y otras enzimas que contienen actividad
cinamoil esterasa, pueden conducir a un aumento de los niveles de produccién de

fenoles volatiles por Dekkera spp. (Dugelay y col., 1993; Gerbaux y col., 2002).

Se han propuesto numerosas posibles explicaciones sobre el rol fisiologico del
metabolismo de los AHCs por Dekkera. Es ampliamente conocido que ciertos AHCs
pueden resultar toxicos para algunos microorganismos y han sido evaluados para
inhibir el crecimiento de diversos microorganismos, incluyendo hongos y bacterias
(Van Sumere y col., 1971; Ravn y col., 1989; Stead y col., 1993; Campos y col., 2003;
Walker y col., 2003). El crecimiento de diferentes especies de levaduras fue inhibido
por AHCs en concentraciones mayores a 1 mM, siendo los &cidos ferdlico y p-
cumarico generalmente los que presentaron mayor actividad inhibitoria (Ou y Kwok,
2004; Harris y col., 2010; Pastorkova y col., 2013). Por lo tanto, se postula que el
metabolismo de los acidos fendlicos por parte de D. bruxellensis podria actuar como
un mecanismo de detoxificacion del medio, para permitir a las células desarrollarse en
un ambiente mas favorable. La célula probablemente se beneficiaria por la reducciéon
de los &cidos fendlicos ya que este proceso podria favorecer el crecimiento de la
levadura bajo las condiciones ambientales estresantes del vino (Oelofse y col., 2008;
Godoy y col., 2009; Wedral y col., 2010). Recientemente, Joseph y colaboradores
(2013) observaron que la presencia de &acido p-cumarico estimula el crecimiento de
esta levadura. Estos autores también sugieren que la conversion de 4-etilfenol podria

ser utilizada por las células para reciclar NAD+ bajo condiciones de oxigeno limitantes.

Es conocido que niveles de 300 mg/L de azucares residuales en los vinos son
suficientes para que esta levadura forme una cantidad de etilfenoles igual al valor
umbral de percepcion (450 pg/L) (Chatonnet y col., 1995). Por otro lado, algunos
autores han sugerido que la produccion de 4-etilfenol en el vino tinto también se ve
favorecida en condiciones de baja concentracion oxigeno (Curtin y col.,, 2013).
Mientras, Curtin y colaboradores (2013) observaron que bajo condiciones de
aerobiosis D. bruxellensis no completa la conversion de acido p-cumérico a 4-etilfenol,

acumulando concentraciones significativas del compuesto intermediario, 4-vinilfenol.

La relacién entre crecimiento y produccién de etilfenoles por especies de D.
bruxellesis en vinos no ha sido estudiada en profundidad. La informacion acerca de la

fisiologia de D. bruxellensis y la produccién de metabolitos parece ser a veces
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contradictoria; esto se debe principalmente a que los distintos estudios utilizan cepas
diferentes y las condiciones de crecimiento no estan bien estandarizadas (Vigentini y
col., 2008; Chandra y col., 2014). Distintos estudios anteriores han llegado a diversas
conclusiones utilizando diferentes condiciones de ensayo, las cuales frecuentemente
estan lejos de las condiciones de vinificacion (medios complejos, sin etanol, alto
contenido de glucosa, alta concentracién de AHCs precursores, pH elevado, cultivos
mixtos, entre otros). Por otra parte, existen publicaciones, en las cuales se menciona
que las células en un estado viable no cultivable también son capaces de producir
fenoles volatiles (Agnolucci y col., 2010; Laforgue y Lonvaud-Funel, 2012). Esto dltimo
establece una controversia con respecto a las publicaciones anteriores en el campo, y
pone en evidencia la necesidad de realizar mas estudios que pueden llegar a dilucidar

el tema.
1.7. Control de Dekkera en vinos

La estabilidad microbiolégica de los vinos se puede alcanzar mediante el uso
de diversos tratamientos quimicos, fisicos, fisico-quimicos y biol6gicos (Loureiro y
Malfeito-Ferreira, 2003; Suarez y col., 2007). El conservante quimico mas comun es el
SO,. El SO, es ampliamente utilizado en la industria del vino y de los alimentos por
sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Una vez disuelto en agua, el SO,
existe en equilibrio en forma de SO, molecular, bisulfito y sulfito. Este equilibrio es
dependiente del pH, siendo el anién bisulfito la forma dominante bajo condiciones de
vinificacion (pH entre 3 y 4). Sélo el SO, molecular parece ejercer una accién
antimicrobiana y su concentracién en el vino depende de diferentes factores tales
como el pH, el etanol, la temperatura, los niveles de antocianina y el contenido de
nutrientes (Fugelsang y Edwards, 2007). Sin embargo, hoy en dia existe una tendencia

creciente a reducir los niveles de SO, en los vinos.

El uso de SO, para controlar el crecimiento de Dekkera en vinos es una
practica frecuente, aunque las dosis recomendadas son dependientes de las cepas y
de las caracteristicas de los vinos. Una dosis de 0,8 mg/L de SO, molecular parecer
ser suficientes para inhibir a esta levadura, aunque estas concentraciones moleculares
son dificiles de alcanzar en la practica. Especialmente en las barricas, estas levaduras
pueden sobrevivir a los tratamientos con SO, principalmente donde el contacto con el
SO, es limitado, por ejemplo, alrededor del tapon de la barrica, en la estructura de
madera de roble, y en los sedimentos de levaduras (lias). Las barricas de roble que se

contaminan con D. bruxellensis no pueden ser esterilizadas eficazmente, ya que como
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se menciond anteriormente, se han encontrado células viables de Dekkera en barricas
hasta 8 mm dentro de la madera de las duelas (Malfeito-Ferreira, 2005). La
esterilizacion completa de la barrica es muy dificil de alcanzar, diferentes estudios han
demostrado que la misma no se logra ni con un lavado cuidadoso seguido de un
lavado con agua sulfitada, ni con un rascado y quema con fuego, ni con un tratamiento
con ozono (Pollnitz y col., 2000). Esto se debe principalmente al gran volumen interno

y de la naturaleza porosa de las barricas de roble (Suarez y col., 2007).

Otras opciones para el control microbiano en los vinos, son el uso de
dicarbonato de dimetilo (DMDC), el quitosano (un polisacéarido derivado de la quitina),
los &cidos débiles (como sérbico, benzoico y fumarico), la filtracion a través de
membranas o bien la aplicacién de altas presiones de 400-500 MPa durante 5-15 min
a temperaturas de 5-20 °C. Cada una de estas opciones para el control de Dekkera,
presenta ventajas y desventajas y pueden causar pérdida de color y de aromas en los
vinos, 0 bien no estar autorizadas para su uso en el sector vitivinicola o estar ain en

una fase experimental (Suérez y col., 2007).

Por otro lado, existen tratamientos que intentan reducir los etilfenoles que
aparecen en el vino después de la contaminacion con Dekkera; los mismos son la
6smosis inversa y la adsorcién. La polivinilpirrolidona (PVPP) y el carbén activado son
adsorbentes propuestos para eliminar estos compuestos, pero pueden presentar
algunas desventajas. En estudios realizados con la aplicacibn de estos dos
compuestos, se logré reducir efectivamente la concentracién de etilfenoles, mientras
no se observd ninguna reduccion significativa en el color del vino, en los taninos, en el
cuerpo (glicerol y dioles) o en la concentracién de etanol. Sin embargo, se observé una
reduccién de la concentracion de compuestos aromaticos, especialmente metil y

etilvainillato y otros ésteres (Suarez y col., 2007).

Diferentes tratamientos son utilizados en el control de Dekkera pero de manera
poco eficaz, ya que la mayoria de ellos conjuntamente con la disminucién de las
poblaciones de Dekkera y/o el defecto fendlico, causa un efecto perjudicial en la

calidad global del vino.
1.8. Prevencién de la contaminacién con Dekkera

Parece légico pensar que la forma mas eficaz para prevenir la contaminacién
del vino por D. bruxellensis es controlando su desarrollo y la produccion de etilfenoles

a través del manejo en bodega utilizando un enfoque preventivo. Suponiendo que se
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dispone de suficientes nutrientes, el crecimiento microbiano puede ser controlado
principalmente por el manejo del pH, el etanol y la temperatura; factores adicionales,
tales como la presencia de conservantes como sulfitos (SO,) también podrian
contribuir. Se han llevado a cabo diferentes estudios para comprender mejor el efecto
gue tienen los factores ambientales en el crecimiento Dekkera, evaluando cada
variable de forma independiente (Dias y col., 2003b; Oelofse y col., 2008). Existen
diversas investigaciones donde se evalla el efecto de distintas variables sobre el
crecimiento de especies de Dekkera, considerando cada variable de manera
independiente y en diversos medios de cultivo (Du Toit y col., 2005; Aguilar Uscanga y
col., 2003; Loyola y Fonseca, 2007; Loyola y Rey, 2007). Sin embargo, debido a la
complejidad de la alteracidbn microbiolégica en el vino estos factores no pueden ser
considerados de manera individual sino requieren un enfoque holistico (Oelofse y col.,
2008).

Por otro lado, la creciente tendencia a disminuir el uso y los niveles de
conservantes y aditivos en los alimentos que surge como respuesta a la demanda de
los consumidores, que prefieren alimentos cada vez mas “naturales”, aumentando la
relevancia que tiene la prevencién de la contaminacién como herramienta clave en la

produccién de alimentos (Stratford, 2006).

La microbiologia predictiva en los alimentos es un area de investigacion dentro
de la microbiologia de los alimentos que desarrolla modelos matematicos para
predecir el comportamiento microbiano en ambientes alimentarios. Aunque los
primeros modelos predictivos son descriptos a partir del siglo XX, un gran desarrollo
en esta area ha ocurrido en las dltimas décadas como resultado de los avances de
software. Ademas del conocimiento exhaustivo en microbiologia de los alimentos, el
campo de la microbiologia predictiva se basa en importantes conceptos matematicos y
de modelizacién. Los diferentes tipos de modelos permiten predecir el crecimiento, la
inactivacion, y/o la probabilidad de crecimiento de bacterias en los alimentos en
diferentes condiciones ambientales, considerando factores adicionales tales como el
estado fisiologico de las células o la interaccidon con otros microorganismos. Hoy en
dia, los modelos predictivos se han convertido en una herramienta necesaria para
apoyar las decisiones relativas a la seguridad y calidad alimentaria, ya que los
modelos pueden proporcionar respuestas rapidas a preguntas especificas. Ademas,
los modelos predictivos han sido incorporados como elementos Utiles en los sistemas
seguridad alimentaria basados en Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control

(HACCP). Las politicas nacionales e internacionales de seguridad alimentaria actuales
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se basan en el desarrollo de estudios de evaluacién de riesgos microbianos
cuantitativos, los cuales se apoyan en gran medida en la aplicacion de modelos
predictivos. La microbiologia predictiva continla creciendo y se esta convirtiendo en
una herramienta importante para mejorar la seguridad y calidad alimentaria (Pérez-
Rodriguez y Valero, 2013).

Dentro de la microbiologia predictiva, existen estudios que apuntan a estudiar
la probabilidad de crecimiento y produccion de toxinas (Genigeorgis, 1981; Roberts y
col., 1981), que mas tarde dieron lugar a un nuevo tipo de modelo, es decir, los
modelos de probabilidad de crecimiento/no crecimiento o modelos para conocer la
probabilidad de que los organismos crezcan y produzcan toxina dentro de un periodo
de tiempo dado. Este tipo de modelo ha sido estudiado mas extensivamente para
definir los limites absolutos de crecimiento de microorganismos en ambientes
alimentarios especificos (Salter y col., 2000; McMeekin y Ross, 2002; Valero y col.,
2010) y han sido utilizados ampliamente en microbiologia predictiva para obtener
interfaces de crecimiento/no crecimiento de microorganismos alteradores y patégenos
en funcién de los factores ambientales (Ratkowsky y Ross, 1995; Valero y col., 2010;
Arroyo-Lopez y col., 2012). La importancia que resulta de determinar los limites de
crecimiento/no crecimiento de microorganismos no deseables, permiten establecer las
condiciones necesarias para la estabilizacion del producto y también garantizar la
seguridad alimentaria. Un nivel bajo de probabilidad (p) es necesario para aumentar la
seguridad de los alimentos y la estabilizacion del producto, es por esto que las
interfaces generadas por modelos logisticos, deben ser definidas para un determinado

nivel de probabilidad.

Se ha observado que la aparicion del defecto asociado a Dekkera en el vino
estd estrechamente relacionada con el niUmero de levaduras, la concentracién de
acidos fendlicos presentes en el mosto, el pH, la concentracion de SO, y etanol
presentes en el vino (Dias y col., 2003b; Silva y col., 2004). Por lo tanto, resulta
necesario un abordaje que involucre a estas variables de una forma combinada
utilizando las herramientas de la microbiologia predictiva y que pueda ser extrapolable
al vino. Hasta el momento, no se ha desarrollado un modelo probabilistico para la

levadura alteradora del vino D. bruxellensis.
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2. HIPOTESIS
2.1. Dekkera bruxellensis puede ser aislada de vinos tintos de Mendoza.

2.2. La actividad de las enzimas cumarato decarboxilasa y vinilfenol reductasa es
dependiente de la cepa de D. bruxellensis y determina la concentracion final de

fenoles volatiles que se producen en condiciones simil-vino.

2.3. Existe una relacién directa entre la concentraciébn inicial de &cidos
hidroxicinamicos precursores y la concentracién final de fenoles volatiles producida por

D. bruxellensis en condiciones simil-vino.

2.4. La sintesis de fenoles volatiles se produce durante el crecimiento activo de D.

bruxellensis.

2.5. La probabilidad de crecimiento de D. bruxellensis en condiciones simil-vino se
encuentra estrechamente relacionada a los niveles presentes de diferentes variables

como pH, concentracién de etanol y niveles de SO, libre y su efecto combinado.

2.6. El desarrollo de un modelo probabilistico de crecimiento/no crecimiento para D.
bruxellensis en medios de cultivo artificiales (simil-vino) produce resultados que
pueden ser extrapolados a los sustratos naturales y permite predecir la probabilidad de

qgue D. bruxellensis desarrolle en un determinado vino.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Desarrollar un modelo matematico que permita predecir el riesgo de aparicion de
defectos fendlicos causados por Dekkera bruxellensis en funcién de las caracteristicas

de los vinos tintos de la region vitivinicola Cuyo.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Aislar e identificar las levaduras contaminantes en vinos tintos que presenten

alteracion o defecto.

3.2.2. Disefio y eleccién de las condiciones experimentales para la evaluacién de D.
bruxellensis en condiciones controladas y reproducibles que asemejen un vino luego

de la fermentacion alcohdlica.

3.2.3. Caracterizar las actividades enzimaticas relacionadas al metabolismo de los
acidos hidroxicinamicos y su relacion con la produccion final de fenoles volatiles en

condiciones simil-vino en diferentes cepas de D. bruxellensis.

3.2.4. Conocer la relacién entre la concentracion inicial de acidos hidroxicinAmicos

precursores y la produccion final de fenoles volatiles en condiciones simil-vino.

3.2.5. Determinar en qué etapa del crecimiento de D. bruxellensis se produce la

sintesis de fenoles volatiles en condiciones simil-vino.
3.2.6. Conocer el efecto combinado de distintos factores como: pH, concentracion de
etanol y concentracion de SO, sobre el crecimiento de D. bruxellensis en un medio

simil-vino.

3.2.7. Desarrollar un modelo matematico que permita predecir la probabilidad de

crecimiento D. bruxellensis en condiciones simil-vino.

