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RESUMEN

Las levaduras responsables de la transformacion del mosto de manzana en sidra
pertenecen al género Saccharomyces, y en general a la especie Saccharomyces cerevisiae.
No obstante, aun cuando ésta es la especie mas abundante, otras levaduras de este género
como Saccharomyces uvarum también han sido descriptas en este proceso. S. uvarum
presenta caracteristicas Unicas que incluyen un sistema activo de transporte de fructosa
(azucar mayoritario en el mosto de manzana), buena capacidad fermentativa y criotolerancia.
Produce ademas menor cantidad de etanol y mayor de glicerol que S. cerevisiae, y un perfil
de compuestos volatiles que influyen directamente en el aroma del producto como el alcohol
superior 2-feniletanol y su respectivo éster de acetato.

La gran diversidad de cepas de S. uvarum que coexisten en la Patagonia, tanto en
ambientes naturales como en bebidas tradicionales, ofrecen un escenario ideal para estudiar
de manera comparada las caracteristicas fisiologicas y genotipicas de las distintas cepas y su
potencial como cultivos iniciadores para la elaboracion de sidras con caracteristicas
particulares y con impronta 100% patagdnica. El objetivo de esta Tesis fue evidenciar la
presencia de S. uvarum en sidras fermentadas a baja temperatura en la Norpatagonia y
comparar fisioldgica y genéticamente las cepas disponibles de esta especie obtenidas de
diferentes ambientes a fin de conocer sus principales diferencias asociadas a su origen y su
potencialidad para ser usadas como cultivos iniciadores en la produccién de sidras con
caracteristicas organolépticas diferenciales.

En el primer capitulo de esta Tesis se evalud el comportamiento fermentativo y otras
propiedades tecnoldgicas Y fisioldgicas de interés para la elaboracion de sidras, de 21 cepas
de S. uvarum aisladas de chicha de manzana y sustratos naturales de la Norpatagonia y 13
cepas de su especie hermana S. eubayanus aisladas de los mismos ambientes naturales. Se
observd un comportamiento similar entre cepas de igual origen, es decir las sidras
fermentadas con cepas aisladas de ambientes naturales de ambas especies (S. uvarum y S.
eubayanus) presentaron caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas similares, diferenciandose
de las fermentadas con cepas de S. uvarum aisladas de chichas. Se analizé posteriormente la
produccion de metabolitos secundarios asociados con el aroma de las sidras utilizando una
cepa seleccionada de cada especie y origen. Nuevamente, los perfiles obtenidos con las cepas
aisladas de ambientes naturales (S. uvarum NPCC1290 y S. eubayanus NPCC1292) fueron
similares, destacandose ambas por producir altas concentraciones de 2-feniletanol, mientras
que la cepa aislada de chicha (S. uvarum NPCC1314) produjo concentraciones mas elevadas
de ésteres en general. Se selecciond la cepa S. uvarum NPCC1314 para realizar
fermentaciones con mosto de manzana no estéril a escala semi-piloto, utilizando como
comparacion la cepa comercial S. cerevisiae BO213, usada para elaborar sidras en la region.
Las fermentaciones se realizaron a 20°C y a 13°C obteniendo mayor implantacién de S.
uvarum (66% vs 100%, respectivamente) a 13°C. La levadura comercial evaluada no se
implantd en ninguna condicion. El analisis sensorial mostro preferencia por la sidra
fermentada con S. uvarum NPCC1314 a 20°C y por S. cerevisiae BO213 a 13°C.

En paralelo, se realizo la basqueda de nuevas cepas de S. uvarum en sidras, utilizando
baja temperatura (13°C) como agente selectivo. Se detectaron varias cepas de S. uvarum, sélo
a 13°C y en mosto Red Delicious. Este hallazgo representa el primer reporte de aislamiento
de cepas de esta especie en un proceso fermentativo industrial en Argentina. Con estas nuevas
cepas se realizo la misma caracterizacion fisiologica realizada previamente y se selecciono
la cepa de S. uvarum NPCC1420 para realizar fermentaciones a 13°C, a escala semipiloto



utilizando mostos manzana (variedades Granny Smith y Pink Lady) y pera
(Packams/D”Anjou). Se utilizé con fines comparativos en este caso, la cepa de chicha S.
uvarum NPCC1314. Los mayores porcentajes de implantacion en esta oportunidad se
obtuvieron con la cepa de sidra S. uvarum NPCC1420; y el andlisis sensorial mostro
preferencia por las sidras fermentadas con esta levadura solo en mosto de manzana Pink
Lady, mientras que en mosto Granny Smith las sidras preferidas fueron las fermentadas con
la levadura aislada de chicha.

En el segundo capitulo de la Tesis se realizaron ensayos comparativos a nivel genético
y fisiologico utilizando todas las cepas de S. uvarum aisladas en este trabajo (33) y ademas
28 cepas de la misma especie aisladas de diferentes paises de Europa y sustratos. Utilizando
datos de secuencia de siete genes nucleares el analisis de estructura poblacional evidencio
por primera vez tres subpoblaciones en la Patagonia, hasta ahora s6lo sugeridas pero no
respaldadas por analisis poblacionales quizas por el bajo numero de cepas de ambientes
fermentativos disponibles hasta ahora: Sudamérica-A, Sudamérica-B y Holértica. La
subpoblacion Sudamérica-B, altamente diferenciada del resto y representada Unicamente por
cepas aisladas de ambientes naturales, comparte nicho con la subpoblacion Sudamérica-A
sin evidenciar flujo génico. Las cepas aisladas de sidra pertenecieron principalmente a la
subpoblacion Holartica y las de chicha resultaron una mezcla de Holarticas y Sudamérica-A.
El anélisis del gen mitocondrial COX2 si evidencio cierto flujo génico entre las dos
subpoblaciones de ambientes naturales.

A nivel fisiologico se evalud la respuesta de todas las cepas a diferentes condiciones
de estrés tipicas del proceso de elaboracién de sidras: crecimiento en diferentes temperaturas
y crecimiento en diferentes concentraciones de etanol, de SO; y de nitrogeno facilmente
asimilable. Se observé que las cepas europeas presentaron una mejor adaptacion a
temperaturas bajas (a 13°C) en relacion a las patagonicas (independientemente del origen).
Las cepas aisladas de ambientes naturales (patagdnicas y europeas) presentaron muy baja
resistencia al etanol. Asimismo, las cepas aisladas de ambientes fermentativos europeas
mostraron un mayor requerimiento de nitrogeno que las de ambientes naturales. Por ultimo,
las cepas fermentativas europeas Y las cepas de sidra de la Patagonia mostraron la mayor
resistencia al SO, mientras que las de ambientes naturales y chicha una muy baja resistencia.
Se evidencio en las cepas resistentes una traslocacion entre los cromosomas XV1y el VII (7
cepas europeas y 3 patagonicas, todas fermentativas) que involucra al gen del trasportador
de sulfito SSU1 y en ensayos de expresion diferencial del gen SSUL en condiciones de
fermentacion se observo un incremento en su expresion mayor a 10 veces en las cepas
europeas con la translocacion respecto de las patagdnicas en fermentaciones con y sin sulfito,
pudiendo concluir que esta traslocacidn provoca la expresion constitutiva del gen, lo que le
otorga una alta resistencia a las cepas que contienen la traslocacion. Estos datos pusieron en
evidencia diferencias fisiologicas entre cepas de S. uvarum que podrian relacionarse al
proceso de elaboracién de bebidas fermentadas. Las principales diferencias fisioldgicas
observadas no se asocian directamente con las relaciones filogenéticas existentes entre las
cepas sino que mas bien responden al ambiente de origen de las cepas en particular.



SUMMARY

Yeasts responsible for the transformation of apple must into cider belong to
Saccharomyces genus and, in general, to Saccharomyces cerevisiae specie. Nevertheless,
although this is the most abundant specie other yeasts belonging to this genus, like
Saccharomyces uvarum, have been also described in this fermentations process. S. uvarum
shows unique features that includes an active transport system of fructose (major sugar in
apple must), good fermentative capacity and cryotolerance. It also produces lower amount of
ethanol and higher glycerol than S. cerevisiae and volatile compounds profiles that affects in
a direct way the aroma of the product, like the higher alcohol 2-phenylethanol and its
respective acetate ester.