3.2.8. Validar el modelo probabilistico desarrollado en vinos tintos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Aislamiento e identificacion de levaduras contaminantes provenientes de

vinos tintos de Mendoza

Se analizaron 48 muestras de vino tinto que presentaban alteracién o defecto,
provenientes de diversas bodegas ubicadas en la provincia de Mendoza, las cuales
arribaron al laboratorio para control microbiolégico. Los vinos fueron procesados
mediante filtraciébn por membrana (poro 0,45 pm) o dilucién (en caso de ser necesario)
y posterior siembra en el medio selectivo para Brettanomyces: glucosa 10 g/L, extracto
de levadura 10 g/L, agar 15 g/L, cloramfenicol 0,5 g/L, actidiona (cicloheximida) 0,1
g/L, &cido p-cumarico 0,4 g/L; pH 4,7- 5,0 ajustado con 1 M HCI; etanol 6 % (Roccato y
col., 2001). Las muestras sembradas se incubaron 10-14 dias a 28 °C. Se realiz6 un
seguimiento de los medios de cultivo durante el periodo de incubacién. A partir de los
3 dias se controlaron dichos medios para descartar la presencia de Saccharomyces,
Candida y otras levaduras resistentes a la cicloheximida, ya que si bien el medio es
selectivo pueden crecer algunas otras levaduras resistentes a éste y a otros
inhibidores presentes en el medio de cultivo. A los 5 dias se chequearon nuevamente
los medios de cultivo y se observé si habia presencia de colonias pequefias.
Generalmente Dekkera tiene un crecimiento lento que se visualiza a los 5-7 dias de
incubacion, el cual al principio presenta colonias que apenas se perciben como un
puntillado transparente sobre la membrana o el medio de cultivo y que con el
transcurso de los dias las mismas se tornan blancas, cremosas, de bordes regulares y
de forma céncava. Se controlaron las placas a los 7, 10 y 14 dias y se realizaron sus
respectivos recuentos previa visualizacién al microscopio 6ptico con contraste de
fases. La morfologia de las células de la levadura, fue coincidente con las
caracteristicas reportadas para la misma: célula pequefia (tamafio menor a
Saccharomyces), células de forma alargada y gemacion a 45° entre las mas
importantes. Al final de la incubacién de los medios de cultivo se evalu6 la aparicion
del aroma fendlico asociado al crecimiento de Dekkera, producto del metabolismo del
acido p-cumarico presente en el medio de cultivo, abriendo levemente la placa.
Cuando la muestra no mostré desarrollo de la levadura durante este periodo se
consider6 como negativa, sin embargo se esperé hasta 20 dias antes de descartar la
misma para evitar falsos negativos. En resumen se consideraron Dekkera positivas las
colonias que presentaron: crecimiento a partir de los 5 dias, produccion de olor
fendlico (produccion de etilfenoles) y morfologia celular caracteristica de las células

mediante observacion al microscopio 6ptico.
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Las colonias positivas para Dekkera fueron aisladas, purificadas e identificadas
mediante PCR del dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S seguido de secuenciacion
(Boekhout y col., 1994; Conterno y col., 2006; Suéarez y col., 2007).

Para ello a partir de un cultivo puro activo de cada levadura aislada, se inoculd
una ansada en 10 mL de medio de cultivo YPD liquido modificado (glucosa 40 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, peptona 5 g/L). Los mismos fueron incubados 48 horas a
28 °C con una agitacion diaria. La extraccion de ADN se realizé aplicando el método
modificado de Hoffman y Winston (1987) que consistié en una ruptura celular mediante
lisis quimica/mecanica de las células, seguido de una purificacibn con
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitacion con etanol absoluto. El
analisis de la integridad del ADN se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio al 0,1 %. La cuantificacion del ADN se realiz6
por comparacion visual usando ADN del bacteri6fago A digerido con EcoR1+Hindlll
como ADN patron de peso molecular. Las imagenes fueron captadas al exponer los
geles a transiluminador de UV en fotodocumentador con camara CCD acoplada y
analizadas con el software Gel Doc XR (Bio Rad Laboratorios Limited, Hemel
Hempstead, UK.).

El ADN total obtenido fue diluido 20 veces con agua ultrapura estéril y se
utilizaron 15 pL de esta dilucion para la reaccion de amplificacion del dominio D1/D2
del gen ribosomal 26S mediante la aplicacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando los cebadores: NL1 (5°GCA TAT CAA TAA GCG GAG
GAA AAG 3) y NL4 (5°GGT CCG TGT TTC AAG ACG G 3'). Inicialmente se realiz6 la
desnaturalizacion del ADN a una temperatura de 95 °C durante 5 minutos. Luego se
realizaron 40 ciclos, a 94 °C por 1 minuto; 55,5 °C por 2 minutos; 72 °C por 2 minutos y
1 ciclo de elongacion final a 72 °C por 10 minutos. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 100uL que contenia 15 pL de ADN diluido (50-100
ng), 10 uL de buffer de reaccion (10X), 2 uL de cada cebador (50 uM), 8 pL de mezcla
de dNTP (1 mM), 5 uL de MgCl, (50 mM), 57,5 uL de agua miliQ y 0,5 yL de Taq ADN
polimerasa (1 U/uL). Para la visualizacién de las amplificaciones se realiz6 una
electroforesis en geles de agarosa al 1,4 %. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un termociclador PTC-2000 (MJ Research Inc.) usando el siguiente programa: 1
ciclo a 95°C 5 min, seguido por 40 ciclos a 94 °C por 60 seg, 55,5 °C por 120 seqg, 72
°C por 2 min. Se realiz6 una extension final de 10 min a 72 °C, después de los 35

ciclos.
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Los productos de amplificacion se examinaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,4 % tefido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y fueron visualizados con
luz UV en fotodocumentador (Bio Rad Laboratorios Limited, Hemel Hempstead, UK.).
El tamafio de los fragmentos obtenidos se estimo por comparacion visual con ADN
testigo (100-bp ladder, Invitrogen,) con bandas de referencia que oscilan entre 100-
1500 pb.

Los fragmentos amplificados fueron purificados mediante kit PureLink PCR
purification (Invitrogen). Finalmente las muestras fueron enviadas al servicio de
secuenciacion del INTA Castelar para la obtencion de las secuencias de nucle6tidos
con cada primer de manera independiente. Posteriormente se realizd el alineamiento
de las secuencias mediante Contig-Expres (Vector Suite Inc.). Las secuencias
consenso obtenidas fueron comparadas por BLAST (Basic Lineal Alignment Search
Tool) con las bases de datos disponibles en la pagina del Centro Nacional de
Informacion de Biotecnologia (NCBI) del Instituto nacional de Salud (NIH)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Cinco de las levaduras identificadas como D. bruxellensis B11, PM14, LA17,
VC20 y CH29 fueron depositadas en la Coleccion Cultivos Microbianos de la EEA
Mendoza INTA y sus secuencias fueron publicadas en el GENBANK con los
respectivos numeros de acceso: KM236196, KM236197, KM236198, KM236195,
KF002710. Estas cepas fueron utilizadas en los sucesivos ensayos, junto con la cepa
de referencia de D. bruxellensis CECT11045.

4.2. Produccién y adaptacién de inéculo de D. bruxellensis

Para la obtencion de un inoculo adaptado a las condiciones de ensayo
posteriores (simil-vino) fue necesario un procedimiento gradual de acondicionamiento.
La adaptacion del inéculo de D. bruxellensis se realiz6 en dos pasos secuenciales
utiizando dos medios de cultivo basados en la composicion del YPD pero
disminuyendo la concentracion de azucares, aumentando la concentracion de etanol y
disminuyendo el pH. A su vez, se evaluaron diferentes composiciones como la
inclusion de un 50 % de vino en los medios, lo cual incluye también una adaptacion de
las levaduras a los precursores que intervienen en la produccion de defecto y al SO,

gue se adiciona normalmente en las bodegas también.

Para la puesta a punto de la produccién y adaptacion de inéculo se utilizaron

dos cepas de D. bruxellensis, la cepa nativa B11 y la cepa de referencia CECT 11045.
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La biomasa de las diferentes cepas fue obtenida a partir de un cultivo puro y activo
desarrollado en medio YPD agarizado, con el agregado de CaCOj; (0,5 % p/v)
incubado a 28 °C durante 7 dias. Las colonias fueron posteriormente inoculadas en 20
mL de YPD liquido con 6 % de etanol y ajustado a pH 6 con HCI (1M) e incubadas a
28 °C durante 2 dias tres agitaciones diarias manuales. El volumen total de dicho
medio de cultivo (10 mL) se adicioné en 20 mL (proporcién 1:2) de dos medios de
cultivo diferentes. El medio denominado “S” fue formulado con la composicion del YPD
liguido modificado mediante la reduccion del 50 % de la concentraciéon de glucosa (20
g/L) y la adicion de etanol al 6 %, mientras que el medio denominado “V” fue formulado
con un 50 % de medio YPD liquido modificado preparado en doble concentracion y un
50 % de vino tinto. Ambos medios fueron ajustados a pH 4 con HCI (1M). Los medios

fueron incubados a 28 °C durante 3 dias con tres agitaciones diarias manuales.

El crecimiento en los medios de cultivo fue monitoreado por cambios en la
densidad optica (D.O.) de los cultivos a 640 nm mediante espectrofotémetro (utilizando
como blanco en medio de cultivo sin inocular) y por recuento de células viables
mediante siembra en superficie en medios de cultivo agarizado: medio selectivo para
Brettanomyces y medio de recuento total de levaduras WL (Oxoid) (Figura 5). La
medicion simultanea del crecimiento por ambos medios permitié la construccién de
una curva que relaciona D.O. vs numero de células viables, la cual fue luego utilizada

para estimar las concentraciones celulares a inocular en los sucesivos ensayos.

Figura 5. Colonias de D. bruxellensis en medio de cultivo sélido WL.
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4.3. Disefio y eleccion de medios de cultivo simil-vino

La utilizaciébn de un medio de cultivo simil-vino para realizar los diferentes
ensayos fue necesaria para trabajar en condiciones controladas, reproducibles y lo

mas cercanas al sustrato (vino) donde naturalmente desarrolla la levadura en estudio.

Inicialmente se utiliz6 el medio liquido simil-vino propuesto por Ferreira y
colaboradores (2006) con modificaciones: Yeast Nitrogen Base (YNB) con
aminoacidos, 6,7 g/L; glucosa, 0,6 g/L; fructosa, 1,2 g/L; tiamina, 0,25 mg/L; biotina
0,0045 mg/L; etanol, 10 % (v/v). El pH del medio se ajust6 el pH a 3,6 con HCI 1 %.
Dicho medio se inoculé con la cepa de referencia D. bruxellensis CECT 11045 por
triplicado en unidades experimentales de 700 mL utilizando tres niveles de inéculo
adaptado (10%, 10% y 10* UFC/mL). El ensayo fue mantenido a 28 °C durante 30 dias

con una agitacion diaria manual.

En una segunda etapa y debido que en medio anterior la cepa de referencia no
fue capaz de desarrollar, se disefiaron 4 nuevos medios de cultivo simil-vino basados
una amplia revision bibliogréfica. La composicion de los mismos se muestra en la tabla
1. Para este ensayo se utilizaron dos cepas de D. bruxellensis (CECT 11045 y B11),
las cuales fueron producidas y adaptadas previamente en los dos medios de
produccion de biomasa anteriormente descriptos S 'y V (ver seccién 4.2.). Los medios
simil-vino fueron inoculados con una poblacién de 10° UFC/mL e incubados a 28 °C
durante 42 dias con una agitacién diaria manual. Los diferentes medios de cultivo
simil-vino sin inocular fueron usados para cada medio en particular como control. El

ensayo se realiz6 en unidades experimentales de 700 mL por triplicado.

Se monitored el desarrollo de las levaduras por cambios en la D.O. (640 nm) y
por recuento de células viables por siembra en superficie en medios de cultivo
agarizado: medio selectivo para Brettanomyces y medio de recuento total de levaduras
WL (Oxoid).
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo simil-vino.

Componentes Medio A Medio B Medio C Medio D
Glucosa (g/L) 3,3 0,6 3,3 0,6
Fructosa (g/L) 6,7 1,2 6,7 1,2
Trehalosa (g/L) 0,3 - -
Ext. Levadura (g/L) 2,0 3,0 -
Peptona (g/L) - 3,0 -
(NH4),SO, (g/L) 1,0 - 1,0
MgSO, (g/L) 0,4 - -
KH,PO; (g/L) 2,0 - -
Biotina (mg/L) 25 - -
Tiamina (mg/L) 0,45 - -
Etanol (10 % v/v) Sl -

Vino tinto (10 % etanol

y 2,4 g/L glu+fru)

pH 38

4.4. Caracterizacion de la actividades enzimaticas relacionadas al metabolismo
de los acidos hidroxicindmicos y su relacién con la produccién final de fenoles

volatiles en condiciones simil-vino en diferentes cepas de D. bruxellensis

4.4.1. Evaluacion de la actividad cumarato decarboxilasa (CD) y vinilfenol
reductasa (VR)

Se trabajo con las 5 cepas nativas de D. bruxellensis: B11, PM14, LA17, VC20
y CH29 las cuales provenian de vinos contaminados de diferentes bodegas. Para la
evaluacion de las actividades enzimaticas las cepas de D. bruxellensis se cultivaron en
medio de cultivo liquido: YNB 6,7 g/L, glucosa 20 g/L, etanol al 5 % v/v y acido p-
cumarico 0,6 mM (100 mg/L) hasta una concentracién de 10® células/mL. La
cuantificacion de la actividad cumarato decarboxilasa (CD) se llevé a cabo de acuerdo
con Godoy y colaboradores (2008) con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion
contenia: 200 pL de extracto de proteina, 50 mM de buffer fosfato pH 6 y 2 mM de
acido p-cumarico; esta mezcla fue incubada a 40 °C durante 40 minutos.
Posteriormente, la mezcla se diluyd 50 veces para evitar interferencia con las
proteinas. La actividad decarboxilasa se monitore6 mediante la disminucién en la
absorbancia a 285 nm. Se defini6 como una unidad (U) de actividad enzimatica a la

cantidad de enzima que consume 1 pmol de acido p-cumdrico por minuto. La
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determinacioén de la actividad vinilfenol reductasa (VR) se llevé a cabo de acuerdo con
la metodologia propuesta por Godoy y colaboradores (2009) con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccion contenia: 200 pyL de extracto de proteina, 50
mM de buffer fosfato pH 6; 0,15 mM de NADPH y 2 mM de 4-vinilfenol. La mezcla se
incubd a 20 °C durante 60 minutos, y la reaccion se detuvo mediante la adicién de 25
mM Tris-Cl que contenia 0,3 % de SDS. La actividad VR se monitore6 a 340 nm
mediante la medicion de la disminucion en la absorbancia de NADPH, un cofactor
oxidable presente en la reaccion. Se defini6 como una unidad (U) de actividad
enzimatica a la cantidad de enzima que consume 1 ymol de NADPH por minuto.
Después de que la reaccién hubo terminado, se analizaron los AHCs precursores
residuales y los fenoles volatiles presentes en el sobrenadante del medio de cultivo
(YNB) de las cepas analizadas por HPLC y GC, respectivamente, como se describira
mas abajo. Este estudio se realiz6 en colaboracién con el Dr. Claudio Martinez
perteneciente al Centro de Estudios en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad de Santiago de Chile (CECTA-USACh).

4.4.2. Produccioén de fenoles volatiles en medio simil-vino

Para evaluar la produccién de fenoles volatiles en un medio simil vino por parte
de las 5 cepas de D. bruxellensis las cuales habian sido previamente caracterizadas
en sus actividades enzimaticas, se realiz6 un ensayo utilizando el medio de cultivo
simil-vino B (elegido en ensayos previos) con una concentracion de precursores de 6
mg/L en una proporcién de acido p-cumarico:ferulico 8:1. El medio fue inoculado con
un cultivo adaptado cada una de las cepas en una concentracion de 10° UFC/mL. Se
trabajé con condiciones de oxigeno limitante las cuales se obtuvieron utilizando
botellas herméticamente cerradas con un tapén de goma. Las unidades
experimentales se agitaron manualmente diariamente. Las condiciones de temperatura
y oxigeno utilizados fueron seleccionadas para favorecer la sintesis de fenoles
volatiles en condiciones enolégicas segun Dias y colaboradores (2003b) y Curtin y
colaboradores (2013). Las poblaciones de D. bruxellensis fueron monitoreadas por
D.O. (640 nm) donde se utiliz6 el medio simil- vino B sin inocular como control. El
ensayo se llevé a cabo por triplicado en unidades experimentales de 700 mL a 28 °C

durante 60 dias.

La medicion de AHCs residuales y los fenoles volatiles producidos se realizé al

final del ensayo. La cuantificacion de acido p-cumarico y acido ferulico se realizé por
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cromatografia liquida (HPLC) de acuerdo a Fanzone y colaboradores (2012), como se

describe a continuacion.
4.4.2.1. Determinacién de acidos hidroxicinamicos

La cuantificacion de acido p-cumarico y acido ferulico se realiz6 mediante
cromatografia liquida (HPLC) Perkin-Elmer Series 200 equipado con un detector de
arreglo de diodos, una bomba cuaternaria y un automuestreador HPLC-DAD;
PerkinElmer, Shelton, CT, EE.UU.) de acuerdo a la metodologia propuesta por
Fanzone y colaboradores (2012). Las muestras (2 mL) se filtraron con un filtro de
celulosa de poro 0,22 um, y 30 uL se inyectaron directamente en el sistema del HPLC.
La separacion se realizé en una columna de fase reversa Nova-Pak C18 (300 mm x
3,9 mm ID, 4 pym; Waters Corp., Milford, MA) mantenida a 25 °C. Se emplearon dos
fases moviles para la elucion: A (agua/acido acético, 98:2, viv) y B
(agua/acetonitrilo/acido acético, 78:20:2, v/viv). El perfil de gradiente fue el siguiente:
0-55 min: 100-20 % de Ay 0-80 % de B; 55-57 min: 20-10 % de Ay 80 a 90 % de B;
57-70 min: 10 % de Ay 90 % B isocratico; 70-80 min: 10-0 % de Ay 90 a 100 % de B;
80-125 min: 100 % de B (isocratico). Las corridas se completaron con 100 % de
metanol para lavado y re-equilibracion de la columna. El flujo fue de 0,9 mL/min de los
0-55 min y 1,0 mL/min de los 55-125 min. La deteccion por arreglo de diodos se realizé
mediante escaneos a 210-360 nm con una velocidad de adquisicibn de 1 s. La
identificacion de compuestos especificos se llevd a cabo por comparacion de los
tiempos de retencion y espectros con estandares. Todos los compuestos fendélicos
individuales se confirmaron por HPLC-DAD/ESI-MS segun la metodologia propuesta
por Monagas y colaboradores (2005). Las determinaciones cuantitativas se realizaron
mediante el método de estandar externo con los estandares comerciales de acido p-
cumarico (501-98-4) y acido ferulico (537-98-4) adquiridos en Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, EE.UU.). Las curvas de calibraciobn se obtuvieron mediante la inyeccién de
soluciones estandar en las mismas condiciones de ensayo, y dentro de la gama de

concentraciones observadas (R? 20,94).
4.4.2.2. Determinacion de vinilfenoles y etilfenoles

La determinacion de fenoles volatiles (vinilfenoles y etilfenoles) se realizd por
Microextraccion en Fase Sdlida en Espacio de Cabeza (HS-SPME) y Cromatografia
Gaseosa-Espectrometria de Masas (GC-MS). En una primera instancia se realizo el
tratamiento de la muestra. Para ello se utilizé una dilucion 1:2 de la muestra con agua

ultrapura (Millipore, USA) y se ajusto el pH a 7 con una solucion de NaOH (5N).
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Posteriormente se realizo la microextraccion en fase soélida. Para ello en un vial color
caramelo de 20 mL se colocaron 10 mL de la muestra diluida junto con 3 g de NaCl
(Anedra, Argentina), 200 uL de solucién etandlica de anisol (Sigma Aldrich, USA) de
concentracion final 260 pg/L en vial (estandar interno), y un buzo magnético para
SPME. Se coloco el vial en un agitador magnético IKA MAG-RET control visc (IKA,
USA) a 40°C y 1000 rpm. Bajo estas condiciones, se realiz6 el pre-acondicionamiento
de la muestra durante 30 minutos y posteriormente la extraccion de los fenoles
volatiles con fibra SPME de poliacrilato 80 um (Supelco, USA) expuesta en espacio de
cabeza durante 1 hora. Finalmente se realiz6 el analisis cromatografico, para lo cual
se realizd la desorcion térmica de los analitos en el puerto de inyeccion del
Cromatégrafo de Gases Varian CP3800 (Varian, USA) a 280 °C, en modo
split/splitless durante 5 minutos y se utilizé Helio de alta pureza como gas carrier con
un flujo de 1 ml/min. Los fenoles volatiles se separaron en una columna cromatogréafica
Factor Four VF5ms (30 m x 0.25 mm; Varian, USA). Se trabajé con rampa de
temperatura en columna como se muestra a continuacion: 50 °C (3 min.), un
incremento de 15 °C/min hasta 80 °C (1 min.), luego se llevé a 120 °C (1min.)
trabajando a 2,5 °C/min y finalmente a 250 °C (5 min) a 30 °C/min.

La deteccion de los analitos se realizO mediante un Espectrometro de Masas
Saturn 2200 (Varian, USA), con 70eV de impacto electrénico y en modo SIS (Single
lon Storage). La identificacion se realiz6 mediante comparacion de los tiempos de
retencion y espectro de masas de los estandares fenoles volatiles puros con los
presentes en las muestras. La cuantificacion se realiz6 mediante el método del
estandar externo, construyendo curvas de calibracion para 4-etilfenol (CAS Number
123-07-9; 99 % pureza), 4-vinilfenol (CAS number 2628-17-3; 10 % p/v en solucién de
propilenglicol), anisol como estandar interno (CAS number 100-66-3; 99 % de pureza),
4-etilguayacol (CAS Number 2785-89-9, 98 %pureza) y 4-vinilguayacol (Cas Number
7786-61-0; 98 %pureza), todos provistos por Sigma Aldrich (USA).

La eficiencia de la conversion de AHCs en etilfenoles se calculé como la
proporcion de la produccion méaxima de 4-etilfenol y 4-etilguayacol observadas en los
ensayos el dia 60 y la concentracibn maxima tedrica estimada para la conversion total

de p-cumarico y acido ferudlico cuantificado en el medio en el dia 0.
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4.5. Relacién entre la concentracion de acidos hidroxicinamicos precursores y la

produccién de etilfenoles en medio simil-vino

Con el objeto de conocer si la concentracion de AHCs inicial determina la
concentracion final de etilfenoles producidos en condiciones simil-vino se realizd un
ensayo con 3 cepas nativas de D. bruxellensis que presentaban diferente actividad
vinilfenol reductasa: B11, VC20 y CH29. El ensayo se realiz6 en el medio simil-vino B
adicionado con tres niveles diferentes de precursores totales; 2,5; 6 y 10 mg/L
manteniendo la proporcion de acido p-cumarico:ferdlico 8:1. Los medios fueron
inoculados con un cultivo previamente adaptado en una concentracion de 10° UFC/mL
(Figura 6). El ensayo se realiz6 en unidades experimentales de 700 mL en condiciones
de oxigeno limitante, las cuales se incubaron a 28 °C durante 45 dias con una
agitacion diaria. Las poblaciones de D. bruxellensis fueron monitoreadas durante todo
el ensayo por D.O. (640 nm) y por recuento de células viables por siembra en el medio
WL y medio selectivo Brettanomyces. La cuantificacion de acidos fendlicos
precursores (acido p-cumarico y acido ferulico) fue realizadas por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC) (Fanzone y col.,, 2012) (seccion 4.4.2.1) y la
determinacion de vinilfenoles (vinilfenol y vinilguayacol) y etilfenoles (4-etilfenol y 4-
etilguayacol) fue realizadas por cromatografia de gases acoplada a espectrometro de
masas (GC-MS) (seccidn 4.4.2.2). Las determinaciones se realizaron al inicio y al final

del ensayo (45 dias).

RRFIFIFIR: 33 :':uuum

Figura 6. Inéculos de cepas nativas de D. bruxellensis (B11, VC20 y CH29) y su respectivo
control (sin inocular) utilizados durante el ensayo en el medio de cultivo de adaptacion y
produccion de biomasa YPD liquido suplementado con 50 % de vino (V).
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4.6. Determinacion de la etapa del crecimiento de D. bruxellensis donde se

sintetizan los fenoles volatiles en condiciones simil-vino

Con el objeto conocer en qué etapa del crecimiento de D. bruxellensis se
producen los fenoles volétiles, se realizé un ensayo con las 5 cepas nativas las cuales
habian sido anteriormente caracterizadas en sus actividades enzimaticas (ver seccién
4.4.1.). El ensayo se realiz6 en el medio de cultivo simil-vino B una concentraciéon de
precursores de 6 mg/L manteniendo la proporcion de &cido p-cumarico:fertlico 8:1.
Los medios fueron inoculados con un cultivo previamente adaptado en una
concentraciéon promedio de 5,6 + 1,7 x 10° UFC/mL. El ensayo se realizé en unidades
experimentales de 700 mL en condiciones de oxigeno limitante (seccion 4.4.2.2), las
cuales se incubaron a 28 °C durante 60 dias (Figura 7). Las unidades experimentales
se agitaron diariamente de forma manual. Las poblaciones de D. bruxellensis fueron
monitoreadas durante todo el ensayo por D.O. (640 nm) y por recuento de células
viables mediante siembra en superficie en el medio WL y en el medio selectivo para
Brettanomyces previa dilucién de las mismas. Debido a que en las sucesivas toma de
muestras el volumen total del medio simil-vino fue disminuyendo y por lo tanto la
superficie de contacto con el oxigeno fue aumentando, luego de cada muestreo se
desplazé el aire del espacio de cabeza mediante el agregado de nitrégeno puro (Linde

SA, Mendoza, Argentina) a fin de evitar reacciones oxidativas.

—

Figura 7. Unidades experimentales de 700mL utilizadas en el ensayo para la determinacion del
momento de produccidon de fenoles volatiles durante el crecimiento de 5 cepas de D.
bruxellensis.
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Durante todo el ensayo se evalu6 el metabolismo de D. bruxellensis, mediante
el consumo de los azlcares presentes en el medio y la sintesis de productos
metabdlicos y el consumo de los AHCs precursores y la sintesis de los fenoles

volatiles como se describe a continuacion.

Para ello, muestras de 10 mL fueron extraidas en el mismo momento que se
tomaban las muestras para monitorear las poblaciones de la levadura, en 6 momentos
diferentes (dia: 0, 3, 10, 20, 32 y 61) durante el transcurso del ensayo. Estas muestras
fueron conservadas en freezer a — 20 °C hasta el momento de realizar las

correspondientes determinaciones.

4.6.1. Andlisis de fuentes de carbono, &cidos organicos y alcoholes

Las concentraciones de los azUcares (glucosa, fructosa y trehalosa), los 4cidos
organicos (citrico, malico, lactico, succinico y acético), y los alcoholes (glicerol y
etanol) se determinaron por HPLC usando un equipo Shimadzu Prominencia HPLC
(Shimadzu, EE.UU.) equipado con una columna de exclusion iénica Aminex HPX-87H
de acuerdo a Nissen y colaboradores (1997). Estas determinaciones se realizaron en
colaboraciéon con la Dra. Angelica Ganga del Centro de Estudios en Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Santiago de Chile (CECTA-USACHh).

4.6.2. Andlisis de acidos hidroxicinamicos y fenoles volatiles

La cuantificacion de acidos fendlicos precursores (acido p-cumarico y acido
ferdlico) fueron realizadas por cromatografia liquida (HPLC) (seccion 4.4.2.1.) y la
determinacion de vinilfenoles (vinilfenol y vinilguayacol) y etilfenoles (4-etilfenol y 4-
etilguayacol) fue realizada por cromatografia de gases acoplada a espectrometro de
masas (GC-MS) (seccion 4.4.2.2.).
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4.7. Desarrollo de modelo probabilistico de crecimiento/no crecimiento de D.

bruxellensis en condiciones simil-vino
4.7.1. Microorganismo y medio de cultivo

La cepa de levadura utilizada en el presente estudio fue la cepa nativa D.
bruxellensis CH29 aislada originalmente de un vino tinto comercial altamente
contaminado. Esta cepa fue seleccionada entre otras cepas D. bruxellensis debido a
su rapido crecimiento en condiciones de vinificacién y por la presencia de ambas
actividades enzimaticas (CD y VR). Para la preparacion del inéculo, la cepa se adapt6
en el medio V utilizado en ensayos previos (seccion 4.3). Este medio se incubd
durante 3 dias a 28 °C y durante ese tiempo, el crecimiento fue seguido por D.O. a 600
nm hasta alcanzar la poblacién mas alta (9 x 10° UFC/mL) justo al final de la fase de
crecimiento exponencial. EI medio simil-vino B fue utilizado como medio basal para
llevar a cabo el ensayo y fue inoculado con el cultivo adaptado a razén de 2 x 10°
UFC/mL.

4.7.2. Diseilo experimental

El medio de cultivo basal simil-vino fue modificado para alcanzar los niveles de
las variables a evaluar (pH, etanol y SO,). Se utiliz6 acido tartarico (85 %, w/v) para
ajustar el pH y sal K,S,0s (97 % de pureza) para liberar SO, libre en el medio,
reproduciendo de este modo las practicas de uso de SO, en bodega. Ambos
compuestos estdn permitidos para adicionarse al vino por la Organizacién
Internacional de la Vifia y el Vino (OlV 1998; Ribéreau-Gayon y col., 2006). Los niveles
de las variables fueron definidos considerando las condiciones que normalmente
presentan los vinos tintos argentinos. Se aplico un disefio experimental factorial
completo, resultado de la combinacién de 3 niveles de etanol, 3 niveles de pHy 7
niveles de SO, libre haciendo un total de 63 niveles diferentes, que se realizaron por
triplicado (Tabla 2). De este modo, se obtuvo un conjunto de 189 datos para cada nivel
especifico de la variable probada en cada tiempo evaluado. Se consider6 al tiempo
como una variable adicional (dummy), la cual fue incluida en el modelo matematico. El
ensayo se realizo a 28 °C durante 30 dias. Los valores y concentraciones iniciales de
etanol, pH y SO, libre, se determinaron aplicando los métodos internacionales de

andlisis de vinos y mostos (OIV, 2009).
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Tabla 2. Variables estudiadas con sus respectivos niveles.

Variable Tipo Niveles

Etanol Cuantitativa 10.0; 12.5; 15.0 (% viv)

pH* Cuantitativa 3.4;3.7;4.0

SO, libre Cuantitativa 0; 8; 16; 25; 34; 42; 50 (mg/L)
Tiempo Dummy 7 (1); 14 (2); 21 (3); 30 (4) (dias)

*Fueron necesarias concentraciones de acido tartarico de 1,53 mM, 2,04 m y 3,57 mM para
llegar a los valores de pH 3,4, 3,7 y 4,0 respectivamente. Las formas no disociadas de este
acido fueron 93,4 % (pH 3,4), 96,7 % (pH 3,7) y 98,3 % (pH 4,0).

4.7.3. Medicion del crecimiento

El ensayo se realiz6 en un espectrofotometro automatizado Bioscreen C
(Labsystem, Helsinki, Finlandia) con un filtro de banda ancha (420-580 nm) con control
de temperatura que permitié el monitoreo continuo del crecimiento mediante D.O. Se
realizaron mediciones cada cuatro horas después de una pre-agitacion de 5 segundos
para evitar la sedimentacion de las células. Los pocillos de la microplaca se llenaron
con 0,01 mL de in6culo y 0,35 mL del medio de cultivo simil-vino (modificado de
acuerdo con el disefio experimental), para alcanzar una densidad 6ptica inicial (D.O.)
de aproximadamente 0,2 unidades (nivel de inéculo inicial de 2 x 10° UFC/mL). El
indculo estuvo por encima del limite de deteccidén del aparato, que se determiné por
comparacion con una curva de calibracion previamente establecida. Se incluyeron
también pocillos no inoculados en la microplaca para cada serie experimental para
determinar, y, en consecuencia restar, la sefial de ruido. Para cada pocillo se asumio,
el crecimiento (codificado como 1) cuando se observé un aumento de D.O. de 0,2 con
respecto a la D.O. inicial después de la sustraccion de la sefial de ruido. Por el
contrario, se registr6 como no crecimiento (codificado como 0) cuando la D.O. inicial
no aumento en los diferentes tiempos evaluados (7, 14, 21 y 30 dias). Las respuestas
para cada réplica se registraron de forma independiente, y la matriz completa se
sometid a un andlisis estadistico. Una vez finalizado el ensayo, se seleccionaron
pocillos al azar (que incluian tanto muestras con crecimiento como sin crecimiento)
gue representaban un 5 % del total de casos, los cuales se sembraron en placas de

agar YPD que fueron incubadas a 28 °C durante 10 dias. Estos recuentos permitieron
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corroborar la presuncién de crecimiento/no crecimiento previamente observada
mediante D.O.

4.7.4. Modelo logistico probabilistico y analisis estadistico

El modelo probabilistico se basa en la regresion logistica que permite obtener
el logaritmo del valor “odds” para el evento dependiente, que se define como el
logaritmo natural de la probabilidad de que ocurra el evento (p) dividido por la
probabilidad de que el evento no ocurra (1-p). La transformacién logit de p (xX) se

define generalmente como:

Logit (p) = In [p(x)/(1-p(x))] = Bo+ X. Bi xi (1)

En el presente estudio, el modelo general descrito anteriormente fue definido
como:

Logit (p) = Bo+ X1 Bixi + Z?J:l,i>j Bij * x; * x; + dummy+€

(2)

Donde:

Bo, Bi y Bj representan los coeficientes a estimar por la regresion logistica

Xi; son las variables ambientales cuantitativas estudiadas (etanol, pHy SO, libre)
dummy es la variable categérica (tiempo) y

€ es un término de error.

El tiempo (variable dummy) correspondiente a 7, 14, 21 y 30 dias, se codifico
como 1, 2, 3 y 4, respectivamente, con el valor mas alto (4) tomado como nivel de
referencia. En el modelo inicial también se incluyeron términos de segundo grado,
interacciones de segundo y tercer orden de las variables cuantitativas, asi como

también las interacciones de la variable dummy con el resto de los términos, pero no
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se mantuvieron en la ecuacion final. La probabilidad de supervivencia predicha (p), en

cada combinacion de la variable, se puede estimar como:

p= exp(logit (p))/(1+exp(logit (p)) 3)

De la ecuacion (3), se puede obtener la interfase de crecimiento/no crecimiento
para una probabilidad seleccionada (p) en funcion del pH, del SO, libre, y de la
concentracion de etanol, en cada uno de los niveles de la variable dummy (tiempo).
Esto se consiguid graficando la ecuacion resultante en funcion de una, dos o tres

variables, manteniendo el resto de las mismas fijas en niveles predeterminados.