The great diversity of S. uvarum strains that coexist in Patagonia, both in natural
environment and in traditional beverages, offer an ideal scenario for studding, in a
comparative way, physiological and genotypic features of the different strains and its
potential as starter cultures for producing ciders with particular characteristics and with a
100% Patagonian imprint. The objective of this Thesis was to evidence the presence of S.
uvarum in ciders fermented at low temperature in North Patagonia and to compare
physiologically and genetically available strains of this specie obtained from different
environment, in order to know its main differences associated to its origin and its potentiality
for employ them as started cultures in the production of ciders with different organoleptic
characteristics.

In the first chapter of this Thesis the fermentative behaviour and other technologic and
physiologic properties of interest for cider elaboration were evaluated, of 21 S. uvarum strains
isolated from apple chicha and natural substrates from North Patagonia and 13 strains of its
sister species S. eubayanus, isolated from the same natural environment. A similar behaviour
between strains from the same origin was observed, ciders fermented with strains isolated
from natural environment of both species (S. uvarum and S. eubayanus) showed similar
physiologic and kinetic characteristics, differentiating from fermented with S. uvarum strains
isolated from chichi. After that, secondary metabolites production associated with ciders
aroma using a selected strain from each species and origin was evaluated. Again, profiles
obtained with the strains isolated from natural environment (S. uvarum NPCC1290 and S.
eubayanus NPCC1292) were similar, both producing high concentrations of 2-
phenylethanol, while the strain isolated from chicha (S. uvarum NPCC1314) produced higher
concentrations of general esters. S. uvarum NPCC1314 strain was selected for performing
fermentations with no sterile apple must in semi-pilot scale, using S. cerevisiae BO213 strain
in a comparative manner, employed for cider producing in the region. Fermentations were
carried out at 20°C and 13°C, obtaining higher implantation of S. uvarum (66% vs 100%,
respectively) at 13°C. Commercial yeast evaluated couldn’t dominate the fermentations in
any condition. Sensorial analysis evidenced preference for cider fermented with S. uvarum
NPCC1314 at 20°C and for S. cerevisiae BO1213 at 13°C.

In the same way, new strains research of S. uvarum in ciders was carried out, employing
low temperature (13°C) as a selective agent. Many S. uvarum strains were detected, only at
13°C in Red Delicious must. This finding represents the first isolation report of strains
belonging to this species from industrial fermentative process in Argentina. These new strains
were used for making the same physiologic characterization previously studied and S.
uvarum NPCC1420 strain was selected for fermentations at 13°C at semi-pilot scale using
apple must (Granny Smith and Pink Lady varietals) and pear (Packams/D”Anjou). S. uvarum
NPCC1314 strain from chicha was used in a comparative way. In this case, the highest



implantation percentages were obtained with the cider S. uvarum NPCC1420 strain and the
sensorial analysis showed preference for ciders fermented with this yeast only in Pink Lady
must, while in Granny Smith must preferred ciders were the ones fermented with the yeast
isolated from chicha.

In the second chapter of this Thesis, comparative assays at genetic and physiological
levels were tested employing all the S. uvarum strains isolated in this work (33) and also 28
strains belonging to the same species isolated from different European countries and
substrates. Using seven nuclear genes sequence data, the population structure analysis
evidenced, for the first time, three subpopulations in Patagonia, only suggested but not
supported by population analysis until now, possibly due to the low number of fermentative
environment strains available up to now: South America-A, South America-B and Holartic.
South America-B subpopulation, markedly different from the rest and represented only for
strains isolated from natural environment, shares niche with the South America-A population
without evidencing genic flow.

The cider’s strains belonged mainly to the Holarctic subpopulation and the strains
isolated from chicha were a mixture between the Holartic and South America-A
subpopulation. In the analysis of the mitochondrial COX2 gene a certain gene flow between
the two subpopulations of natural environments was observed.

At the physiological level, the response of all the strains to different stress conditions
typical of the cider production process was evaluated: growth at different temperatures and
growth at different concentrations of ethanol, SO, and yeast assimilable nitrogen. The
European strains showed a better adaptation to low temperatures (at 13°C) in relation to the
Patagonians strains (independently of the origin). Strains isolated from natural environments
(Patagonia and Europe) showed a very low resistance to ethanol. Further, strains isolated
from fermentative environments showed a higher nitrogen requirement than the strains from
natural environments.

Finally, the European fermentative strains and the cider strains of Patagonia showed
the highest resistance to SO, while those isolated from natural environments and chicha
showed a very low resistance. A translocation between chromosomes XVI and VII (7
European and 3 Patagonian strains, all fermentative) was found, which involve the SSU1
sulphite transporter gene and in differential expression assays of the SSU1l gene under
fermentation conditions, an increase in its expression greater than 10-fold was observed in
the European strains with the translocation compared to the Patagonian ones in fermentations
with and without sulphite, being able to conclude that this translocation causes the expression
constitutive of the gene, which gives a high resistance to the strains that contain the
translocation. These data revealed physiological differences between strains of S. uvarum
that could be related to the process of industrial fermented beverages. The main physiological
differences observed are not directly associated with the phylogenetic relationships existing
between the strains but rather respond to the environment of origin of the strains in particular.
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INTRODUCCION GENERAL

1. LA SIDRA
1.1. Definicion e historia

La sidraes la bebida alcohdlica que resulta de la fermentacion del jugo de manzana
obtenido a partir de la molienda y prensado de estas frutas sanas y limpias. Esta bebida
tipicamente europea, comenzo a elaborarse hace aproximadamente 2000 afios (Durieux
et al., 2005).

A lo largo de la historia del hombre numerosos documentos nombran a los pomares
(plantaciones de manzanos) y el consumo de bebidas preparadas a partir del jugo de
manzana. Esta practica fue muy popular entre la poblacion celta, y también se ha descripto
durante la invasion romana a Inglaterra (Durieux et al., 2005). En regiones templadas de
Europa como la Normandia y la Britania francesa como la zona de Asturias en Espafia, la
explotacion del manzano, la elaboracion y el consumo de sidra datan de los siglos VIl y
IX (Edad Media). Luego de la invencion de la prensa, durante los siglos XI1'y XI1I, ambas
actividades productivas se transformaron en la mayor riqueza de estas regiones
consolidandose finalmente durante el siglo XIX. Durante este tiempo, se lograron
resolver dificultades técnicas que entrafiaba la sidra natural, particularmente relacionados
a su estabilizacién microbiologica, lo que permitio diversificar la produccién y asi ampliar
horizontes hacia la elaboracion de otros productos como vinagre de manzana, cofiac y
espumante de manzana (Durieux et al., 2005).

La sidra se mantuvo como una bebida popular en EE.UU. y Nueva Inglaterra hasta
la Guerra Civil (1936-1939), donde la cerveza comenzé a tomar su lugar en el mercado
americano debido a la influencia de inmigrantes alemanes en los EE.UU. En las Gltimas
décadas del siglo XX, la sidra volvio a reinstalarse en el mercado americano (EEUU) y
europeo gracias a las mejoras tecnolédgicas que repercutieron en mejoras en la calidad del
producto, nuevas estrategias de marketing y a la cultura alimenticia de los comensales
(Rowles, 2000).

La produccion de sidra en Argentina estuvo directamente ligado a la introduccion
de cultivares de manzana durante la colonizacion (Siglo XV y XVI). Particularmente en
la Patagonia, gracias a la llegada de inmigrantes principalmente italianos y espafioles la
produccién de frutas de pepita se volvi6 una de las principales actividades agricolas, y de
la mano de ésta, surgieron los mercados para la fruta comestible, produccion de jugos,
frutas secas, y sidra. Las variedades de manzana que se utilizan en nuestro pais para la
elaboracion de esta bebida no son cultivares seleccionados para sidra como sucede en

Asturias u otros paises del mundo. Al contrario, las variedades de manzana utilizadas en
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nuestra region son principalmente variedades comestibles, y en la mayoria de los casos,
se utilizan manzanas de descarte (manzanas que no pueden ser ingresadas en el mercado
de fruta fresca) y/o manzanas fuera de estacion o con algun defecto visual. Sin embargo,
en los ultimos afos la existencia de demandas concretas por parte de los productores junto
al interés de algunos fruticultores en diversificar y agregar valor a la manzana, ha llevado
a estos ultimos a destinar parcelas exclusivamente para el cultivo de frutas de calidad para
la elaboracion de sidras (Calvo et al., 2010).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA, Ley 18.284 — 18/07/09 — Decreto 2126/7.
Reglamentario de la Ley 18284) en su articulo 1085 del Capitulo XIIl — (Bebidas
fermentadas) define a la sidra base como “la bebida que resulta exclusivamente de la
fermentacion alcohdlica normal del jugo recién obtenido de manzanas sanas y limpias de
uso industrial, con o sin la adicion de hasta un 10 % de jugo de pera obtenido en idénticas
condiciones que el jugo de manzana y fermentado en forma conjunta o separada”, y a la
sidra como “la sidra base, endulzada y gasificada” (Articulo 1085 bis). Las graduaciones
alcohodlicas minimas permitidas por el codigo para la sidra base y la sidra son 4,5 + 0,3 %
vivy 4,0 £ 0,3 % v/v a 20 °C, respectivamente.

En general, la bebida presenta un color amarillo dorado intenso, con tonalidades
verdosas; su aspecto es limpido, brillante y luminoso denotandose la presencia de finas
burbujas y buena densidad en copa. Desde el punto de vista aromatico denota una nariz
limpia y franca de intensidad media, con aroma de manzana, notas citricas de lima y
pomelo y presencia de aromas secundarios propios de la fermentacion (Chandon, 2003).
Mas alla de esta descripcion general, las cualidades de la sidra se encuentran intimamente
ligadas a las caracteristicas y calidad de la materia prima, a las practicas involucradas en
el proceso de elaboracién y a las caracteristicas de la biota microbiana asociada a los
procesos fermentativos (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010; Johansen, 2000).

Ademas de la sidra, en la patagonica existe otra bebida muy popular realizada con
este fruto denominada “chicha de manzana”. Esta es una bebida tradicional elaborada por
las comunidades originarias de la Patagonia tanto de Chile como de Argentina. La chicha
era una bebida que tipicamente se realizaba con el maiz, pero con la llegada de los
espafioles y junto con ellos las manzanas, los mapuches incorporaron este fruto en sus
practicas culturales y comenzaron a elaborar chicha de manzana (Pardo y Pizarro 2005).
En la actualidad es una bebida que se realiza Uinicamente en zonas rurales y con manzanos

“asilvestrados”, es decir, manzanos que fueron dispersados por los mismos mapuches en
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sus caminos Yy que a través del tiempo se han diferenciado de las variedades domesticadas

o confinadas al consumo (Calvo et al., 2010).

1.2. Produccion y Consumo

El Reino Unido, en particular el sudeste de Inglaterra con una produccion de 60
millones de Litros anuales, tiene la mayor produccion de sidra per capita (Johansen, 2000;
Rowles, 2000; Becerra 2016). Le siguen en importancia en cuanto a la produccion de
sidra anual Francia, Espafia y Estados Unidos. En cuanto al consumo Estado Unidos es el
principal consumidor con cifras que van desde los 60 millones de Litros anuales y le
siguen Francia, Espafia (principalmente la zona de Asturias) y Reino Unido (Becerra
2016).

En todos ellos la sidra constituye no sélo una bebida tradicional y popular sino
también el centro de una actividad turistica de gran relevancia para las economias
regionales (Perez-Mendez 2012).

La Argentina se ubica entre los 10 principales productores a nivel mundial, detras
de Canada, Alemania y Finlandia (Becerra 2016). En Argentina, la elaboracion de sidra
estd estrechamente ligada a la produccion de frutas de pepita (manzanas y peras),
actividad productiva que se concentra principalmente en las regiones Norpatagénica
(provincia de Rio Negro) y Cuyana (provincias de Mendoza y San Juan). Existen en el
pais 15 empresas elaboradoras de sidra a gran escala de las cuales siete plantas
industriales se encuentran en Mendoza, siete en Rio Negro y una en San Juan. De estas
15 empresas, cuatro producen el 75 % de la sidra nacional y 3 de ellas estan localizadas
en la region Norpatagonica (Fuente web: Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2012).
En la Figura 1 se muestra la localizacion de las principales sidreras de la Argentina.

Histéricamente, el destino de la produccion de manzanas registra la siguiente
distribucion: 35% consumo en fresco, 17% exportacion y 48% industria. Por su parte, la
industria destina el 83% del volumen que procesa a jugo concentrado, 5% a manzana
deshidratada (y otros productos derivados de la molienda) y 12 % a la elaboracion de
sidra. La cantidad de manzanas destinada a la elaboracion nacional de sidras se estima en
40 millones de Litros (Fuente web: Secretaria de Fruticultura de Rio Negro, Alimentos
Argentinos, 2010).



INTRODUCCION GENERAL

Figura 1: Localizaciéon de las principales sidreras de la Argentina. San Juan: 1: Zona de
Calingasta. Mendoza: 2: Vista Flores. 3: Valle de Uco. Rio Negro: 4: Cipolletti. 5: Allen.
6: General Roca. 7: Villa Regina.

No existen datos actualizados, sin embargo, considerando la estimacién de la
produccidn nacional, se observa que el consumo per capita no podria superar el litro por
habitante por afio. Este nivel de consumo se mantiene constante desde los Ultimos afios
(2000-2010), incluso con tendencia declinante pese a la progresiva disminucion del precio
del producto segun datos publicados por el Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca.
El consumo per capita en el afio 2010 fue de 0,84 litros. Sin embargo, en el afio 2012 la
produccion de sidra, alcanzd los 80 millones de litros al afio, lo que evidencia un consumo
de casi 2 L por persona al afio (Fuente web: Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca,
2012) con una marcada estacionalidad del consumo de la sidra, ya que el 80% del mismo
se encuentra concentrado en los meses que van entre octubre y diciembre, con un mayor
consumo durante las fiestas de fin de afio. De tal forma, el consumo de sidra se encuentra
practicamente limitado a una época del afio especifica, pasando a ser un producto
temporal y con fuertes competidores en el mercado de las bebidas alcohdlicas.

A nivel nacional y regional el sector productivo ya ha iniciado acciones con el
objetivo de reposicionar a la sidra como bebida saludable, natural y sabrosa, elaborada a
base de manzanas seleccionadas, apuntando a desestacionalizar su consumo y convertirla
nuevamente en la bebida mas popular para las fiestas. Cabe destacar, que casi la totalidad

de lo que compran los argentinos es producido dentro de su propia frontera. Las
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importaciones son practicamente nulas, llegando en afios excepcionales como 2011 a 200
mil litros (Fuente web: Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca).

En los ultimos cinco afios la sidra ha comenzado a resurgir en todo el Pais y
particularmente en nuestra region debido a la disponibilidad de materia prima de alta
calidad. Ya es tendencia la produccion de sidras artesanales, con el aumento de pequefios
productores que apuestan a reinventar el mercado con productos de altas calidad,
realizados con manzanas seleccionadas (sidras varietales), sidras de pera, sidras
champagnizadas y sidra tirada que se comenzé a comercializar en bares y vinotecas de
todo el Pais (Fuente web: Diario Rio Negro 01/11/2017; Clarin 01/04/2017; EI Cronista
21/12/2016).

1.3. Elaboracion

Debido a su alto contenido en acido malico, el jugo de manzana es un liquido muy
caustico y como consecuencia el equipamiento utilizado en las sidreras solo puede estar
construido con ciertos tipos de materiales capaces de resistir a la corrosion. Esto motivo
que durante muchos afios se utilizara la madera para el proceso de prensado, fermentacion
y almacenamiento. Aunque en algunos paises como Irlanda y Espafia todavia se sigue
utilizando este tipo de equipamiento (Morrissey et al., 2004), en la actualidad los
materiales méas utilizados para su construccion son acero inoxidable, plasticos, fibra de
vidrio y/o resinas epoxy.