El modelo de regresion logistica descripto anteriormente fue ajustado a los
datos de crecimiento/no crecimiento obtenidos en este trabajo. Se realizé el ajuste del
modelo usando el paquete de software SYSTAT 12 (Systat Software Inc., Washington,
EE.UU.). Se utilizé la seleccion por pasos automatica de la variable (maximo nimero
de corridas permitidas establecidas en 50) con la opcidén de retroceso para elegir los
coeficientes significativos (p<0,05). Los coeficientes retenidos fueron seleccionados

con la opcién de probabilidad de las pruebas de coeficiente (chi-cuadrado).

Se utilizé el estadistico “log-likehood ratio” para evaluar la importancia de cada
una de las variables sobre la respuesta (datos de crecimiento/no crecimiento de la
levadura). Este estadistico (que sigue una distribucién chi-cuadrado) indica si los
coeficientes del modelo son significativamente diferentes de cero, teniendo en cuenta
el nimero de variables de exploraciéon (grados de libertad) mantenidas en el modelo
(Hosmer y Lemeshow, 2000). Se evalu6é también la bondad del ajuste usando otro
criterio como: 1) el valor rho-cuadrado de MacFadden (una transformacion de la
probabilidad estadistica, p2 = 1 - (LL(b) / LL(0))), con valores entre 0,2 y 0,4
considerados altamente satisfactorios; 2) el estadistico R®* de Nagelkerke (una
modificacion del R* de Cox y Snell, R? cs = 1 — exp [-2 / n[LL(b) — LL(0)]]), ajustado en
un rango de 0 a 1 (dividiéndolo con el maximo valor (R* N = R? cs / R* max with R?
max = 1 — exp [2(n—1)LL(0)])), con valores mas cercanos a uno que indican un mejor
ajuste del modelo. El significado de estos indices es diferente a R?, y se pueden
interpretar como una varianza aproximada en el resultado representado por el modelo
(Gordon, 2012). Se estim6 el cociente de ajuste global (nUmero de predicciones
globales correctas dividido por el tamafio de la muestra), la sensibilidad (porcentaje de
predicciones correctas en la categoria de referencia) y la especificidad (porcentaje de

predicciones correctas en la categoria determinada) del modelo obtenido.
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Los coeficientes del modelo “logit” representan los cambios en el logaritmo del
valor “odds” (logaritmo natural de la probabilidad de que un evento podria suceder (p),
el crecimiento en este caso, dividido por la probabilidad de que no podria suceder (1-
p), el no crecimiento en este caso) respecto al cambio en una unidad, mientras que en
las variables categdricas significan los cambios debido a la transiciéon de un nivel con
respecto al nivel de referencia. La interpretacién es similar en los otros casos. Una
forma méas conveniente de interpretar estos coeficientes es a través del "odds ratio”
=exp(b), derivado de la forma multiplicativa de logit (p). Entonces, exp(b) significa el
cambio en el valor “odds” debido a un cambio en la unidad en la variable bajo estudio
cuando no se introduce cambio alguno en las otras. En este caso, un valor de 1 (e°=1)
indica que la variable bajo estudio no causa ningun efecto sobre el valor “odds”. Los
valores inferiores a 1 indican una disminucién, mientras que valores superiores a 1

significan un aumento en el valor “odds”.

Se construyeron las interfaces de crecimiento/no crecimiento 3D o 2D
predichas con el paquete de software 7.0 ESTADISTICO (StatSoft Inc., Tulsa,
EE.UU.). Se estimaron los limites para una probabilidad de crecimiento del valor de p

de 0,01, lo cual se considera apropiado para el producto ensayado (vino).

4.8. Validacion del modelo predictivo

El modelo matematico desarrollado anteriormente permitié conocer el limite de
crecimiento/no crecimiento de D. bruxellensis en funcién del contenido de etanol, SO,
libre y pH de los vinos. Para la construccién del modelo se utiliz6 una cepa nativa de
D. bruxellensis (CH29) y se trabaj6é con diferentes niveles y combinaciones de las
variables (etanol, pH, SO; libre y tiempo) en medio de cultivo simil-vino. Sin embargo,
el hecho de realizar esta idealizacion matematica conlleva una serie de errores que
deben ser tenidos en cuenta para una aplicacion correcta del modelo. Es por ello, que
una vez obtenido el modelo es necesaria una validacion del mismo, considerando
distintos niveles, como son: i) validacién del modelo con otras cepas de D. bruxellensis
en condiciones ideales y controladas del microambiente, ii) validacion del modelo en
alimento esterilizado artificialmente inoculado vy iii) validacién del modelo en alimentos

naturalmente contaminados (Figura 8).
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Error primario

Error debido al
ustrato de crecimient

Distintas cepas en medio de
cultivo simil-vino

Vino estéril inoculado con D.
bruxellensis

Error total del modelo

Error debido a la
diversidad microbiana

O 0
O oo o
o O

Vinos naturalmente
contaminados con Dekkera spp.

Figura 8. Niveles de validacion del modelo predictivo (adaptado de Pin y col. 1999).

El modelo probabilistico previamente desarrollado se validé considerando los
niveles anteriormente mencionados. En una primera instancia, se inocularon dos
cepas nativas de D. bruxellensis (B11 y VC20) en medio simil-vino B usando algunas
de las diversas combinaciones de las variables utilizadas en el modelo que incluian
valores extremos e intermedios (12 combinaciones diferentes). En una segunda etapa,
16 vinos (de 13 variedades diferentes de vinos tintos) esterilizados por filtracién con
diferentes valores de etanol, SO, libre y pH fueron inoculados con la cepa CH29. En
estos ensayos el medio de cultivo simil-vino B y los vinos estériles sin inocular, fueron
usados como control, respectivamente. Los ensayos se realizaron durante 30 dias a
28 °C en unidades experimentales de 15 mL. Se monitoredé el crecimiento
semanalmente mediante D.O. y recuento de viables. Para cada muestra se asumio, el
crecimiento cuando se observé un aumento de D.O. de 0,2 con respecto a la D.O.
inicial después de la sustraccién de la sefial de ruido. Por el contrario, se registr6 como
no crecimiento cuando la D.O. inicial no aumento en los diferentes tiempos evaluados.
Finalmente, 12 vinos naturalmente contaminados con Dekkera fueron caracterizados
en sus valores fisico-quimicos como pH, SO, libre y etanol e incluidos en el andlisis de

validacion.
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Se aplicé la ecuacion obtenida a partir del modelo matemético (ecuacion 5,
mencionada en la seccion de resultados), introduciendo los valores de las variables
fisicas y quimicas que presentaban los medios simil-vino y los vinos artificial y
naturalmente contaminados para calcular la probabilidad de crecimiento de esta
levadura en esas condiciones particulares. Estos valores se compararon con los datos

experimentales obtenidos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento e identificacion de levaduras contaminantes provenientes de

vinos tintos de Mendoza

De las 48 muestras de vino tinto provenientes de diversos lugares de la region
de Cuyo que arribaron al laboratorio para control microbiolégico, 20 muestras fueron
positivas mostrando desarrollo en el medio selectivo para Brettanomyces. Por otro
lado, de estas muestras positivas, 13 de ellas presentaron recuentos mayores a 100
UFC/100 mL de vino. Las colonias de las muestras positivas (42 %) para el medio
selectivo Brettanomyces fueron aisladas, purificadas e identificadas mediante reaccion
de PCR seguido de secuenciacion del dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S
(Boekhout y col., 1994; Conterno y col., 2006; Suarez y col., 2007) (Figura 9).

De los 20 aislados sospechosos de ser Dekkera por desarrollar en medio
selectivo, el 75 % fueron identificadas como D. bruxellensis, el 15 % fueron
identificadas como Candida vinaria, el 5 % fueron identificadas como Pichia
membranifaciens y el 5 % como Meyerozyma/Pichia guilliermondii (Tabla 3).

E4 E9 B10 B11 B12 PM14 LC16 LA17 VC20 CH29 CZ30 CECT
11045

1500 pb

800 pb

700 pb

600 pb

500 pb

Figura 9. Productos puros de amplificacion mediante PCR del gen ribosomal 26S en gel de
agarosa 0,8 %. C: Blanco; M: Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Fermentas).

De las levaduras identificadas dentro del género Dekkera, el 100 % de las
mismas pertenecieron a la especie D. bruxellensis. Este dato indicaria que esta
especie seria la principal responsable de las alteraciones en los vinos tintos de
Mendoza. De las 5 especies actualmente reconocidas dentro del
taxénDekkera/Brettanomyces, la especie principal asociada al vino es D. bruxellensis

(Oelofse y col., 2008; Sangorrin y col., 2013), aunque aislamientos de D. anomala y B.
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curtesianus han sido reportados en dos instancias en mostos en fermentacion (Querol

y col., 1990; Esteve-Zarzoso y col., 2001).

Tabla 3. Identificacion de levaduras aisladas en el medio selectivo para Brettanomyces

mediante secuenciacion del dominio D1/D2, del gen ribosomal 26S.

Cédigo Tamafio del amplificado % Identificacion final
(pb)* homologia®
F2 600-610 96 Meyerozyma
guillermondii

(ex Pichia guillermondii)

E3 600-610 99 Dekkera bruxellensis
E4 600-610 99 Dekkera bruxellensis
E5 600-610 98 Candida vinaria
E6 600-610 98 Candida vinaria
E7 600-610 100 Candida vinaria
E9 600-610 99 Dekkera bruxellensis
B10 600-610 99 Dekkera bruxellensis
B11 600-610 99 Dekkera bruxellensis
B12 600-610 98 Dekkera bruxellensis
PM14 600-610 99 Dekkera bruxellensis
LC16 600-610 99 Dekkera bruxellensis
LA17 600-610 100 Dekkera bruxellensis
VC20 600-610 99 Dekkera bruxellensis
K21 600-610 95 Pichia membranifaciens
S22 600-610 94 Dekkera bruxellensis
Cz23 600-610 91 Dekkera bruxellensis
T24 600-610 99 Dekkera bruxellensis
CH29 600-610 98 Dekkera bruxellensis
CZ30 600-610 100 Dekkera bruxellensis
CECT 600-610 100 Dekkera bruxellensis
11045

a: longitud del amplificado 26S, b: porcentaje de homologia de la secuencia en estudio respecto de la

secuencia de la base de datos.
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5.2. Produccién y adaptacion de inéculo de D. bruxellensis

Debido a que los ensayos se debian realizar en un medio de cultivo que
reflejara lo mas cercanamente posible las caracteristicas de los vinos, es decir baja
concentracion de azlcares, elevado contenido de etanol y bajo pH, la biomasa de las
diferentes cepas a estudiar debié ser adaptada a las condiciones del sustrato. Para
ello se evaluaron diferentes tiempos de incubacion, en condiciones crecientes de
etanol y de pH. Paralelamente se evalu6 la adicion de una fraccion de vino en los
medios para produccién de biomasa. El procedimiento consisti6 en un crecimiento
escalado en el cual se evaluaron dos cepas de D. bruxellensis, una cepa de referencia
CECT 11045 y una cepa nativa B11, en dos medios ambos basados en YPD liquido

pero preparados con el agregado de etanol al 6 % (S) o vino al 50 % (V).

Los recuentos finales obtenidos en ambos medios fueron similares, siendo de
7,3 log UFC/mL para la cepa de referencia y 7,6 log UFC/mL para la cepa nativa.
Ambos medios resultaron ser aptos para la produccion de biomasa, pero la adaptaciéon
de las mismas a las condiciones posteriores del ensayo (simil-vino) no fue similar

como se describird mas adelante.

La medicion simultanea de D.O. y recuento de células viables de dos de las
cepas, permitié calcular la ecuacion lineal que vincula estos dos parametros y asi
poder estimar, a partir de valores de D.O., la poblacion de levaduras alcanzada en los
in6culos, y consecuentemente la dosis de inoculacion de las distintas cepas de D.
bruxellensis. En la figura 10 se muestra la relacién entre la poblacion de células

viables y la D.O. para la cepa nativa B11.

8,5
8.0 y = 0,0521x + 6,8001 hd
! 2 _
| R®=0,8192 .
g 75 +
L
>
*
g: 7,0 —
—
6,5 hd ¢ CepaBll |
— Lineal (Cepa B11)
6,0 T T T T

0 5 10 15 20 25
DO

Figura 10. Relacion entre recuento de células viables y D.O. de la cepa nativa de D.
bruxellensis: B11.
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Por otro lado, se observé que para poblaciones menores a 10° UFC/mL el
seguimiento mediante D.O. fue dificultoso, ya que estaria por debajo de la sensibilidad
de la medicion utilizada. Por ello en todos los ensayos posteriores el monitoreo de las
poblaciones de D. bruxellensis se realizé mediante recuento de células viables por
siembra en superficie en medios de cultivo. La estimacidén del crecimiento mediante
D.O. sdlo fue utilizada para la preparacion de los indculos y estimacion de biomasa a
inocular en los sucesivos ensayos, y también para estimar las diluciones de siembra a
realizar durante los mismos ensayos. El uso de esta medicién posibilité la inmediata
toma de decisiones, ya que el recuento de células viables en el medio selectivo

Brettanomyces demora entre 5 a 7 dias en evidenciar colonias visibles de Dekkera.

5.3. Disefio y eleccion de medios de cultivo simil-vino

Para alcanzar el objetivo de este trabajo fue importante contar con un medio de
cultivo que simulara las condiciones del vino y que pudiera ser reproducido
modificando su composicion, principalmente es sus pardmetros de pH, etanol y
SO, libre.

El medio liquido simil-vino (Ferreira y col., 2006) originalmente propuesto en el
plan de trabajo fue evaluado en su capacidad para permitir el desarrollo de la cepa de
referencia D. bruxellensis CECT 11045. El ensayo fue realizado por triplicado
utilizando tres niveles de indculo adaptado (107, 10°y 10* UFC/mL) previamente puesto
a punto. Se monitore6 el desarrollo de las levaduras por D.O. y por recuento de células
viables por siembra en superficie en el medio selectivo para Brettanomyces y medio de
recuento total de levaduras WL (Oxoid).

Los resultados mostraron que este medio no permitié el desarrollo de esta
cepa, donde las poblaciones inoculadas no incrementaron su numero, y por el
contrario la viabilidad de las poblaciones se vio gradualmente disminuida. Al cabo de
10 dias los recuentos en este medio fueron menores a 100 UFC/mL

independientemente del nivel inicial de in6culo (Figura 11).
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Figura 11. Recuento de D. bruxellensis CECT 11045 en el medio simil-vino propuesto por
Ferreira y colaboradores (2006) inoculados con diferentes poblaciones iniciales A) 100
UFC/mL; B) 1000 UFC/mL; C) 10000 UFC/mL.

Como consecuencia de estos resultados, se comenzé a evaluar diferentes
medios de cultivo liquidos que emularan de mejor manera la composicién promedio de
un vino, pero que asimismo permitieran un 6ptimo desarrollo de esta especie. Luego
de una amplia revision bibliografica se disefiaron 4 medios de cultivo simil-vino los

cuales se describieron en la seccién de materiales y métodos (ver seccion 4.3.).

Dos cepas de D. bruxellensis (CECT 11045 y B11) fueron crecidas y adaptadas

en los dos medios de produccion de biomasa Sy V (ver seccion 4.2.).

Los resultados mostraron que la biomasa inoculada se encontraba bien
adaptada para desarrollar en los medios simil-vino, mostrando que los indculos
desarrollados en el medio que incluia vino en su formulacion (medio V) presentaba
una inmediata adaptacion con ausencia de fase lag, siendo seleccionado para futuros
ensayos (Figura 12).

57



Resultados y Discusion

LOG UFC/mL
IS

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (dias)

| —&— Medio S —8— Medio V

Figura 12. Desarrollo de la cepa D. bruxellensis B11 adaptada para produccién de biomasa en
dos medios diferentes (S y V) e inoculada en el medio A.

El desarrollo de las dos cepas de D. bruxellensis en los diferentes medios de
cultivo simil-vino evaluados se muestran en la figura 13. La cepa de referencia CECT
11045 mostré una fase de declinacién inicial en todos los medios, a pesar de su
adaptacion a las condiciones de ensayo, la cual fue seguida de una fase de
crecimiento o no, dependiendo del medio ensayado. En el medio C ambas cepas
mostraron una disminucion de la viabilidad, la cual fue mas 6 menos marcada
dependiendo de la cepa. En el medio D, la cepa de referencia presenté una drastica
disminucion de su poblacion, la cual se recuper6 lentamente hasta alcanzar valores
superiores a 10° UFC/mL, mientras que la cepa nativa B11 presenté dos incrementos
en su poblacién. Este comportamiento con dos fases de crecimiento sélo fue
observado en el medio que contenia vino en su formulacion, lo cual permiti6 suponer
que el primer aumento de la poblacion se debié a la utilizacion de los azlcares
disponibles en el medio, mientras que el segundo, fue realizado probablemente a
expensas de compuestos no identificados presentes en el vino. En los medios Ay B se
observé un mejor desarrollo de la cepa nativa siendo mayor en el medio con elevada
concentracion de azucares (medio A), mientras que para la cepa de referencia sélo el
medio A permitié el crecimiento hasta poblaciones superiores a 10° UFC/mL luego de

una prolongada fase lag (Figura 13).

58



Resultados y Discusion

LOG UFC/mL
» )]
—

18

2
1 \
0 4 ——A——A& A& — — . \
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (dias)
MEDIO A —8— MEDIO B MEDIO C —®— MEDIO D|
B
8
7
6
-4 5
E
2 4
S
o
o 3 .
|
2 2
1
0 : : : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (dias)

MEDIO A —8— MEDIO B MEDIO C —®— MEDIO D|

Figura 13. Desarrollo de las cepas CECT 11045 (A) y B11 (B) en los diferentes medios de

cultivo simil-vino evaluados.
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A partir de los resultados obtenidos se seleccion6é el medio V, para la
produccion y adaptacion de indculo, y el medio simil-vino B, para los ensayos que
simulan las caracteristicas del vino en condiciones controladas y reproducibles. Cabe
destacar que el medio seleccionado fue el que contenia una concentracién de
azucares similar a las cantidades que se encuentran en un vino terminado
(fructosa:glucosa:trehalosa 1,2:0,6:0,3 g/L), extracto de levadura, sales de amonio,
magnesio y potasio y vitaminas. Los resultados obtenidos en esta etapa permitieron
optimizar la produccion de biomasa y medio de cultivo simil-vino, los cuales se

utilizaron en los sucesivos ensayos.

D. bruxellensis presenta requerimientos nutricionales especificos que no han
sido completamente identificados. Aguilar-Uscanga y colaboradores (2000)
demostraron que el sulfato de amonio y el extracto de levadura tienen un efecto
significativo en el consumo de glucosa, el crecimiento y la produccién de etanol por
parte de D. bruxellensis. El extracto de levadura parece ser el componente mas
importante y significativo para el crecimiento (Aguilar-Uscanga y col., 2000). En un
vino donde D. bruxellensis puede desarrollar, este compuesto seria aportado por la
autolisis de las levaduras durante el mantenimiento sobre lias o las pequefas

cantidades de borras con los que el vino es llevado a barricas.

Por otro lado, cabe destacar que en diversos estudios donde se evalla el
crecimiento y la produccion de etilfenoles por D. bruxellensis se han utilizado
diferentes medios de cultivo, los cuales en su mayoria no reproducen completamente
la composicién del sustrato natural en el que crece la levadura (vino) (Barata y col.,
2008b; Oelofse y col., 2009; Joseph y col., 2013). Como se vera mas adelante el
medio seleccionado fue utilizado en todos los estudios posteriores mostrando, junto a

las condiciones elegidas, ser el adecuado para el estudio de esta levadura.
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5.4. Caracterizacion de la actividades enzimaticas relacionadas al metabolismo
de los acidos hidroxicindmicos y su relaciéon con la produccion final de fenoles

volatiles en condiciones simil-vino en diferentes cepas de D. bruxellensis

5.4.1. Evaluacién de la actividad cumarato decarboxilasa (CD) y vinilfenol
reductasa (VR)

Se utilizaron 5 cepas nativas de D. bruxellensis previamente aisladas a partir de
vinos contaminados e identificadas en nuestro laboratorio. Las cepas fueron
caracterizadas enziméaticamente evaluando su actividad cumarato decarboxilasa (CD)

y vinilfenol reductasa (VR) en medios de cultivo.

Los resultados mostraron que todas las cepas fueron capaces de consumir el
acido p-cumadrico, considerando que la concentracion adicionada al medio fue de 100
mg/L (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad CD y VR de cepas de D. bruxellensis y concentraciones de acido p-

cumarico residual y fenoles volatiles finales en medio de cultivo.

Cepa p-cumarico Actividad CD* 4-VF final Actividad VR** 4-EF final
(mg/L) (U/mg) (mg/L) (mU/mg) (mg/L)
B11 0? 29,72 + 4,63° 11,83 + 3,04° 76+1,7% 63,03 + 1,14°
PM14 0® 26,94 +9,27° 31,63 +9,89" 9,6 +0,3% 54,71 +5,21°
LAL7 0® 12,43 +0,31° 0® 25,0 +0,3" 68,32 +0,16°
VC20 0,06° 2557 +7,17% 47,95 +5,09° 12,5 +1,2° 38,03+0,14%
CH29 3,08° 19,55 + 11,28? 8,69 + 2,48% 21,4 +3,0° 63,96 + 2,38°

CD: cumarato decarboxilasa; VR: vinilfenol reductasa; 4-VP: 4-vinilfenol; 4-EP: 4-etilfenol.

* Una unidad (U) de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que consume 1 pmol
de &cido p-cumarico por minuto a 40 °C.

**Una unidad (U) de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que consume 1 pmol
de NADPH por minuto a 25 °C.

Los valores de la misma columna que presentan la misma letra no presentan diferencias significativas
(Test de Duncan p<0,05).

Las cepas evaluadas presentaron ambas actividades enzimaticas, pero sin
diferencias significativas en sus actividades CD (p<0,05). Con respecto a la actividad

VR, se detectaron diferencias significativas (p<0,05), formando dos grupos: las cepas
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LA17 y CH29 que presentaron las mayores actividades y las cepas B11, PM14 y VC20
que presentaron las menores actividades. Los resultados mostraron que no existié una
relacion directa entre las actividades enzimaticas y la produccion de fenoles volatiles
en el medio. Ejemplo de esto es que las cepas B1ll, PM14 y VC20 las cuales no
presentaron diferencias significativas en su actividad VR, pero si en la produccion de
etilfenoles. Apoyando esto Gltimo, al hacer un analisis mas general, las cepas que no
presentaron diferencias en ambas actividades enzimaticas, si presentaron diferencias

en las concentraciones producidas de fenoles volatiles.

La deteccion de 4-etilfenol se ha utilizado como método para identificar la
presencia de especies de Dekkera en el vino (Pélinitz y col.,, 2000). Dekkera
bruxellensis produce 4-etilfenol a través de la accién de las actividades enzimaticas
CD y VR (Chatonnet y col., 1992). En este trabajo, los resultados mostraron que todas
las cepas poseian ambas actividades enzimaticas. Nuestros resultados coinciden con
los obtenidos por Sangorrin y colaboradores (2013), quienes caracterizaron
fisiol6gicamente 14 aislados de D. bruxellensis y encontraron que todas las cepas
mostraron actividad CD y VR. Estos autores también encontraron que ninguna de las
cepas analizadas mostraron diferencias significativas en la actividad CD, mientras que
la actividad VR fue muy variable entre las mismas. En coincidencia con nuestros
resultados, los autores no observaron ninguna correlacion entre la actividad VR y la
produccion de 4-etilfenol. En contraste, Godoy y colaboradores (2009), quienes
analizaron 12 aislados de D. bruxellensis procedentes de diferentes paises (Chile,
Argentina y Espafia), encontraron que todas las cepas analizadas mostraron actividad

CD, pero sélo el 30 % mostraron actividad VR.
5.4.2. Produccién de fenoles volatiles en medio simil-vino

En la tabla 5 se muestran las concentraciones iniciales y finales de los AHCs y
etilfenoles de las 5 cepas de D. bruxellensis y los respectivos calculos de la eficiencia
de conversion. Se observé que la cepa CH29 fue la que dejé menor concentracion de
acido p-cumarico residual, mientras que la cepa LAl7 fue la que dejé la mayor
concentracion de é&cido p-cumarico al final del ensayo. No se observéd diferencia
significativa en la concentracion final de fenoles volatiles entre las cepas evaluadas a
pesar de que algunas de ellas presentaban diferencias significativas en la actividad
VR. La eficiencia de conversion del acido p-cumarico en 4-etilfenol fue del 63 al 66 % y
la del acido ferdlico a 4-etilguayacol fue de 28 a 40 % dependiendo de la cepa en

ambos casos.
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Uno de los hallazgos més significativos de nuestro estudio fue que las
diferentes concentraciones de etilfenoles producidos por las cepas en medio de cultivo
rico (ensayo enzimético), no se reprodujeron en condiciones de simil-vino. En este
ultimo caso, no se encontraron diferencias estadisticas en los niveles de fenoles
volatiles producidos por las diferentes cepas estudiadas. Las condiciones de
crecimiento pueden jugar un rol esencial. Resultados similares han sido observados
por Oelofse y colaboradores (2009), quienes encontraron diferencias entre los medios
sintéticos y el vino con respecto a la produccion maxima de 4-etilfenol y 4-etilguayacol
por 8 cepas de D. bruxellensis. En coincidencia con nuestros resultados, Curtin y
colaboradores (2013) demostraron que tres cepas de D. bruxellensis procedentes de
vinos australianos produjeron concentraciones de 4-etilfenol y 4-etilguayacol iguales
en un medio de vino modelo bajo condiciones de oxigeno limitantes. En contraste,
Conterno y colaboradores (2006) analizaron 47 aislados de D. bruxellensis de
diferentes areas geogréficas de todo el mundo y demostraron que la produccion de 4-
etilfenol y 4-etilguayacol fue muy variable entre los aislados ensayados en vino blanco.

Se puede observar que las concentraciones de precursores reales medidas por
HPLC en medio de cultivo el dia 0 del ensayo (luego de la inoculacién con las
levaduras) fueron levemente inferiores a las adicionadas, este hecho puede ser
atribuido a la adsorcién de los AHCs a las paredes de las levaduras como ha sido
sugerido por Salameh y colaboradores (2008), por lo tanto para el célculo de la
eficiencia de conversion se utilizaron los valores de AHCs reales medidos en el medio
simil-vino. En este estudio, las cinco cepas de D. bruxellensis fueron capaces de
metabolizar el &cido p-cumarico y ferulico con la produccion de sus respectivos fenoles
volatiles, pero la tasa de conversién de &cido ferulico fue menor que la del acido p-

cumarico.

63



Resultados y Discusion

Tabla 5. Concentraciones de &cidos hidroxicinAmicos y fenoles volatiles finales
cuantificados en el medio simil-vino inoculado con las diferentes cepas de D.
bruxellensis.

Cepas/
Compuestos precursores B11 VC20 CH29 PM14 LA17
y volatiles (ug/L)

Ac. p-cumarico inicial 4471 £ 177 4471+ 177 4471+ 177 4471 = 177 4471 =177
Ac. ferdlico inicial 704 + 297 704 + 297 704 + 297 704 + 297 704 + 297
Ac. p-cumarico final 743 + 46 853 + 76™ 646 + 48° 813 + 106" 871 + 38°
Ac. ferdlico final ND ND ND ND ND
4-etilfenol 2092 £499* 2193 +£49* 2154 +419* 2229 +226* 2122 +202°
4-etilguayacol 153 £ 11° 222 +31° 184 + 1362 210+ 3 212 + 31°
Fenoles volatiles totales 2325+510* 2415+80* 2338 +555* 2439+229* 2334 +233°
Relacién EF/EG 14 10 12 11 10
Eficiencia conversion EF (%) 63 66 65 67 64
Eficiencia conversion EG (%) 28 40 33 38 38

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre las cepas (Test de Fisher p<0.05).
ND: No detectado.

La deteccién del acido p-cumarico se realiza comunmente mediante métodos
cromatogréaficos. Medawar (2003) mostré6 una discrepancia entre la concentracion
inicial de &cido p-cuméarico afiadido al medio de fermentacion y el andlisis mediante
HPLC inmediatamente después de la adicién del acido. Esta misma situacién fue
observada en nuestros ensayos, cuando se evalud la bioconversién del acido p-
cumarico en fenoles volatiles. La suma de vinilfenol, etilfenol y el acido p-cumarico
residual medidos al final del ensayo fue inferior a la concentracion inicial de acido p-
cumarico cuantificada al inicio del ensayo. La esterificacion del acido p-cumarico con
etanol, como han sugerido Salameh y colaboradores (2008), podria explicar la falta de
estequiometria de la reaccién enzimatica. Estos hechos también pueden explicar la
relativamente baja eficiencia de conversién de los AHCs en etilfenoles observada en
nuestro estudio, que fueron inferiores a los reportados en otros estudios, que
superaban el 90 % (Dias y col, 2003b; Harris y col., 2008). Una posible explicacién es
que estos autores trabajaron con concentraciones de acido p-cumarico 20 veces mas
altas que en nuestro estudio, y por lo tanto los niveles de etilfenoles estaban

claramente dentro del limite de deteccién de las técnicas empleadas.
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Nuestro ensayo es el primero que informa resultados obtenidos simulando las
condiciones reales de los vinos de nuestro pais, evaluando la conversion del acido p-
cumarico y acido ferulico en las concentracion y proporciones (8:1) promedio que se

encuentran naturalmente en los vinos.

5.5. Relacion entre la concentracion de acidos hicroxicinamicos precursores y la

produccién de etilfenoles en medio simil-vino

Con el objeto de conocer si la concentracion de AHCs inicial influye en la
concentracion final de etilfenoles producidos en condiciones simil-vino se realizd un
ensayo con 3 cepas hativas de D. bruxellensis que presentaban diferente actividad

vinilfenol reductasa, de mayor a menor: CH29, VC20 y B11 (seccién 5.4.1.).

Las concentraciones de vinil y etilfenoles encontradas en los medios
aumentaron a medida que aumentd la concentracién de precursores en el mismo,
mostrando diferencias significativas entre las cepas s6lo en el medio con la mayor
concentracion de precursores (Tabla 6). La cepa B11, presenté una menor eficiencia
en la transformacion en el medio con la mayor concentracion de precursores. En este
medio los precursores no fueron totalmente transformados en etilfenoles, encontrando
aun concentraciones de vinilfenoles (compuestos intermediarios) al final del ensayo
(Tabla 6).

65



Resultados y Discusion

Tabla 6.Concentraciones de acidos hidroxicinamicos y fenoles volatiles finales cuantificados en el medio simil-vino inoculado con las
diferentes cepas de D. bruxellensis.

Cepas/ D. bruxellensis B11 D. bruxellensis VC20 D. bruxellensis CH29
Compuestos precursores
) C25 C6 C 10 C25 C6 C 10 C25 C6 C 10
y volatiles (ug/L)

Ac. p-cumadrico inicial 1890 4360 7190 1890 4360 7190 1890 4360 7190
Ac. ferdlico inicial 220 450 880 220 450 880 220 450 880
Ac. p-cumérico final 129+34*  518+33° 3021 +2300° 466+268° 325+240%° 738+378"°  193+156° 135+5% 870 + 22°
Ac. fertlico final 37 +13° 156 + 20° 473 £ 211° 46 + 3° 47 +31° 77 £ 39° 55+ 0% 67 + 8% 87 + 15°
4-vinilfenol trazas 57 +1° 107 + 26° +3° 27 £ 22° 55 + 22° 117 + 41° 104 + 85° 174 + 163°
4-vinilguayacol 5+3% 26 +5°% 21+ 14° +2° 13+3? 23+7° 13+ 2° 21 £19° 35 + 26°
4-etilfenol 1308 +51* 2798 + 153" 1668 +990° 1452 +128% 3278 +518" 4320+320° 1393 +588" 1838 + 999 3026 + 936™
4-etilguayacol 132 +14° 290 + 29° 305 + 2372 114 + 12° 356 + 56° 533 +1° 124 + 45° 238 +118% 444 +110%
Fenoles volatiles totales 1446 +118% 3171 +187% 2102 +1267° 1580 + 145° 3675+ 599" 4932 +350° 1647 +676° 2201 + 1221% 3679 + 1236°
Relacion EF/EG 10 10 6 13 9 8 11 8 7
Eficiencia conversién EF (%) 90 85 30 100 100 78 96 56 55
Eficiencia conversion EG (%) 75 72 44 65 89 77 71 59 64

Letras diferentes indican diferencias significativas entre cepas para una misma concentracion de precursores (Test de Fisher p< 0.05).

66



Resultados y Discusion

A pesar de que las cepas fueron seleccionadas por su diferente actividad VR en
medio de cultivo, estas diferencias no se evidenciaron en el medio simil-vino, ya que las
concentraciones de vinilfenoles detectadas no presentaron diferencia significativa entre
las cepas, y estuvieron mas relacionas con las concentraciones iniciales de precursores
presentes en el medio. La presencia de estos compuestos intermediarios puede deberse
a que el ensayo fue finalizado a los 45 dias donde probablemente la transformacién a
etiifenoles adn no habia finalizado. En general, no se observd una relacion
estequiométrica entre la concentracion de precursores y la producciéon de fenoles volatiles
en medio simil-vino, donde la eficiencia de conversiéon de acido p-cumarico a 4-etilfenol
fue de un 30 % a un 100 % dependiendo de la cepa y de la concentracion inicial de
precursores. La eficiencia de conversién de acido ferllico a 4-etilguayacol fue menor y
estuvo comprendida entre un 44 a 89 %, nuevamente podriamos inferir que este bajo
nivel de conversion puede deberse a las muy bajas concentraciones de compuestos con

que se trabajo, los cuales pueden ser inferiores al limite de deteccién de la técnica.