A continuacién, se describen brevemente los procesos que involucran la
elaboracion de la sidra agrupados en procesos pre-fermentativos, fermentativos y

post-fermentativos y que, a su vez, se encuentran representados en la Figura 2.
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Figura 2: Resumen esquematico del proceso de produccion de sidra, desde el ingreso de la
fruta hasta su comercializacion. *Pasos opcionales del proceso

1.3.1. Procesos Pre-fermentativos

La etapa pre-fermentativa comienza con la recoleccion de la manzana contintia
con la extraccién del mosto y finaliza con la clarificacion (Blanco Gomis y Mangas
Alonso, 2010). En cuanto a la manzana destinada a la elaboracion de sidra, los principales
paises productores de esta bebida como Espafia, Francia y EE.UU. utilizan variedades
especificas que se clasifican en tipos o blogues tecnoldgicos relacionados con su
contenido de azucares (hasta el 15% m/v), su acidez (0,1-1% de &cido malico), su
estructura fibrosa y los contenidos de polifenoles (taninos) (Lea, 1995). En particular, las
manzanas para sidra presentan mayor proporcion de polifenoles que las destinadas a
consumo en fresco o de mesa; su concentracién varia entre 0,1 y 5 g/Kg de peso fresco,
aungue han sido detectadas concentraciones por encima de 10 g/Kg. El agrupamiento en
bloques tecnologicos es muy util para realizar por ejemplo una adecuada mezcla de

materia prima durante el proceso de elaboracién de la sidra Figura 2.
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Aunque intervienen los diferentes pardmetros antes mencionados, 10s grupos
tecnoldgicos se establecen particularmente en funcion de la cantidad presente en el fruto
de dos grupos de moléculas que contribuyen al flavour (aroma y sabor) de la manzana:
los acidos y los polifenoles. Asi, por ejemplo, una variedad &cida se caracteriza por
presentar una proporcion elevada de acidos organicos y bajo contenido de taninos; una
variedad amarga se caracteriza por tener una concentracion baja de &cidos y muy elevada
de polifenoles y una variedad dulce por tener una baja cantidad de &cidos y polifenoles.
Como se deduce de la definicion del bloque dulce, una variedad perteneciente a este
grupo, no tiene por qué tener mayor cantidad de azUcares que una acida o0 una amarga, ya
que la pertenencia a €l no esta en funcion del nivel de azlcares que presente el fruto.
Ademaés de estos tres bloques tecnoldgicos principales, se pueden encontrar otros con
caracteristicas intermedias (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010). En la Tabla 1 se
muestran los valores de la concentracién de &cidos totales (expresados como acido
sulfarico) y taninos (expresados como acido tanico) que determinan los diferentes grupos
tecnoldgicos, junto con las principales variedades de manzanas cultivadas en Argentina.
Aunque en las zonas productivas de nuestro pais se cultivan variedades pertenecientes a
todos los blogues tecnoldgicos, la mayor produccién de sidras se realiza con manzanas
de segunda calidad, provienen del descarte de aquellas que no cumplen con los estandares
de calidad para su consumo en fresco en el mercado internacional. Esto, a su vez, provoca
que los mostos se realicen con mezclas de varios tipos de manzana, lo cual influye en una

disminucion de la calidad del producto final.

Tabla 1: Clasificacion de las variedades de manzana destinada a la elaboracion de sidras, en funcién del
contenido en 4cidos y taninos en la Argentina

Bloque Acidez (H2SO4 Taninos (&cido Variedades de manzana
tecnolégico g/L) tanico g/L)

Amargo <3,29 >2,00 Johnn Apple, Royal Wilding
Dulce <3,29 <1,45 Fuji, Red Delicious, Royal Gala
Dulce-Amargo <3,29 (1,45-2) Catshead

Acido-amargo >4,8 (1,45-2) Byfor Wonder, Carlisle Codling
Acidulado (3,29-4,8) <1,45 Royal Golden, Pink Lady

Datos proporcionados por la EEA INTA-Alto Valle, Rio Negro (Argentina).
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La manzana contiene ademas numerosos compuestos que son metabolizados por

microorganismos, o transformados quimicamente durante el proceso de elaboracion de

las sidras. Los principales compuestos se describen en la Tabla 2.

Tabla 2: Composicién quimica de la manzana (Malus domestica).

Nutrientes % m/m  Nutrientes % m/m
Azucares Xantofilas

Azucares totales (g) 10,39 Epigalocatequina (mg) 0,3
Sacarosa (g) 2,07 Flavonoles

Glucosa (g) 2,43 Epicatequina (mg) 7,5
Fructosa (g) 59 Epigalocatequina-3-galate (mg) 0,2
Minerales Luteolina (mg) 0,1
Calcio (mg) 6 Kaenferol (mg) 0,1
Hierro (mg) 0,12 Quercetina (mg) 4
Magnesio (mg) 5 Catequina (mg) 1,3
Fosforo (mg) 11 Acidos organicos

Potasio (mg) 107 Acido malico (g) 0,3-1
Sodio (mg) 1 Acido citrico (mg) 5
Zinc (mg) 0,004 Acido isocitrico (mg) 5
Cobre (mg) 0,027 Acido succinico (mg) 1
Manganeso (mg) 0,035 Acido fumérico (mg) 2
Fluor (ug) 3,3 Acido quinico (mg) 1
Vitaminas Acido shikimico (mg) 1
Acido ascorbico (Vit C) (mg) 4,6 Aminoacidos

Tiamina (mg) 0,017 Triptéfano (g) 0,001
Riboflavina (Vit B2) (mg) 0,026 Treonina (g) 0,006
Niacina (Vit B3) (mg) 0,091 Isoleucina (Q) 0,006
Acido pantoténico (B5) (mg) 0,061 Leucina (g) 0,013
Vitamina B6(mg) 0,041 Lisina (g) 0,012
Folato total (ug) 3 Metionina (Q) 0,001
Folato (en comidas) (Lg) 3 Cisteina (g) 0,001
Folato DFE (lg) 3 Fenilalanina (g) 0,006
Betaina (ug) 0,1 Tirosina (g) 0,001
Vitamina A (ug) 3 Valina (g) 0,012
Betacaroteno(jug) 27 Arginina (g) 0,006
Betacriptoxantina (g) 11 Histidina (g) 0,005
Luteina + Zeoxantina (ug) 29 Alanina (g) 0,011
Vitamina E (mg) 0,18 Acido aspartico (g) 0,07
Vitamina K (ug) 2,2 Acido glutamico (g) 0,025
Acidos Grasos Glicina (g) 0,009
Fitoesteroles (mg) 12 Prolina (g) 0,006
Flavanoles Serina (Q) 0,01
Cianidina (mg) 1,6 Agua (g) 85,56

Datos tomados del servicio de cromatografia para los alimentos USDA 2010

Los azUcares derivan de la fotosintesis, mientras que los acidos organicos son

generados en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Si bien el &cido mélico es el principal

acido organico presente en la manzana existen en menores proporciones otros acidos

como el acido citrico, isocitrico, succinico, fumarico, quinico y shikimico (Eisele y Drake,

2005). La concentracion de malico es muy variable y depende fundamentalmente de la
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variedad, la madurez y las condiciones climaticas durante el almacenamiento del fruto
(Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010).

Con respecto a fraccion nitrogenada constituida por aminoacidos, el 50% aprox.
del total de la fraccion aminoacidica esta constituida por los acidos aspartico y glutamico
(Tabla 2) (Blanco et al., 1990; Ackermann et al., 1992). Las proporciones de todos estos
compuestos varian con la variedad de manzana a utilizar y, por consiguiente, también

varia el producto final elaborado, la sidra.

1.3.1.1. Ingreso de la fruta

Las manzanas que ingresan a las sidreras son volcadas en los lagares (piletas
destinadas al almacenamiento de las manzanas en las condiciones de ingreso) desde
donde, mediante corriente de agua potable y por flotacion, son transportadas hasta las

trituradoras. Este transporte implica el lavado indirecto de la fruta (Figura 2).

1.3.1.2. Obtencion del jugo

Trituracién. Existen diferentes tipos, algunas son mecanicas donde la fruta es
elevada hasta las tolvas mediante cintas transportadoras, la fruta cae y mediante golpe y
compresion sobre una lamina metélica cribada es triturada, obteniéndose la pulpa. Otras
mas modernas son contienen un sistema de cuchillas y las frutas son volcados a una
especie de cono, la pulpa cae por un sistema de bombas (Blanco Gomis y Mangas Alonso,
2010).

Prensado. Las prensas pueden ser hidraulicas o de cintas. En estas ultimas, de
proceso continuo, la pulpa ingresa a un sistema de cintas de doble malla sintética montado
sobre una plataforma horizontal y a medida que avanza entre las cintas es sometida a
presiones crecientes ejercidas por una serie de rodillos dispuestos por encimay por debajo
de las mismas en una extensién de aproximadamente 4 metros. El jugo turbio de primera
extraccion o mosto, escurre y se recoge en una bandeja de acero inoxidable que se
encuentra en la parte inferior (Barbagelata 2010).

El jugo que sale de las prensas es conducido hacia un sistema de cafierias que lo

transportara hasta las piletas de fermentacion (Figura 2).