Con el objeto de confirmar la viabilidad de las cepas durante todo el ensayo, las
poblaciones viables de D. bruxellensis fueron monitoreadas (Figura 14). Los resultados
mostraron que las cepas evaluadas se comportaron de manera diferente segun las
concentraciones de precursores ensayadas. Los efectos se observaron sélo durante los
primeros dias del ensayo debido a que luego los AHCs habrian sido probablemente
metabolizados. Transcurrido este tiempo inicial las poblaciones se comportarian de un
modo similar alcanzando poblaciones superiores a 10° UFC/mL dependiendo de la cepa.
La reduccion de la viabilidad de la cepa B1ll durante los primeros dias de ensayo
observada en el medio con mayor concentracion de precursores, podria explicar el hecho
de que esta cepa dejara cantidades significativamente mayores de precursores que las
otras cepas. En el momento el cual se detuvo el ensayo (45 dias) la cepa B11 aun no

habia finalizado el metabolismo de los AHCs (Figura 14).

67



Resultados y Discusion

i

N

B
A 8 8
7 7
6 T 6 | g
-
EST F——1 ES
o L1 2
2 4 L
[O) Q
0 3 T 9 3
2 2
1 1
0 T T T T T T T T T 0 T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10
Tiempo (dias)
2,5mg/L —®— 6mg/L —&— 10 mg/L

15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (dias)

2,5mg/L —®— 6 mg/L —&— 10 mg/L

c

LOG UFC/mL
£

15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias)

2,5mg/L —8— 6mg/L —&— 10 mg/L|

Figura 14. Poblaciones viables de las cepas nativas de D. bruxellensis B11 (A), V20 (B) y CH29 (C) en medio simil-vino con diferentes

concentraciones de acidos hidroxicinamicos.
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5.6. Determinacion de la etapa del crecimiento de D. bruxellensis donde se

sintetizan los fenoles volatiles en condiciones simil-vino

Para estudiar el metabolismo de D. bruxellensis durante el proceso de elaboracion
del vino resulta esencial elegir las condiciones experimentales apropiadas, el uso de un
medio simil-vino puede resultar adecuado para este propésito (Vigentini y col., 2008).
Estos tipos de medios de cultivo tienen una composicién quimica bien definida, lo que
permite un analisis realista de los sustratos utilizados y de los productos formados en
condiciones simil-vino. Estas condiciones deben incluir un ambiente &cido, una cantidad
adecuada de etanol (al menos 10 %), la presencia de fuentes de carbono que
eventualmente aparecen en el vino (como fructosa residual y diversos acidos carboxilicos,
incluyendo trazas de AHCs), una cantidad limitada de oxigeno y un largo periodo de

incubacién (Vigentini y col., 2008).

Con el objeto de conocer el momento durante el crecimiento de D. bruxellensis en
el cual los AHCs son transformados en los respectivos fenoles volatiles en condiciones
simil-vino, se realiz6 un ensayo con las 5 cepas nativas previamente descriptas. Se utilizd
el medio de cultivo simil-vino B al cual se le agregd una concentracion de precursores de
6 mg/L (p-cumarico:ferulico 8:1) y se mantuvo a 28 °C durante 60 dias en condiciones de
oxigeno limitante. Durante todo el ensayo las poblaciones totales (D.O.) y las viables
(UFC/mL) fueron monitoreadas. Paralelamente en cada punto de muestreo se
determinaron los AHCs precursores, los fenoles volatiles producidos, los azlcares, acidos

organicos y alcoholes.

Los resultados mostraron que en general todas las cepas tuvieron un
comportamiento similar. Las cepas inoculadas en elevadas poblaciones (5,6 + 1,7 x 10°
UFC/mL) fueron capaces de desarrollar rapidamente en el medio simil-vino aumentando
su poblacion alrededor de un logaritmo antes de entrar a la fase estacionaria. Las curvas
de crecimiento mostraron dos fases. El primer ciclo de crecimiento se observo durante los
primeros 20-25 dias de ensayo alcanzando poblaciones maximas de 6 x 10° UFC/mL, las
cuales luego de una fase estacionaria disminuyeron levemente. Posteriormente se
produjo un segundo ciclo de crecimiento comprendido entre los 27 y 39 dias de ensayo,
donde el incremento de las poblaciones fue menor que para el primer ciclo y se observo
una poblacién méaxima de 1 x 10° UFC/mL. Luego de este segundo incremento de la

poblacion, la viabilidad de las poblaciones decrecié gradualmente a distintas velocidades
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dependiendo de la cepa (Figura 15). Es importante remarcar que este tipo de curva con
dos ciclos de crecimiento ya se habia observado para la cepa nativa B11 crecida en el
medio D, el cual era basicamente un vino diluido (seccién 5.3.) y también en 2 de las 3
cepas evaluadas en el medio simil-vino con diferentes concentraciones de precursores

(seccién 5.5.).
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Figura 15. Poblaciones viables de las 5 cepas nativas de D. bruxellensis en medio simil-vino con 6
mg/L de acidos hidroxicinamicos durante 60 dias.

El crecimiento de D. bruxellensis ha sido ampliamente estudiado con resultados
variables (Dias y col., 2003b; Barata y col., 2008b; Vigentini y col., 2008; Curtin y col.,
2013). Las curvas de crecimiento de D. bruxellensis presentan diferencias en los distintos
estudios, lo cual podria atribuirse a las condiciones de ensayo particulares utilizadas en
cada uno (Barata y col., 2008b). Vigentini y colaboradores (2008) sugirieron que la etapa
de adaptacién mediante un pre-cultivo en un medio que contenia 10 % de etanol produjo
diferentes respuestas en el crecimiento de las diferentes cepas analizadas. Fugelsang y
Zoecklein (2003) describieron dos tipos de ciclos de crecimiento para D. bruxellensis en
vino Pinot Noir. Uno de ellos mostré una curva en forma de campana, y el otro mostré una
segunda fase de crecimiento, lo cual es similar a nuestras observaciones. Nuestros
resultados concuerdan con Coulon y colaboradores (2010) quienes observaron una curva
de crecimiento bifasico (similar a las nuestras) de las poblaciones viables de varias cepas
D. bruxellensis que crecieron en vinos embotellados. La habilidad de reanudar el
crecimiento después de un descenso de las poblaciones viables parece ser tipico de D.
bruxellensis (Barata y col., 2008a), pero este comportamiento so6lo se ha informado

cuando la levadura crece en vinos o en condiciones simil-vino y cuando la observacion ha
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sido realizada por un tiempo suficientemente largo para ser evidenciado (mas de 30 dias).
Aguilar Uscanga y colaboradores (2000) propusieron la hipotesis de que la supervivencia
de D. bruxellensis es el resultado de su excepcional resistencia a condiciones

nutricionales minimas.

Por otro lado, la reduccién de la poblacion evidenciada en el recuento de células
viables en nuestro ensayo podria también ser explicada mediante la hip6tesis de que las
células, una vez agotados los nutrientes y metabolizados los AHCs, podrian haber
entrado en un estado viable pero no cultivable (VBNC) para luego recuperarse mostrando
un segundo incremento de sus poblaciones viables. El fenotipo viable pero no cultivable
(VBNCQC), el cual se caracteriza por la incapacidad de la célula de multiplicarse en medios
de cultivo, a pesar de que estiq viva y mantiene su actividad metabdlica, ha sido
ampliamente observado en bacterias y levaduras, incluyendo aD. Bruxellensis (Kell y col.,
1998; Cocolin y Mills, 2003; Serpaggi y col., 2012). Estudios recientes han mostrado que
el diéxido de azufre induce el estado VBNC en esta especie de levadura (Du Toit y col.,
2005; Agnolucci y col., 2010). Sin embargo, la induccién de un estado VBNC en Dekkera
a través de otros productos quimicos o factores ambientales, incluyendo el agotamiento
de nutrientes o las concentraciones de oxigeno limitantes, nunca se ha demostrado que
exista de manera concluyente, a diferencia de estudios realizados en ciertas bacterias
(Oliver, 2010).

Para tratar de interpretar mas profundamente las curvas de crecimiento
observadas para las distintas cepas de Dekkera en medio simil-vino, se monitorearon las
concentraciones de azlcares (fructosa, glucosa y trehalosa) y los posibles compuestos
productos del metabolismo como son los acidos organicos (acidos citrico, malico, lactico,

succinico y acético) y los alcoholes (glicerol y etanol).

Todas las cepas presentaron un comportamiento similar respecto al consumo de
fuentes de carbono y produccién de compuestos orgénicos (Figuras 16 A, B, C, D y E).
Durante el primer ciclo de crecimiento de las levaduras, se evidenci6é el consumo de todos
los azlcares presentes en el medio simil-vino, con excepcion de una cepa (CH29) la cual
completo la degradacion de la trehalosa a los 60 dias (Figura 16 C). En general, las cepas
consumieron completamente la glucosa en 3-5 dias, la fructosa en 10-12 dias y la
trehalosa en 19-20 dias. Paralelamente se registré un incremento leve y gradual del acido

succinico, mientras las concentraciones de etanol, glicerol y acido acético se mantuvieron
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estables durante todo el ensayo. No se registraron concentraciones de acido citrico,

malico y lactico (Figuras 16 A, B, C, Dy E).
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Figura 16. Seguimiento de las poblaciones viables de D. bruxellensis y concentraciones de
azlcares, acidos organicos y etanol en medio simil-vino de las cepas B11 (A), VC20 (B), CH29 (C),

PM14 (D) y LA17 (E).
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Estos resultados sugieren que las dos fases del crecimiento observadas
anteriormente, no podrian ser atribuidas a un crecimiento diduxico, en el cual el segundo
incremento en la poblacion se relacionaria al consumo de azucares residuales como la
trehalosa, ya que en general todos los azlcares disponibles en el medio se consumieron
durante el primer ciclo de crecimiento. Por lo tanto, la reduccién de la poblacién asociada

a un estado VBNC de las células parece ser la hipétesis mas acertada.

Nuestros resultados coincidieron con Barata y colaboradores (2008b) quienes
observaron que el consumo de las fuentes de carbono presentes en el medio de cultivo
(glucosa y fructosa) fueron consumidas durante el crecimiento activo de la levadura. Por
otro lado, Chatonnet y colaboradores (1995) analizaron el rol de los azlcares (glucosa,
fructosa, galactosa y trehalosa) en el crecimiento y la produccion de etilfenoles por D.
bruxellensis y concluyeron que 275 mg/L de azUcares residuales contenian el suficiente
carbono para apoyar el desarrollo de esta levadura y, consecuentemente, la produccién
fenoles volatiles. En concordancia con esto, nuestros resultados mostraron que 210 mg/L
de azucares residuales (glucosa, fructosa y trehalosa) fueron suficientes para permitir el
crecimiento de D. bruxellensis. Los azucares fueron completamente consumidos durante
la primera fase de crecimiento, pero el consumo de glucosa y fructosa fue mas rapido que
el de trehalosa. S6lo unos pocos estudios han informado sobre la cinética de utilizacion de
la fructosa y de la trehalosa por Dekkera/Brettanomyces en presencia de etanol y otras
fuentes de carbono y/o bajo otras condiciones de estrés. Nuestros hallazgos son similares
a los reportados por Dias y colaboradores (2003b) quienes encontraron que la velocidad
de consumo de trehalosa por D. bruxellesis fue mucho menor que la de la glucosa en
condiciones enoldgicas. Por otra parte, Vigentini y colaboradores (2008) encontraron que
D. bruxellensis prefirio el uso de la fructosa como fuente de carbono en un medio sintético

con una alta concentracion de etanol.

Estudios recientes han demostrado que en condiciones de oxigeno limitantes,
como las utlizadas en nuestros ensayos, la produccion de &cido acético es
significativamente menor que en condiciones aerébicas (Curtin y col., 2013). En nuestro
ensayo ninguna de las cepas produjo un incremento significativo del &cido acético lo cual

concuerda con la bibliografia mencionada.

Para conocer en qué etapa del crecimiento de D. bruxellensis se produce la

transformaciéon de los AHCs precursores a fenoles volatiles, se monitorearon las
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concentraciones de &cido p-cumarico/ferulico y los vinil/etilfenoles durante el transcurso

de todo el ensayo.

Los resultados mostraron que todas las cepas se comportaron de manera similar.
Durante el primer ciclo de crecimiento de la levadura se produjo la completa
transformacion de los precursores hidroxicindmicos a fenoles volatiles. A partir del tercer
dia se evidencié una rapida degradacion del &cido p-cumarico y ferdlico, donde entre el 65
y 83 % de la concentracion inicial fue transformada en los primeros 10 dias de ensayo. En
este mismo periodo, se observo la mayor produccion de etilfenoles, la cual se evidenci6 a
partir del tercer dia. El 63—77 % de la concentracion final de etilfenoles fue producida en
los primeros 10 dias. Los resultados mostraron que la maxima produccién de etilfenoles
ocurrié en la fase exponencial tardia y estacionaria temprana de la curva de crecimiento
de la levadura. Los compuestos intermediarios (vinilfenoles) no fueron detectados,
indicando que la transformacion a etilfenoles se produciria de manera inmediata para

estos niveles de poblacién (Figuras 17 A, B, C, Dy E).

Nuestros resultados son consistentes con estudios que muestran que la
transformacion de AHCs en etilfenoles se produce durante el crecimiento activo de la
levadura D. bruxellensis (Harris y col., 2008; Benito y col., 2009; Oelofse y col., 2009;
Coulon y col., 2010; Joseph y col., 2013), y disienten con otros autores que sugieren que
debe ocurrir un crecimiento acumulativo de esta levadura para que se comience a

producir el defecto (Fugelsang y Zoecklein, 2003).
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Figura 17. Seguimiento de las poblaciones viables de D. bruxellensis y concentraciones de
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PM14 (D) y LA17 (E).
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Figura 17 (continuacién). Seguimiento de las poblaciones viables de D. bruxellensis y
concentraciones de precursores y fenoles volatiles en medio simil-vino de las cepas B11 (A), VC20
(B), CH29 (C), PM14 (D) y LA17 (E).

Nuestros resultados muestran que el consumo de los acidos p-cumarico y ferdlico
se realiz6 de manera simultanea en todas las cepas evaluadas (Figuras 17 A, B, C, Dy
E). Este resultado difiere de lo encontrado por Oelofse y colaboradores (2009) quienes
sugirieron que diferentes cepas de D. bruxellensis cultivadas en vino adicionado con
cantidades similares de ambos compuestos (100 mg/L) prefirieron la via de conversion de
acido ferulico que la del acido p-cumarico. Este hecho podria explicarse debido a que el
acido ferulico es ligeramente mas téxico para la levadura que el acido p-cumarico, y
consecuentemente, la absorcion y la tasa de conversién fue mas rapida en un intento de

la levadura de detoxificar el medio ambiente. Esta tendencia no se observé en nuestro
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estudio, principalmente debido a la baja concentracion de acido ferdlico (0,7 + 0,3 mg/L)

afadido al medio; 8 veces menor que de acido p-cumarico.

Nuestro trabajo refleja una relacion entre el estado fisiologico de D. bruxellensis y
su capacidad para producir etilfenoles. Las poblaciones cultivables parecerian de hecho
ser capaces de sintetizar las mayores cantidades de etilfenoles. En concordancia con
esto, Serpaggi y colaboradores (2012) sugirieron que las poblaciones -cultivables
producen mayores concentraciones de etilfenoles que las células viables pero no

cultivables.

Basado en la demostracion del vinculo existente entre las células en crecimiento y
la produccion elevada de etilfenoles, se plantea la construccion de un modelo predictivo
de crecimiento/no crecimiento de D. bruxellensis en medio simil-vino ya que inhibiendo el

desarrollo de la levadura se evitaria la produccion de defecto.

5.7. Contruccion de modelo probabilistico de crecimiento/no crecimiento de D.

bruxellensis en condiciones simil-vino

Para la construccién del modelo se analizaron un total de 756 casos (189 en cada
nivel de la variable dummy), con una distribucién total entre datos de crecimiento/no
crecimiento de 321/435, respectivamente. Para todos los pocillos seleccionados al azar
(38), la suposicion de crecimiento/no crecimiento fue confirmada satisfactoriamente en
medio agar YPD. Esta tarea se llevd a cabo mediante la comparacion de los recuentos en
los diferentes tiempos de muestreo con respecto al nivel de inéculo inicial. Se introdujo la
variable dummy en el modelo global en lugar de generar distintos modelos para cada
valor de tiempo especifico, debido a que los patrones de inhibicién en las interfaces de
crecimiento/no crecimiento fueron similares para los diferentes valores de tiempo, los
cuales so6lo mostraban un desplazamiento paralelo (datos no mostrados). En esta
circunstancia, un modelo con el tiempo como variable dummy resulté ser mas simple que
varios modelos para cada valor de tiempo. Las unidades utilizadas para el desarrollo del

modelo se adaptaron a la terminologia utilizada por los productores de vino.
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5.7.1. Modelo logistico global

El modelo probabilistico global present6 un buen ajuste a los datos como se
evidencia en las siguientes pruebas estadisticas: Rho-cuadrado de McFadden, 0,629; R?
de Nagelkerke 0,774; prueba de razén de verosimilitud 2*(LL (N)-LL(0)=648,648,
p<0,0001 (8 df); test de Chi-cuadrado de Hosmer y Lemeshow =10,209, p=0,251 (8 df).
Ademas, el porcentaje total de éxitos fue de 88,4 %, con una sensibilidad del 86,3 % y
una especificidad del 89,9 %. Se obtuvieron a partir de la ecuacion las proporciones de
falsos positivos y falsos negativos, 15,2 % y 11,2 % respectivamente.

En la tabla 7 se muestran los coeficientes significativos (p=0,05) retenidos en el
modelo, después del procedimiento de seleccion. De este modo, se obtuvo la ecuacién

final:

Logit (p) = Ln (p/(1-p)) = 67,18 -12,76*[pH] -5,11*[Et] -1,48*[SO- libre] +1.05*[Et*pH]
+0,35*[SO; libre*pH] +t (4)

La variable dummy toma los valores de t=-3,09 para el primer nivel (t=1, 7 dias),
t=-1,05 para el segundo nivel (t=2, 14 dias), y t=-0,53 para el tercer nivel (t=3, 21 dias),
mientras que t=0,00 se toma como el valor de referencia (t=4, 30 dias). El valor dummy 1
(-3,09) significa una disminucion en el logit (p) desde el momento de referencia (30 dias)
cuando se desplaza de éste al primer periodo de muestreo (7 dias). Interpretaciones
similares se pueden dar para el resto de los valores dummy. Por otra parte, los valores de
probabilidad obtenidos con dummy 1, dummy 2 y dummy 3 indicaron que estos valores,
gque representan la probabilidad que un evento ocurra /probabilidad de que no ocurra,
disminuyeron en un factor de 0,05, 0,35 o 0,59, cuando se observé crecimiento a 7, 14 o
21 dias, respectivamente (Tabla 7). En otras palabras, esto significa que la probabilidad
de crecimiento aumenté a medida que pasaba el tiempo, aunque no hubo diferencias
significativas entre el tercero y cuarto nivel de la variable dummy (21 y 30 dias) (Tabla 7).
La interpretacion de los otros coeficientes no es tan sencilla porque sus interacciones
también fueron significativas. Por lo tanto los efectos de las variables y sus interacciones
se podrian interpretar mas facilmente de un modo grafico como se muestra a las

secciones sucesivas.
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Tabla 7. Coeficientes del modelo logistico global (p<0,05) con sus respectivas razones de probabilidad y valores estandarizados.

Razon de

Coeficientes Error probabilidad Error Coeficientes Error Wald
Pardmetros estimados estandar (“odds ratio”) estandar estandarizados  estandar Chi-cuadrado
Constante 67,182 20,300 - - - - -
pH -12,756 5,263 0,000 0,000 -2,231 1,094 4,157
Etanol -5,112 1,426 0,006 0,009 -7,021 2,431 8,339
SO, libre -1,484 0,227 0,227 0,051 -13,712 2,878 22,705
Dummy 1 -3,098 0,427 0,045 0,019 0,878 0,162 29,045
Dummy 2 -1,050 0,370 0,350 0,130 0,529 0,140 14,346
Dummy 3 -0,532 0,367 0,588 0,215 0,479 0,144 11,106
"Dummy 4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
Etanol*pH 1,047 0,369 2,850 1,053 6,071 2,591 5,491
SO, libre*pH 0,348 0,058 1,416 0,082 11,907 2,872 17,191

"Dummy 4 (30 dias) usado como valor de referencia.
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5.7.2. Superficies de crecimiento/no crecimiento 3D

Se obtuvieron las superficies de crecimiento/no crecimiento en cada tiempo de
muestreo en funcién de las tres variables cuantitativas fijando un nivel de probabilidad en
la ecuacién (4) y graficando el valor resultante en un eje 3D. Esta presentacién es
conveniente para estudiar simultdneamente el efecto de las variables y sus interacciones.
La figura 18 muestra los graficos para 7 (t=1), 14 (t=2), 21 (t=3) y 30 (t=4) dias para una
probabilidad de crecimiento seleccionada de 0,01. Como se puede deducir, las superficies
siempre tuvieron un buen ajuste general con este valor de probabilidad, y los circulos
(condiciones donde crecio la levadura) estuvieron siempre por debajo de la superficie, que
delimita claramente la region de inhibicion (por encima de la superficie no se evidencio
crecimiento). Se encontraron diferencias significativas entre los resultados obtenidos en el
tiempo t=1 respecto a los obtenidos en los otros periodos de tiempo evaluados. Los
resultados obtenidos en t=2 fueron significativamente diferentes de los obtenidos en t=3 y
t=4, pero los resultados en t=3 y t=4 fueron similares (Tabla 7). Esto indica que la
respuesta de crecimiento de D. bruxellensis fue diferente en el tiempo y la interfaz
inhibidora se desplaz6 con el mismo, mostrando un namero considerablemente mayor de
los circulos de crecimiento en t=3 y t=4 que en t=1 y t=2. Las superficies 3D obtenidas en
los diferentes tiempos de muestreo (Figura 19) se pueden utilizar para determinar
diferentes combinaciones de las variables cuantitativas que podrian preservar
adecuadamente (p=0,01) el vino de 7 a 30 dias. Sin embargo, es dificil calcular estos
valores directamente a partir de la figura 18, asi como determinar la importancia de cada
variable individual, por lo tanto otras representaciones graficas pueden ser mas
explicativas y Utiles desde un punto de vista practico como se mostrara en las secciones

siguientes.
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Figura 18. Interfaces de crecimiento/no crecimiento 3D para un nivel de probabilidad de 0,01 en

funcion del pH, del etanol (%, v/v) y del SO, libre (mg/L) para los 4 periodos de tiempo estudiados
(t=1, 7 dias; t=2, 14 dias; t=3, 21 dias; t=4, 30 dias). Los circulos abiertos muestran las condiciones

donde la levadura D. bruxellensis CH29 fue capaz de crecer.

82



Resultados y Discusion

5.7.3. Perfiles de inhibicién de crecimiento para cada factor individual

Los perfiles (cambios en las probabilidades de crecimiento) en funcién de cada
factor inhibidor se pueden calcular facilmente de la ecuacion (4), utilizando la siguiente

ecuacion general:

1
p= 1 + ¢—((67.182)— 12.756-pH — 5.112-Et — 1.484-SO; + 1.047-Et-pH + 0.348-SO;-pH+t)

()

A partir de esta ecuacion, la probabilidad de crecimiento para cada variable
especifica se puede determinar, fijando los niveles de las otras dos variables. Los graficos
que se obtienen representan los perfiles inhibitorios de cada variable cuantitativa en

funcién de su concentracion.

Los cambios en la probabilidad de crecimiento en funcion del pH para t=1 y t=4
para las diferentes concentraciones de etanol ensayadas se muestran en la figura 19. A
partir del grafico podemos observar por ejemplo que: las concentraciones de 50 mg/L de
SO, libre fueron siempre inhibitorias, sin importar el nivel de pH ensayado. Mientras que
para las otras concentraciones de SO, libre evaluadas, la probabilidad de crecimiento se
incrementé cuando el pH aument6. Ademas, el perfil de probabilidad fue fuertemente
afectado por la presencia de etanol. De este modo, en ausencia de SO, libre, no hubo
practicamente inhibicién cuando el contenido de etanol fue de 10,0 o 12,5 %, pero la
probabilidad disminuy6 considerablemente cuando el nivel de etanol aumentd hasta 15 %.
A esta concentracion de etanol, los perfiles para los periodos de tiempo t=1 y t=4 fueron
marcadamente diferentes, mientras que para 10,0 y 12,5 % fueron muy similares (Figura
19). El aumento de SO, libre disminuy6é notablemente la probabilidad de crecimiento,
independientemente del pH o el periodo de tiempo. También se observd que para los
mismos niveles de las variables cuantitativas, la probabilidad de crecimiento aument6 con
el tiempo (probabilidad de crecimiento para t=4 fue mayor que para t=1), excepto para el

nivel mas alto de SO, libre.

En la figura 20 se muestra el perfil de probabilidad en funcion de la concentracion

de etanol para los tiempos t=1 y t=4 y para diversos niveles de pH. Se puede observar
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gue con 50 mg/L de SO, libre, no hubo crecimiento, independientemente de los niveles de
los demas variables estudiadas. Con respecto a la concentracion de etanol, la
probabilidad de crecimiento se redujo cuando la presencia de este compuesto aumento.
Una vez mas, cuando el periodo de tiempo aumenté (a partir de t=1 a t=4), la probabilidad

de crecimiento también aumento.

La figura 21 muestra la probabilidad de crecimiento en funcién de la concentracion
de SO, libre, para t=1 y t=4 y para los diversos niveles de pH y etanol. Como se puede
observar, la probabilidad de crecimiento se redujo considerablemente cuando la
concentracion de SO, libre aumentd, mostrando un efecto mas marcado en el nivel de pH
mas bajo. A un pH de 3,4 y por encima de 50 mg/L de SO, libre, no hubo crecimiento
independientemente de la concentracion de etanol o del periodo de tiempo evaluado. Sin
embargo, cuando el pH aumentd el efecto inhibidor del SO, libre disminuyé. Por lo tanto, a
pH=3,7, la concentracion requerida de SO, libre para alcanzar una probabilidad de
crecimiento de 0,01 estuvo ligeramente fuera de la region experimental utilizada en este
estudio (50 mg/L) a 10 % de etanol, mientras que a la misma concentracién de etanol y a
pH 4,0 la probabilidad de crecimiento estuvo comprendida entre 0,3 y 0,9 para 50 mg/L de
SO, libre.
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Figura 19. Perfiles de probabilidad de crecimiento en funcién del pH, manteniendo fijos los niveles

de etanol en 10; 12,5 y 15 % (v/v), y los niveles de SO2 libre en 0, 30 y 50 mg/L para t=1 (7 dias) y
t=4 (30 dias).
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and 15 % (v/v) para t=1 (7 dias) y t=4 (30 dias).
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5.7.4. Interfaces de crecimiento/no crecimiento en funciéon de dos variables

La figura 22 muestra las interfaces de crecimiento/no crecimiento 2D de D.
bruxellensis para una probabilidad de crecimiento de 0,01 en funcién del pH y del SO,
libre para los diversos niveles de etanol. La ventaja de usar estas interfaces es que el
etanol no es una variable que puede ser facilmente manipulada en vinos, ya que sus
niveles estan sujetos al proceso fermentativo. Por lo tanto, para lograr la inhibicion de
levadura la industria podria deducir facilmente a partir de tales gréficos la concentracion
requerida de SO, libre o las modificaciones en el pH a realizar a través de la adicion de
acido tartarico. En cualquier caso, también es posible calcular otras interfaces de
crecimiento/no crecimiento a partir de la ecuacién general para cualquier probabilidad de
crecimiento dada.

Se puede concluir a partir de la figura 22 que cuando la concentracién de etanol
aumento, las interfaces se desplazaron hacia la izquierda, lo que indica un claro efecto
inhibitorio de este compuesto en el crecimiento de la levadura. Las interfaces 2D
generadas demostraron que la inhibicion por un corto periodo de tiempo (t=1) se logré con
un pH mas bajo y concentraciones de SO, libre mas altas para el mismo nivel de etanol.
Cuando el tiempo aumentd, las interfaces se movieron hacia la derecha. Por lo tanto, la
concentracion de SO, libre requerida para preservar un vino con 10 % de etanol durante
un periodo de tiempo de 7 dias a pH 3,4 fue de aproximadamente 33 mg/L, pero para
alcanzar una inhibicién durante 30 dias la concentracion de SO, libre necesaria fue de 43
mg/L. Sin embargo, cuando la concentracion de etanol aumentd a 15 %, la preservacion
del vino durante 7 dias se logré con so6lo 7 mg/L de SO, libre, y fueron necesarios 17 mg/L
para preservarlo durante 30 dias. De la misma manera, con 12,5 % de etanol y a pH 3,7
para una probabilidad de crecimiento de 0,01, se requiere la adicién de 30 mg/L de SO,
libre para inhibir el crecimiento de la levadura durante 7 dias. Sin embargo, la
concentracion de SO, libre debe aumentar hasta 48 mg/L para obtener la misma
probabilidad de crecimiento (0,01) por 30 dias en las mismas condiciones del vino. Se
pueden determinar otras combinaciones de las variables ambientales a partir del modelo
matematico en funcién de las necesidades de la industria. Como se deduce de la figura
22, la conservacion durante periodos mas largos de tiempo necesita una mayor
concentracion de SO, libre y de etanol, y niveles de pH mas bajos. De acuerdo con estas

interfaces, cuando los valores de pH aumentaron el efecto inhibidor de las otras variables
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disminuyé. A pH=3,8-3,9 la inhibicién por un periodo de tiempo de 30 dias sé6lo se puede
lograr con concentraciones de etanol y SO, libre en los niveles maximos utilizados en este

estudio.
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Figura 22. Interfaces de crecimiento/no crecimiento 2D en funcion del pH y del SO, libre (mg/L)
para diferentes niveles de etanol (10; 12,5 and 15 %, v/v) y periodos de tiempo (t=1, 7 dias; t=2, 14
dias; t=3, 21 dias; t=4, 30 dias). Probabilidad de crecimiento fijjada en p=0,01. Los circulos abiertos
muestran las condiciones donde la levadura D. bruxellensis CH29 fue capaz de crecer.
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El SO, es un importante compuesto utilizado en la industria del vino por su
actividad inhibitoria del crecimiento de levaduras (Stratford, 2006). Con respecto al efecto
inhibidor del SO, sobre la levadura D. bruxellensis diversos estudios muestran resultados
variables considerando a este microorganismo mas o menos sensible. Es sabido que la
resistencia de las levaduras a los sulfitos no siempre se encuentra en todas las cepas de
una especie individual y este hecho puede justificar la variabilidad en los resultados.
Algunos autores demostraron que a bajas concentraciones de SO, molecular (0,1 mg/L) la
viabilidad de las células D. bruxellensis no se ve afectada, pero a concentraciones
mayores de SO, molecular (0,8 mg/L) no se observa crecimiento de células viables en las
placas de agar (Du Toit y col., 2005; Oelofse y col., 2008). En general se recomienda el
uso de 0,5 a 0,8 mg/L de SO, molecular para controlar a Dekkera spp. en vinos (Oelofse y
col., 2008). Sin embargo, alcanzar este nivel podria ser dificil en los vinos con un pH alto
teniendo en cuenta que la liberaciéon de SO, molecular es dependiente de este factor. En
vinos con elevados pH la cantidad de SO, total que deberia adicionarse para alcanzar el
valor de SO, molecular requerido superaria los limites maximos de adicién de SO,
permitidos por la OIV que son de 150 a 300 mg/L de SO, total (OIV, 1998).

El etanol se ha utilizado ampliamente como conservante en alimentos. El grado de
proteccién al deterioro conferido por el etanol depende de la concentracion utilizada y de
las especies de levadura involucradas, pero en general el deterioro es reducido en
concentraciones superiores a 15 % (viv) y es eliminado completamente con
concentraciones mayores a 22 % de etanol (Stratford, 2006). Las diferentes levaduras no
tienen la misma sensibilidad o resistencia al etanol. Las especies de levaduras mas
resistentes al etanol son aquellas especies fermentativas que producen etanol en
concentraciones elevadas. Estas incluyen D. anomala y D. bruxellensis, S. cerevisiae y
Saccharomyces bayanus, S. ludwigii y Zygosaccharomyces bailii (Stratford, 2006; Arroyo-
Lépez y col., 2010). Algunas cepas de D. bruxellensis han demostrado incluso tener una
mayor tolerancia al etanol en comparacion con S. cerevisiae (Phowchinda y col., 1997).
Dias y colaboradores (2003b) informaron que el crecimiento de D. bruxellensis y la
produccion de 4-etilfenol disminuyeron al aumentar la concentracion de etanol, y fueron
totalmente inhibidas con 13 % (v/v) en un medio de mosto de uva sintético. En nuestro
trabajo, la cepa D. bruxellensis CH29 fue capaz de crecer con 15 % de etanol en ausencia

de SO, libre en el nivel de pH mas alto (4,0). Sin embargo, cuando los demas factores se
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hicieron més restrictivos, la tolerancia al etanol disminuy6. De este modo, a pH 3,4y 30
mg/L de SO, libre, la probabilidad de crecimiento de D. bruxellensis se redujo
drasticamente en la concentracion de etanol mas baja ensayada (10 % v/v). Este hecho
indica un posible efecto sinérgico entre ambos factores para limitar el crecimiento de la

levadura.