1.3.1.3. Sulfitacion del mosto
El SOz (anhidrido sulfuroso o dioxido de azufre) es uno de los compuestos mas

antiguos usados en la industria de elaboracién de alimentos y bebidas por sus propiedades
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antioxidantes y antimicrobianas (du Toit y Pretorius, 2000). El acondicionamiento del
mosto para dar inicio al proceso fermentativo involucra la adicion de SO2, préactica
conocida como sulfitacién. Una elevada concentracion de didxido de azufre puede
comprometer el aroma y el sabor del producto final (Pretorius y Hoj, 2005) debido a una
excesiva formacion de sulfuro de hidrogeno y mercaptanos (Jiranek, 2003), asi como
también provocar efectos indeseables sobre la salud de ciertos consumidores (du Toit y
Pretorius, 2000), por lo que el agregado de SO: en cualquiera de sus formas debe
garantizar la proteccion del mosto sin caer en excesos perjudiciales. Se estima que son
necesarias concentraciones del orden de 100 mg/L de SO. molecular para evitar cualquier
actividad fermentativa (Cabranes et al., 1990). El codigo alimentario de Argentina
establece que las sidras no deben superar los 20mg/L de SO2 molecular al momento de
ser ingeridas (Fuente web: ANMAT, 2012)

1.3.1.4. Clarificacion

Como paso previo al desarrollo del proceso fermentativo puede ser necesaria la
realizacion de una clarificacion del mosto, en el caso de que éste presente una elevada
turbidez. El tipo de clarificacion mas comunmente usado es la clarificacion enzimatica
con pectinasas que provocan que las particulas en suspension puedan flocular (Blanco
Gomis y Mangas Alonso, 2010).

1.3.2. Procesos Fermentativos

Efectuada la etapa de ajuste del SO2 y la clarificacion (optativa), el mosto es
transportado a la pileta o el fermentador donde definitivamente se dara inicio a la
fermentacion primaria o alcohdlica, llevada a cabo por las levaduras. El inicio y la
velocidad de la fermentacion se encuentran en relacion directa con las condiciones de
aireacion y de temperatura que se establecen al inicio del proceso, asi como también con
la adicion (fermentaciones conducidas) o no (fermentaciones espontaneas o naturales) de
cultivos iniciadores constituidos por cepas de levaduras seleccionadas.

Respecto de la temperatura de fermentacion, aspecto de relevancia para este
trabajo, las fermentaciones naturales raramente progresan por debajo de los 10°C, entre
10°C y 30°C su velocidad crece linealmente con el aumento de la temperatura y entre
35°C y 40°C esta se convierte en un factor limitante del crecimiento celular. Temperaturas
de fermentacion elevadas (>25°C) favorecen también la evaporacion de compuestos de

importancia para el aroma del producto. Por lo expuesto, la temperatura de fermentacion
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requiere un riguroso control con el fin de evitar paradas de la fermentacion o deterioro en
la calidad organoléptica de la sidra (Suarez-Lepe, 1997). Una vez finalizada la
fermentacion alcohdlica y la densidad del mosto es de aproximadamente 1,003 g/L
(concentracion de azucares menor a 2 g/L), se efectua el primer trasiego con el objetivo
de eliminar las borras de fermentacion depositadas en el fondo de las piletas, seguido de
un periodo de reposo 0 maduracion (15 dias aprox.). Durante la maduracion el producto
se clarifica naturalmente o por el agregado de agentes clarificantes, uno de los principales
que se utiliza en la industria es la filtracion o el clarificado con bentonita con posterior
decantacion por gravedad. El producto final, filtrado, se denomina “sidra base” de
acuerdo al Cadigo Alimentario Argentino, aunque a nivel industrial se lo conoce también
como “caldo de sidra”.

Seguido al proceso de fermentacién primaria o alcoholica puede o no ocurrir una
fermentacion secundaria 0 malolactica (FML), llevada a cabo por las bacterias lacticas
(Beech, 1972; Herrero et al., 1999; Nedovic et al., 2000). Este proceso consiste en la
conversion del acido L-malico en L-lactico y contribuye a la deacidificacién de la sidra,
asi como también a la estabilidad microbiolégica y a la complejidad de su aroma. La
fermentacion malolactica se produce espontaneamente cuando los caldos base son
reservados por mucho tiempo sin ser clarificados, no obstante, algunas bodegas inducen
la fermentacion maloléctica con la inoculacion de bacterias lacticas en aquellas sidras que

presentan una acidez en boca muy alta (Xu et al., 2005).

1.3.3. Operaciones Post-fermentativas

Con el fin de lograr un producto con sabor balanceado, en términos de acidez y
contenido de taninos, se puede efectuar el mezclado o corte de sidras base. Luego se
procede a efectuar el endulzado con sacarosa y gasificacion obteniéndose el producto
final listo para ser embotellado. Existen dos estrategias para gasificar las sidras, el
gasificado artificial y el método champenoise. El primero consiste en el agregado del gas
CO, directamente a la sidra-base, el segundo consiste en realizar una segunda
fermentacidn en botella, donde se agrega azlcar y la levadura a la sidra-base obtenida en
la primera fermentacion, luego de realizada la 2° fermentacion se procede a la
clarificacion (extraccion de la borra) por decantacion dentro de la botella, las mismas se
colocan en pupitres con una inclinacion de 45° y se giran una vez por dia durante tres
meses aproximadamente. Una vez clarificado el producto se procede al denominado

“degiielle” que implica extraer las levaduras que se juntan en la punta de la botella (dentro
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del bidul) para ello se abren las botellas e inmediatamente se realizan las correcciones de
acidez, y el corte final de azucares para conseguir el “corte” final, practica denominada
“dosaje”. Las diferentes clasificaciones en funcion de las concentraciones de azucares de
la bebida son: Nature (0 g/L); Extra brut (1-6 g/L); Brut (7-12 g/L); sec (13-30 g/L); demi-
sec (31-50 g/L); dulce (>50) dentro de la categoria de Chandon (2003).

El producto final denominado “sidra” por el Codigo Alimentario Argentino
(CAA) establece densidades de 1,025 g/L para la sidra dulce y de 1,015 g/L para la sidra
semidulce, y respecto del gasificado, la concentracion maxima permitida para la sidra
(con gasificacion artificial) es de 5 %v/v, sin embargo, para la sidra champagnizadas se
permiten concentraciones maximas de 7 %v/v (CAA Articulo 1085 -Resolucion Conjunta
SPRyRS N° 87/04 y SAGPyA N° 566/04).

2. Levaduras

Actualmente se define a las levaduras como “hongos unicelulares, ascomicetes o
basidiomycetes, que se reproducen vegetativamente por brotacion o fision y que pueden
0 no presentar estados sexuales que no estan contenidos en cuerpos de fructificacion”
(Kurtzman, et al., 2011). Las levaduras que presentan estadios sexuales se denominan
levaduras perfectas o formas teleomdrficas y a las que no los presentan levaduras
imperfectas o formas anamorficas. Historicamente ligadas al hombre a través de la
elaboracion de alimentos y bebidas fermentadas, las levaduras constituyen probablemente
el grupo microbiano con mas tradicion en biotecnologia. Pueden ser aisladas de ambientes
terrestres, acuaticos o aéreos (Hagler y Ahearn, 1987; Gadanho et al., 2003; Libkind et
al., 2003; Martini, 1992; Phaff y Starmer, 1987; Silva-Bedoya et al., 2014) incluso de
ambientes extremos (Russo et al., 2006; 2008; Vishniac y Onofri, 2003).

Desde el punto de vista nutricional, las levaduras son eucariotas heterétrofos
quimiorganotrofos capaces de utilizar ciertos hidratos de carbono, glucosa en particular,
como fuente de carbono y de energia (Gancedo y Serrano, 1989; Kurtzman y Fell, 1998).
Conforme a sus requerimientos de oxigeno las levaduras se clasifican en aerdbicas
estrictas y aerdbicas facultativas. Las levaduras aerdbicas facultativas pueden a su vez
diferenciarse en respiratorias y fermentativas. Durante el crecimiento aerdbico, las
levaduras respiratorias, que incluyen la mayoria de las especies de levaduras, metabolizan
menos del 30% del azucar via fermentacion alcoholica. Ejemplos tipicos de este subgrupo
de levaduras anaerobias facultativas son ciertas especies de los géneros Cyida,

Hansenula, Kluyveromyces y Pichia, muchas de las cuales son relevantes en el proceso
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de elaboracion de bebidas fermentadas, fundamentalmente en los estadios iniciales. Por
su parte, en las levaduras fermentativas el 90% del catabolismo de la glucosa ocurre via
fermentacion alcohdlica aun en presencia de oxigeno. Esta caracteristica metabolica
convierte a ciertas especies, como S. cerevisiae, en las protagonistas en la elaboracién de
las bebidas fermentadas y a otras, como Brettanomyces spp., en potenciales y muy

peligrosos contaminantes de éstas (Kutzman et al., 2011).

2.1. Levaduras en procesos fermentativos

Las levaduras metabolizan las hexosas presentes en el mosto a través de la
glucalisis via en la cual se produce piruvato como sustrato final (Pronk et al., 1996). En
condiciones anaerdbicas, como las que se establecen durante el proceso de elaboracion
de sidras, las levaduras transforman al piruvato mayoritariamente en etanol y CO durante
el proceso de fermentacion alcohdlica. El objetivo de este proceso bioquimico, central en
la elaboracidn de sidra y de otras bebidas fermentadas, es el de mantener el balance redox
necesario para sostener el catabolismo glucolitico, Gnica fuente de produccion de energia

de la célula en estas condiciones (Figura 3).

Precursores
00mancos

Figura 3: Metabolismo de levaduras durante la fermentacion. Durante el proceso fermentativo las

levaduras no sélo producen etanol y CO, sino también otros compuestos que contribuyen

positivamente al flavour de la sidra. También pueden formarse otros metabolitos como el SH, que
inciden negativamente en las caracteristicas del producto final. Extraido de Swiegers et al. (2005) con
modificaciones.
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La transformacion natural o espontanea del mosto de manzana en sidra base es
llevada a cabo por la accidon secuencial de diferentes especies de levaduras salvajes
naturalmente presentes en la superficie de las manzanas o sobre el equipamiento de la
sidrera (Barbagelata, 2010; Cabranes et al., 1990; Coton et al., 2006; Martini y Martini,
1990; Sipiczki et al., 2001). En este tipo de fermentaciones, la etapa inicial esta dominada
por levaduras de bajo poder fermentativo como las pertenecientes a los géneros
Debaryomyces, Dekkera, Hanseniaspora, Issatchenkia, Lachancea, Mesherozyma,
Metschnikowia Pichia, Torulaspora, Wickerhamomyces y Zygosaccharomyces
denominadas no-sacaromicéticas (Cabranes et al., 1990; Coton et al., 2006; Duefias et
al., 1994; le Quéré y; Suarez-Valles et al., 2007a). Estas levaduras, se encuentran
presentes originariamente en la piel de las manzanas y en menor proporcion en la
superficie del equipamiento de las bodegas (Fleet, 2003). Las mismas son transferidas al
mosto, iniciando espontdneamente la fermentacion alcohdlica. Las levaduras no-
sacaromicéticas dominan la etapa inicial del proceso y luego de unos 3-4 dias (estadio
medio de la fermentacién), su nimero y diversidad comienza a declinar hasta desaparecer
como consecuencia del efecto toxico generado por el etanol, entre otros factores que se
discutiran mas adelante. Paralelamente a esto, cepas de levaduras con alto poder
fermentativo comienzan a dominar a la fermentacion (1x10’- 1x10® UFC/mL)
conduciéndola hasta su finalizacién, principalmente, en sidras y vinos, Saccharomyces
cerevisiae es la especie que domina el proceso fermentativo.

No obstante, otras especies del género Saccharomyces como S. uvarum y la especie
hibrida S. bayanus han sido encontradas dominando fermentaciones espontaneas de sidra
producidas a bajas temperaturas (Coton et al., 2006; Naumov et al., 2001; Suérez Valles
et al., 2007b). Este hallazgo rapidamente impulsé nuevas investigaciones orientadas a la
produccién de aromas diferenciales y calidad sensorial de las bebidas fermentadas con
las mismas.

En la Tabla 3 se describe la diversidad de especies pertenecientes al género
Saccharomyces y sus hibridos naturales, aisladas de fermentaciones naturales en sidras

en todo el mundo.
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Tabla 3: Especies del género Saccharomyces aisladas en fermentaciones naturales de sidras de manzana y pera
y chicha de manzana del mundo

Pais Especie Método de Referencia
identificacién
Irlanda S. cerevisiae PCR-RFLP (5.8S- Morrissey et al., 2004
ITS)
Espafia (Asturias)  S. cerevisiae, Caracterizacion Cabranes et al., 1990
S. bayanus y S. cerevisiae fenotipica Suarez-Valles et al.,
PCR-RFLP (5.85-  2007b; Perez-Traves et al.,
ITS) 2014
Francia S. cerivisae y S. bayanus PCR-RFLP (5.8S- Coton et al., 2006
ITS)
Pais Vasco S. cerevisiae Caracterizacion Duefias et al., 1994
fenotipica
CID1 (hibrido interespecifico entre S.
Francia (Bretafia) ~ Cerevisiae x S. uvarum x S. PCR-RFLP Masneuf et al., 1998
kudriavzevii
MET2
Francia (Bretafiay S.uvarumy S. cerevisiae PCR-RFLP Naumov et al., 2001
Normandia) NTS2
Alemania S. uvarum Perez-Traves et al., 2014
Argentina S. cerevisiae PCR-RFLP (5.8S- Barbagelata, 2010
ITS)

2.2. Fermentaciones naturales y conducidas

Cuando la fermentacion alcohdlica se produce espontdneamente sin agregado de
levaduras comerciales al proceso se denomina fermentacion natural y se lleva a cabo por
las poblaciones mixtas de levaduras indigenas presentes en la superficie de las manzanas
y los equipos de bodega. La caracteristica principal de las sidras obtenidos a partir de
estas fermentaciones es que, debido a esta diversidad microbioldgica y metabdlica,
presentan una gran complejidad organoléptica, sin embargo, las contribuciones
individuales y colectivas de las diferentes especies y cepas nativas son dificiles de
predecir, por ende, las caracteristicas de las sidras obtenidas también lo son. Ante un
mercado de ventas que exige calidad constante, esta falta de reproducibilidad propia de
las fermentaciones naturales representa un serio problema industrial. Por esta razon, se
ha introducido como préactica enoldgica el uso de cultivos iniciadores (starters) de
levaduras, que permite realizar un mejor control microbioldgico del proceso, mediante la
normalizacion de la biota participante (Pretorius, 2000). Este tipo de fermentaciones se
conoce como fermentaciones conducidas y resuelven el problema de falta de
reproducibilidad en la calidad final de las sidras. Adicionalmente, disminuyen los riesgos
de contaminacion de los mostos y de detenimiento de las fermentaciones observadas con

cierta frecuencia en las fermentaciones naturales (Querol et al., 1992). La industria del
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vino lleva la delantera en la utilizacion de starters comerciales, es por ello que en la
actualidad existen cientos de starters para vino y muy pocos para sira.

Sin embrago, a pesar de los aparentes beneficios de su uso, algunos productores o
elaboradores de bebidas fermentadas son, aun actualmente, reacios a su utilizacion. La
critica mas importante es que la fermentaciones alcohdlicas conducidas con cultivos
puros de S. cerevisiae producen bebidas de calidad sensorial estandar, con perfiles
aromaticos planos que pierden muchas, sino todas, de las caracteristicas distintivas
otorgada por la compleja biota de levaduras indigenas presente en las fermentaciones
naturales (Pretorius 2000). Con el fin de resolver estos problemas, han surgido
modalidades fermentativas nuevas que hacen uso del empleo de cultivos iniciadores
formados con levaduras seleccionadas indigenas de cada region particular, el uso de
especies de Saccharomyces no-cerevisiae, el uso de cultivos mixtos entre Saccharomyces
y no-Saccharomyces conocidos como multistarters y la utilizacion de hibridos entre
diferentes especies del género Saccharomyces adaptadas a diferentes condiciones
ambientales ( Soden et al., 1998; Rainieri y Pretorius, 2000; Romano et al., 2003, Suzzi
etal., 2012; Ciani et al., 2016).