Las levaduras estan adaptadas a desarrollar en alimentos relativamente &cidos,
por lo tanto un pH bajo no parece ser por si solo un inhibidor de levaduras u hongos
filamentosos. En general, el crecimiento de levaduras solo se ve disminuido cuando el pH
cae por debajo de 3,0 donde el estrés producido por los bajos pH se evidencia en un
crecimiento mas lento de las células (Stratford, 2006). Sin embargo, un pH bajo tiene un
efecto drastico en la conservacion de alimentos en presencia de otros conservantes, tales
como SO,. Como se mencion6 anteriormente, la accion antimicrobiana del SO, esta
fuertemente influenciada por el pH. Las especies de Dekkera son capaces de crecer en
condiciones acidas, en un rango de pH 3,0 a 4,5, sin embargo el crecimiento es menor a
un pH de 2,5 en jugo de uva (Gilis, 1999).

En general, los resultados mostraron que las variables ambientales en los niveles
evaluados tuvieron un considerable efecto inhibidor sobre el crecimiento de la levadura,

asi como las interacciones entre etanol*pH y SO, libre*pH.

Por otro lado, los resultados del presente trabajo evidencian que el tiempo es un
factor importante a considerar cuando se deben definir las concentraciones o niveles de
los factores limitantes del crecimiento. Se ha demostrado que el crecimiento de D.
bruxellensis CH29 vy las interfaces inhibitorias fueron diferentes en el tiempo. Para inhibir
el crecimiento de Dekkera durante 30 dias fueron necesarias condiciones iniciales mas
restrictivas que para inhibirlo durante 7 dias. Esto podria estar relacionado tanto a la
adaptacion de las cepas de D. bruxellensis a condiciones de estrés, como a la
disminucion de los niveles de etanol y de SO, libre durante el ensayo. En nuestro trabajo,
debido al uso de placas de microtitulacion, el volumen pequefio de cada pocillo podria
permitir la disolucion de oxigeno, estimulando el crecimiento y disminuyendo las
concentraciones de SO, libre en un corto periodo de tiempo. Este hecho, junto con la
evaporacion del etanol, podria explicar por qué las probabilidades de crecimiento

aumentaron a medida que transcurrié el tiempo. Sin embargo la reduccion de los niveles
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de SO, es un hecho que se observa frecuentemente durante la conservacion del vino. Por
lo tanto, este factor debe ser controlado peribdicamente, especialmente en vinos con
afiejamiento en barricas de madera para asegurar que se mantenga la proteccion contra
Dekkera (Benito y col., 2009).

En los ultimos afios se ha comenzado a utilizar la microbiologia predictiva para la
prediccion del comportamiento de diferentes levaduras contaminantes de vinos.
Recientemente Chandra y colaboradores (2015) evaluaron el efecto del SO, la
concentracion de etanol y de glucosa sobre el crecimiento de Z. baili,
Schizosaccharomyces pombe, S. ludwigii y S. cerevisiae en vinos. Dos trabajos recientes
han utilizado la microbiologia predictiva como herramienta para caracterizar el crecimiento
de D. bruxellensis en distintos sustratos (Aguilar Uscanga y col., 2011; Chandra y col.,
2014) Sin embargo es importante destacar que el disefio experimental resulta
fundamental en relacion al objetivo que se pretende alcanzar, ya que en el trabajo de
Aguilar Uscanga y colaboradores (2011) se modela el crecimiento de D. bruxellensis en
un medio de cultivo con diferentes concentraciones de glucosa, sin etanol e incubado en
condiciones aerdbicas, evaluando la produccién de biomasa y etanol, variables (tiles para
caracterizar el crecimiento de esta levadura pero con escaso valor para extrapolar a la
produccién de vino. Por el contrario, en el trabajo de Chandra y colaboradores (2014) se
utiliza la metodologia de superficie de respuesta para modelar el crecimiento de D.
bruxellensis y produccion de etilfenoles en un blend de vinos tintos modificando las
variables concentracion de glucosa, etanol y SO, total. En este trabajo los autores
muestran que solo el SO, produce una respuesta lineal negativa sobre el crecimiento y la
produccién de etilfenoles en los primeros 15 dias de incubacién a 25 °C. Este efecto va
disminuyendo con el tiempo debido a la combinacion del SO, con los componentes del
vino perdiendo su actividad antimicrobiana. A diferencia de nuestro trabajo los autores no
observaron un efecto sinérgico entre el SO, y el etanol sobre el crecimiento de la
levadura, pero si sobre la produccién de etilfenoles. Es importante destacar que los
niveles de la variable SO, evaluadas por Chandra y colaboradores (2014) estan por
debajo de los niveles incluidos en nuestro trabajo principalmente debido que los autores
utlizan concentraciones de SO, total y nosotros concentraciones de SO, libre. Estas
diferencias, entre otras como el sustrato utilizado, la cepa de D. bruxellensis, etc., podrian

justificar los diferentes resultados obtenidos y nuevamente evidenciar la importancia de la

92



Resultados y Discusion

eleccion de las condiciones experimentales en la interpretacion y extrapolacion de los

resultados obtenidos.

5.8. Validacion del modelo predictivo

La validacion es un paso esencial en el proceso de modelado. Los modelos no
pueden ser aplicados sin un proceso de validacién previo, el cual generalmente consiste

en confirmar experimentalmente las predicciones del modelo (Dym 2004).

La mayoria de los estudios publicados de microbiologia predictiva se han realizado
utilizando medios de cultivo artificiales, es decir, medios con una composicién quimica
definida la cual pretende imitar las caracteristicas del alimento. Esto permite una
reduccion de la variabilidad en los resultados y la construccion de un modelo mas preciso

(Pérez-Rodriguez y Valero 2013).

Sin embargo, en la microbiologia predictiva, el analisis experimental del
crecimiento en el alimento es la base de la validacion del modelo: datos de crecimiento
experimental (es decir, las observaciones) se comparan con las predicciones del modelo
(Piny col. 1999).

5.8.1. Validacion del modelo con diferentes cepas de D. bruxellensis en medio de

cultivo simil-vino

Los valores experimentales de crecimiento obtenidos para las dos cepas nativas
de D. bruxellensis coincidieron en un 87,5 % con las probabilidades de crecimiento
predichas por el modelo (Tabla 8). Es importante destacar que el 12,5 % (3/24) de las
muestras que no coincidieron con valor predicho, se trataron de muestras que no
presentaron crecimiento cuando el modelo predijo probabilidad de crecimiento. Es decir
gue el modelo fue capaz de predecir por exceso el crecimiento de la levadura, ya que el
12,5 % de muestras que presentaban probabilidad de crecimiento, experimentalmente no
lo hicieron (Tabla 8). En el caso 2 (Tabla 8) donde la probabilidad de crecimiento predicha
por el modelo fue elevada (77 %) solo una de las cepas fue capaz de desarrollar,

indicando que el modelo puede ser aplicado con un amplio margen de seguridad en
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contaminaciones con diversas cepas de D. bruxellensis. En el caso 3 donde la
probabilidad predicha por el modelo fue baja (4 %) ninguna de las cepas nativas fue
capaz de desarrollar en estas condiciones durante 30 dias, indicando nuevamente el

margen de seguridad con el cual fue construido el modelo.

En esta etapa de validacién el modelo predijo correctamente el 100 % de los casos

ensayados.

Tabla 8. Valores experimentales y valores predichos por el modelo para dos cepas de D.

bruxellensis en medio simil-vino.

Ne Variables Valores experimentales Prediccion del modelo
Etanol SO, libre Valor
pH (% v/v) (mg/L) B11 VC20 predicho  Probabilidad
1 4 10 0 crecio crecié crece 1,00
2 4 15 16 no crecio crecio crece 0,77
3 3,8 15 34 no crecio no crecio crece 0,04
4 3,7 10 25 crecio crecio crece 0,96
5 3,7 12,5 25 crecio crecio crece 0,51
6 3,7 12,5 25 crecio crecié crece 0,51
7 3,7 12,5 25 crecio crecié crece 0,51
8 3,7 12,5 50 no crecio no crecio no crece 0,01
9 3,6 15 34 no crecié no crecio no crece 0,00
10 34 15 50 no crecio no crecio no crece 0,00
11 35 10 50 no crecio no crecio no crece 0,01
12 3,6 12,5 42 no crecio no crecio no crece 0,01
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5.8.2. Validacion del modelo en vino estéril inoculado con la cepa CH29

En esta etapa se incluyeron 26 vinos que representaban 13 variedades de uvas

diferentes e incluian un amplio rango de valores de las variables modeladas (Tabla 9).

El 61,5 % (16/26) de los valores experimentales obtenidos fueron coincidentes con
el valor predicho por el modelo. En las 10 muestras restantes, 8 de ellas (31 %) estuvieron
representadas por muestras donde D. bruxellensis no creci6 a pesar de que modelo
indicaba probabilidad de crecimiento (falsos positivos), y s6lo en dos muestras (7,5 %) se
observé crecimiento cuando el modelo predecia una probabilidad de crecimiento del 1 %

(falsos negativos).

En general, podemos observar que el error asociado al modelo estd mas sesgado
hacia el lado de los falsos positivos, indicando nhuevamente que el modelo en general es

capaz de predecir por exceso el crecimiento de la levadura.

Es importante considerar que en este ensayo donde se evaluaron mostos de
diferentes variedades de uvas representa una matriz compleja que puede contener
variables que no fueron incluidas en el modelo. A pesar de esto, si consideramos los
aciertos y los falsos positivos predichos por el modelo podriamos considerar una

prediccion exitosa del 92,5 %.
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Tabla 9. Valores experimentales y valores predichos por el modelo para la cepa D.

bruxellensis CH29 en diferentes vinos ésteriles.

Variables Prediccion del modelo
] Etanol SO, libre Valor Valor .
N° Variedad PH (% viv) (mg/L) experimental predicho Probabilidad
1 Caladoc 3,85 15,50 69,12 no crecié no crece 0,00
2 Corvina 349 14,30 32,00 no crecié no crece 0,00
3 Rondinella 3,50 14,30 17,92 no crecié crece 0,07
4 Mourvedre 3,69 14,45 25,60 no crecio crece 0,07
Touriga

5 Nacional 4,05 15,10 23,04 no crecio crece 0,75
6 Nebbiolo 3,89 14,70 23,04 no crecio crece 0,44
7 Grenache 3,77 14,90 25,60 no crecio crece 0,10
8 Croatina 3,19 15,30 10,24 no crecio crece 0,02
9 Nerodavola 3,27 14,20 10,24 crecio crece 0,14
10 Merlot 1 3,59 15,80 07,68 crecié crece 0,18
11 Merlot 2 3,57 14,10 07,68 crecié crece 0,66
12 Malbec 1 3,54 13,60 17,92 crecié crece 0,22
13 Malbec 2 3,50 13,40 20,48 crecié crece 0,13
14 Malbec 3 3,60 14,85 21,76 crecié crece 0,04
15 Malbec 4 3,56 14,20 29,44 crecio no crece 0,01
16 Malbec 5 3,80 15,50 15,36 crecio crece 0,27
17 Malbec 6 3,20 15,60 10,24 crecio no crece 0,01
18 Malbec 7 3,56 13,80 15,36 crecio crece 0,32
19 Malbec 8 3,74 14,90 16,64 crecio crece 0,27
20 Malbec 9 3,77 13,20 10,24 crecio crece 0,90
21 Malbec 10 3,42 14,00 8,96 crecio crece 0,44
22 Bonardal 3,56 12,70 10,24 crecio crece 0,87
23 Bonarda 2 3,63 13,20 12,80 crecio crece 0,74
24 Bonarda 3 3,22 14,35 11,52 crecio crece 0,06
25 Pinot Noir 1 3,69 15,30 08,96 no crecio crece 0,38
26 Pinot Noir 2 3,87 12,70 17,92 no crecio crece 0,91
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5.8.3. Validacidon del modelo en vinos naturalmente contaminados con Dekkera spp.

Para esta etapa de validacion se consideraron 12 vinos tintos comerciales que
llegaron al Laboratorio para su analisis de Dekkera y dieron recuentos positivos. En todos
los vinos el modelo predijo que esta levadura era capaz de desarrollar con diferentes
probabilidades, por lo tanto en esta etapa de validacién el modelo predijo correctamente el
100 % de los casos en vinos naturalmente contaminados con la levadura. En estos vinos
el modelo predijo entre un 10 a un 91 % de probabilidad de crecimiento de Dekkera, que
puede estar relacionado con los bajos niveles de SO, libre presentes en los vinos
evaluados (Tabla 10).

Tabla 10. Valores experimentales y valores predichos por el modelo diferentes vinos

naturalmente contaminados con Dekkera.

Valor
Variables experimental Prediccion del modelo
Etanol SO, libre
N° Vinos pH (% viv) (mg/L) Recuento  Prediccién Probabilidad
1 Malbec Rva 2013 3,46 14,70 6,40 crecio crece 0,40
2 C.FrancPN°44,7 3,56 14,80 512 crecio crece 0,56
3 C.Franc15/01/14 3,56 14,50 2,56 crecio crece 0,78
4 Lote Cabernet3/12 3,46 14,30 6,40 crecio crece 0,55
5 SMB-1308-DPCS2 3,69 15,00 8,32 crecio crece 0,50
6 SMB-1319-PV(V) 3,51 15,30 6,40 crecio crece 0,27
7 SMB 1312-DP 3,69 13,60 6,40 crecio crece 0,89
8 SMB 1322-DP-LI 3,65 14,90 3,20 crecio crece 0,63
9 SMB-1323-C4 3,40 15,40 7,68 crecio crece 0,10
10 sMB-1324-J 3,60 15,70 3,84 creci6 crece 0,38
11 SCsS-1338-VA 3,44 15,00 5,12 crecié crece 0,36
12 2012T27- 13/148 3,52 13,40 3,84 crecid crece 0,91
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En nuestro trabajo el modelo predijo en general por exceso el crecimiento de la
levadura, otorgando un 6ptimo margen de seguridad tanto en medio simil-vino con otras

cepas de D. bruxellensis como en el sustrato natural (vino).

El desarrollo de este modelo predictivo presenta un elevado potencial para ser
aplicado por las bodegas, brindando una herramienta de base cientifica para el control y

la prevencion de los defectos atribuibles a D. bruxellensis en vinos tintos.
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6. CONCLUSIONES

Dekkera bruxellensis es la Unica especie de Dekkera descripta en vinos tintos de
Mendoza, Argentina.

El disefio y uso de un medio simil-vino permite la obtencién de resultados
reproducibles en condiciones controladas que pueden ser exitosamente extrapolados al
vino.

Las actividades cumarato decarboxilasa y vinilfenol reductasa propias de cada
cepa de D. bruxellensis no son indicadoras de la capacidad de la cepa para producir
fenoles volatiles en condiciones simil-vino.

Mayor concentracion de acidos hidroxicinamicos precursores permite una mayor
sintesis de fenoles volatiles por D. bruxellensis en condiciones simil-vino,
independientemente de la cepa involucrada.

La sintesis de fenoles volatiles se produce durante el crecimiento activo de D.
bruxellensis en condiciones simil-vino.

Los diferentes niveles de SO, libre, etanol y pH evaluados, asi como las
interacciones entre SO, libre*pH y etanol*pH presentan un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de D. bruxellesis en condiciones simil-vino.

El tiempo es un factor importante a ser considerado cuando se deben definir las
concentraciones o niveles de los factores limitantes del crecimiento de D. bruxellensis.

El modelo predictivo desarrollado permite estimar la probabilidad de crecimiento de
D. bruxellensis en un vino con determinadas caracteristicas (pH, etanol y SO, libre) y
posibilita conocer los niveles de estas variables que inhiben su desarrollo.
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7. PROYECCIONES

El presente trabajo ha permitido caracterizar el crecimiento y la producciéon de
fenoles volatiles de cepas nativas de D. bruxellensis en condiciones simil-vino, sentando
las bases cientificas que permitieron la posterior construccion de un modelo probabilistico
para la prevencion de la aparicion de defectos en vinos relacionados a esta especie de
levadura. Resulta estratégico continuar trabajando en la mejora de este modelo, para que
el mismo pueda ser aplicado eficientemente por los endlogos y esté disponible de una
forma facil y accesible.

Las proyecciones del presente trabajo son:
i) Mejora del modelo predictivo que incluyan:

- Correlacion entre la probabilidad de crecimiento calculada por el modelo y el
tiempo para que el defecto se haga perceptible en los vinos.

- Correlacion entre la probabilidad de crecimiento calculada por el modelo y las
poblaciones viables de Dekkera inicialmente presentes en el vino.

- Validacion del modelo en diferentes temperaturas.

ii) Disefio de un plan de muestreo y control para vinos con diferentes probabilidades de
crecimiento de Dekkera.

iii) Construccion de una herramienta informatica interactiva que pueda ser utilizada desde
la pagina web de INTA con acceso libre y gratuito.
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