La especie S. uvarum es reportada como una especie con propiedades
fermentativas destacables para ser usada como cultivo iniciador, se destaca
principalmente por producir una alta concentracion de glicerol, alcoholes superiores y
ésteres al igual que los hibridos artificiales entre esta especie y S. cerevisiae (Gamero et
al., 2013; Oliveira et al., 2014), y por presentar productos fermentados con mayor
intensidad aromatica que cepas de S. cerevisiae (Coloretti et al., 2006; Eglinton et al.,
2000). Todas las caracteristicas fisiologicas interesantes que presenta S. uvarum ya han
sido aprovechadas para desarrollar la primera cepa comercial de S. uvarum para vino; esta
levadura fue seleccionada y patentada por el grupo de investigacion de la Dra. Querol
(IATA-CSIC, Valencia, Espafia) y comercializada actualmente por la empresa Lallemand
S.A. bajo el nombre comercial de VELLUTO BMV58 YSEO®.

Otra especie, S. pastorianus, ha sido utilizada ampliamente como cultivo iniciador
en la produccién de cerveza a muy bajas temperaturas en comparacion con otros procesos
de fermentacion industriales. Este género incluye cepas hibridas entre S. cerevisiae y S.
eubayanus (Kodama et al., 2006) y es beneficiado obteniendo caracteristicas fisioldgicas
provenientes de ambos genomas, lo que resulta en una fuerte capacidad fermentativa a

baja temperatura (Gibson y Liti, 2015).
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Los criterios generales establecidos para cepas de S. cerevisiae se basan en la
evaluacion de ciertas caracteristicas metabdlicas y fisioldgicas de las mismas que les
otorgan propiedades interesantes desde el punto de vista cualitativo y ventajoso desde el
punto de vista tecnologico, las que se describen en la Tabla 4. Mas recientemente algunos
autores han considerado importante incorporar algunos criterios ecolégicos, como la

evaluacion de la conducta killer (biotipo killer) (Lopes et al., 2005).

Tabla 4: Criterios de seleccion de levaduras para elaboracidn de sidras.

PROPIEDADES CUALITATIVAS PROPIEDADES TECNOLOGICAS

o Bajaformacion de sulfhidrico, tioles y o Alta eficiencia fermentativa

dimetilsulféxido o Rapida iniciacién de la fermentacién
e Baja produccion de acidez volatil e Altatolerancia al etanol
o Alta produccion de glicerol o Baja temperatura de fermentacién (10-
e [B-glucosidasas 18°C)
e Proteasas e Alta osmotolerancia
e Produccion diferencial de ésteres o Alta estabilidad genética
e Autolisis e Altatolerancia al sulfito

o Bajaformacidon de espuma

o Factor killer

Actualmente se han desarrollado cultivos iniciadores especificamente para sidras,
en la Tabla 5 se describen los principales cultivos iniciadores comerciales utilizados en
fermentaciones conducidas y sus principales caracteristicas de interés industrial por las
cuales fueron seleccionadas

No obstante, a fin de comprender mejor la influencia de las diferentes levaduras
en el proceso es necesario conocer un poco mas acerca de su metabolismo secundario y

su relacion con las caracteristicas organolépticas de las sidras.

2.3. Las levaduras y su relacion con las caracteristicas organolépticas (flavor) de las
sidras

El flavor es la caracteristica organoléptica distintiva de una bebida fermentada, y
en un sentido amplio, es la impresion sensorial que brindan compuestos que aportan tanto
al aroma como al sabor, y puede también incluir aspectos tales como acidez, dulzura,

astringencia, entre otros. Sin embargo, mas comunmente se refiere al flavor de una bebida
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como su aroma (Lambrechts y Pretorius, 2000). EI mismo, no se constituye Unicamente

por los compuestos sintetizados por las levaduras involucradas en la fermentacion

alcoholica, sino también por aromas que provienen desde el varietal hasta de las practicas

tecnoldgicas involucradas en la bebida.

Tabla 5: Principales starters comerciales desarrollados para sidras

Nombre comercial

Especie/s- Cultivo

Caracteristicas

Merit

S. cerevisiae

Puro

Tolerancia al alcohol por encima de 16% v/v
Perfecta para inocular con levaduras no-
Saccharomyces y/o bacterias malolacticas

Baja produccion de H2S

Prelude Torulaspora delbrueckii Alta  produccion de  manoproteinas/
Puro polisacaridos
Sedosa sensacion en boca, aumento del
cuerpo en paladar
Baja produccion de SO, y H2S
Concerto Kluyveromyces Acentla los frutos rojos y especias negras
thermotolerans Baja produccién de SO, y H,S
Puro
Melody S. cerevisiae Tres cepas de levaduras en proporcion
K. thermotolerans 60:20:20
T. delbrueckii Mayor intensidad y complejidad frutal
Mixto Puede tolerar altas concentraciones de
alcohol
Baja produccion de SO, y H,S
Rhythm S. cerevisiae, Dos cepas de levaduras en proporcion 60:40
K. thermotolerans Complejidad con notas frutales
Mixto Puede tolerar altas concentraciones de
alcohol
Baja produccion de SO, y H,S
Harmony S. cerevisiae, Tres cepas de levaduras en proporcion

K. thermotolerans,
T. delbrueckii
Mixto

80:10:10
Incremento de sensacion en boca
Matices de complejidad frutal

Baja produccion de SO, y H2S

Fuente web: Gusmer Enterprice, Inc ®
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A continuacion, se detallan los tipos de aromas que forman en su conjunto el flavor
de las sidras.

1) Aroma primario o varietal: proviene de la materia prima, en este caso de la
manzana y depende de la variedad de la misma y de todos los factores que afectan la
fisiologia de las frutas, como ser lamadurez y el clima. El aroma varietal esta conformado
por varias familias de compuestos, tales como terpenos, metoxipirazinas, derivados de
norisoprenoides, entre otros. El total de compuestos que lo conforman puede dividirse en
dos grandes categorias: los que constituyen el aroma varietal libre (fraccion libre) y los
precursores aromaticos (fraccion ligada) (Baumes 2009). Algunos compuestos no son
volatiles porque estan conjugados con azucares (gliconjugados). La liberacion de los
aromas a partir de estas moléculas se produce por hidrolisis &cida o enzimaética, siendo
esta Ultima de mucha mas relevancia. Muchas levaduras, principalmente no-
sacaromicéticas, disponen enzimas (B-glucosidasa, Bxilosidasa) capaces de hidrolizar las
moléculas gliconjugadas y liberar los compuestos asociados a los azucares
transformandolos en compuestos volatiles y aromaéticos (Blanco Gomis y Mangas
Alonso, 2010; Ugliano, 2009).

2) Aroma fermentativo o secundario: formado durante la fermentacion, esta
constituido por compuestos derivados del metabolismo de las levaduras durante la
fermentacion alcohdlica y de las bacterias lacticas, en el caso en que se realice la
fermentacion malol&ctica.

3) Aroma post-fermentativo: incluye todos los compuestos volatiles que se forman
durante la conservacion. En sidras este Gltimo es de poca importancia ya que por lo
general las sidras no se reservan y se producen para el consumo rapido.

Debido a que las levaduras se relacionan con el aroma secundario o fermentativo
de la bebida, en este apartado se harad especial hincapié en este tipo de aroma y los

procesos metabolicos que los producen.

Glicerol

Aunque la produccién de etanol es la via mas importante para generar NAD*, existe
una alternativa, llamada fermentacion gliceropiravica, a partir de la cual la célula produce
glicerol como producto final (Prior y Hohmann, 1996). La fermentacion de glucosa en
levaduras en presencia de sulfito produce glicerol en cantidades elevadas, ya que el sulfito
se combina con el etanal, el cual previene la regeneracién de NAD" via alcohol

deshidrogenasa. Bajo estas condiciones, las levaduras necesitan oxidar NADH a través
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de una via alternativa con el fin de compensar su deficit, siendo la produccion de glicerol
la Gnica manera. Durante este proceso metabodlico se consume ATP siendo, sin embargo,
necesario para compensar el desbalance redox producido en la célula.

Aunque la fermentacion gliceropirtvica fue inicialmente descubierta a través del
efecto de sulfitos, puede activarse también ante otras situaciones. Al inicio de la
fermentacion el crecimiento de las levaduras implica la biosintesis muy activa de
proteinas, lipidos, nuclettidos, entre otras biomoléculas, que son sintetizadas utilizando
piruvato como sustrato. La utilizacion anabolica de moléculas de piruvato genera déficit
de NAD", requiriendo su reconstitucion a través de la via gliceropirGvica. Por esta razén,
el glicerol es principalmente producido durante los primeros pasos de la fermentacién
alcohdlica, cuando las células incrementan su biomasa (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
Ademas, las levaduras producen glicerol a modo de proteccion contra la presion osmética
(Prior y Hohmann, 1996). Por esta razon, el glicerol es un compuesto sintetizado en
elevadas concentraciones en las fermentaciones de sidra principalmente a bajas
temperaturas (Izawa et al., 2004), con concentraciones entre 3-5 g/L y aporta a la calidad
de la bebida confiriéndole dulzor y cuerpo (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010)
(Figura 3).

Acetaldehido

El acetaldehido, también conocidos como etanal, es un intermediario de la
fermentacidn alcohélica obtenido de la descarboxilacion de piruvato (Figura 3). Luego es
reducido principalmente a etanol, en pequefias cantidades pueden aportar complejidad
asociandose con un aroma a manzana verde. Sin embargo, en altas concentraciones puede
dar la percepcion de una bebida oxidada, o un sabor punzante e irritante que recuerda al
pasto verde (Liu y Pilone 2000).

Acidos orgénicos

Los acidos lactico y acético son, también productos secundarios de la fermentacién
alcohdlica. Las levaduras sintetizan acido lactico a partir del &cido pirtvico mediante la
enzima lactato deshidrogenasa. Este proceso permite regenerar NAD+ para que prosiga
la glucolisis. Sin embargo, no todo el lactico que se encuentra en la sidra se debe proviene
del metabolismo de las levaduras. La presencia de mas de 0,5 g/L de este acido es un
indicativo de que ocurrio fermentacion malolactica (FML) llevada a cabo por las bacterias
lacticas como se mencion0 previamente. Por otro lado, el acido acético es el principal
acido volatil detectado en las sidras, siendo uno de los principales parametros de analisis

enoldgico. Aunque puede ser producido por levaduras, bacterias lacticas y acéticas,
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normalmente, S. cerevisiae produce bajas concentraciones del mismo (0,1- 0,3 g/L) en
fermentaciones normales. Sin embargo, paradas de fermentacion o ralentizacion pueden
producir elevados niveles de este acido. La elevada produccion de &cido acético puede
darse como consecuencia del desarrollo de enfermedades lacticas o por una produccion
de acido acético mayor de lo normal por parte de las levaduras por hidrolisis de acetil-
CoA (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010).
Alcoholes superiores

La mayoria de los alcoholes superiores se producen por la reaccion de Ehrlich, que
permite la transformacion de un cetoacido en un aldehido y este a su vez se puede
convertir en un alcohol a través de la accion de las enzimas alcohol deshidrogenasas
(Ehrlich y Sachs, 1899). La produccion de alcoholes superiores depende de varios
factores, entre los que cabe sefialar: i) la cepa de levadura: algunos investigadores
observaron que cuando la levadura posee mayor demanda de nitrogeno producen una
menor cantidad de alcoholes superiores (Torrea et al., 2003) ii) La temperatura de
fermentacion, a mayor temperatura se estimula la produccidon de estos compuestos
(Cabranes et al., 1998) iii) el nivel de aireacion ya que moderadas aireaciones mejoran la
produccién de alcoholes (Buescher et al. 2001) iv) la concentracién de aminoacidos y
amonio del medio ya que una disminucion del contenido de nitrégeno fécilmente
asimilable por la levadura potencia la produccion de alcoholes superiores (Beltran 2005).
Esteres

En las sidras, como en las bebidas fermentadas en general, se pueden detectar dos
grupos importantes de esteres: a) ésteres de acetato y b) ésteres de etilo (de &cidos grasos
de cadena media). Los esteres de acetato de sintetizan a partir del acetil-coA y un alcohol
superior, con la consecuente liberacion del grupo CoA. Las enzimas que llevan a cabo
esta sintesis son transferasas y carboxiesterasas. En consecuencia, la produccion de estos
compuestos estd muy vinculada al metabolismo de los azucares y de los aminoacidos
(Morrissey et al., 2004). El éster mas importante cuantitativamente es el acetato de etilo
derivado de la etandlisis del Acetil-CoA. En las especies del género Saccharomyces, el
acetato es producido como un intermediario en el bypass de la enzima piruvato
deshidrogenasa, camino responsable de la conversidn de piruvato en acetil CoA. Este
camino metabolico ademas de ser la unica fuente citosolica de acetil-CoA, indispensable
para la biosintesis de lipidos, rinde poder reductor [NAD(P)H] también indispensable
para el anabolismo (Swiegers et al., 2005). Por ultimo, los esteres de etilo provienen de

acil-coA y etanol (Zamora, 2009), la sintesis de estos dltimos estd directamente
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influenciada por la concentracion de &cidos grasos de cadena media lo que estimula su
produccion (Saerens et al., 2008).

En la Figura 3 se representan simplificadas las vias de sintesis de estos compuestos
y en la Tabla 6 se detallan los principales compuestos aromaticos que se encuentran en la
manzana, asociado a su descriptor (aroma al que se asocia a nivel sensorial), el umbral de

deteccion por el paladar humano (umbral de percepcion).

Tabla 6: Compuestos volatiles mas representativos del aroma de la sidra. Extraido de (Swiegers et al.,
2005) con modificaciones.

Compuesto Coqcentracién en Umk_),ral de Descriptor aromatico
sidra (mg/L) percepcion (mg/L)

Acetaldehido 10-75 100 Almendra, manzana, citrico
Acido acético 100-1150 700-1100 Vinagre, picante
Acido citrico 65 0,28 -
Acido lactico 30 2 -
Acido mélico 5000 30 Acidez muy pronunciada
Esteres
Acetato de etilo 22,5-63,5 160 Barniz, solvente, picado
Acetato de hexilo 0-4,8 0,7 Dulce, perfume
Acetato de isoamilo 0,03-8,1 0,26 Banana, anana
Acetato de isobutilo 0,01-0,8 1,6 Banana
Acetato de 2-fenietilo 0,01-4,5 3,8 Rosa, miel, floral, frutal
Butirato de etilo 0,01-3 0,4 Floreal, frutal
Hexanoato de etilo 0,03-3,4 0,08 Manzana, banana
Octanoato de etilo 0,05-3,8 0,58 Anana, pera
Decanoato de etilo 0-2,1 0,2 Floral, jabon
Lactato de etilo 8,3 250 Leche agria
Alcoholes superiores
Alcohol isoamilico 45-490 300 Crema de almendras
Alcohol isobutilico 9-28 500 Alcohdlico
1-propanol 9-68 500 Alcohdlico
1-butanol 0,5-8,5 150 Combustible
1-hexanol 0,3-12 5,2
2-feniletanol 10-180 7,5 Floral, rosa

2.4. Las levaduras y los factores de stress de vinificacion

Es sabido que la acumulacion de etanol a lo largo de las fermentaciones puede
significar un factor de estrés, asociado particularmente a etapas avanzadas de la
fermentacion y aunque S. cerevisiae es muy tolerante, concentraciones relativamente
elevadas pueden inhibir el crecimiento y la viabilidad celular (Pretorius, 2000). La
estructura de la membrana celular es el blanco principal para el etanol, tanto en sus
proteinas hidrofilicas como hidrofdbicas, por lo que la exposiciéon a dicho compuesto

puede resultar en un incremento de la fluidez de la membrana y consecuente pérdida de
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la integridad celular. Una disminucién en la disponibilidad de agua dada por la presencia
de etanol genera la inhibicion de las enzimas clave de la glicolisis generando la
desnaturalizacion de las mismas (Stanley et al., 2010), que por lo tanto conlleva a un
desbalance generalizado de las funciones celulares. Diversos estudios se han realizado a
fines de conocer la capacidad de respuesta a etanol y los mecanismos desarrollados por
parte de levaduras en procesos fermentativos (Arroyo-ldpez et al., 2010; Pina et al., 2004).
Con respecto a las sidras, las concentraciones de alcohol en la mayoria de los casos no
exceden los 5%v/v, siendo significativamente inferior a las concentraciones alcanzadas
en vinos (entre 10-14 %v/v) por lo que el estrés generado por el etanol no es una de las
principales causas de paradas de fermentacion, sin embargo aquellas levaduras con mayor
resistencia al etanol, presentan una ventaja adaptativa que les podria permitir una mayor
capacidad de implantacion en la fermentacion por lo que la resistencia al etanol sigue
siendo un criterio de importancia para la seleccién de levaduras involucrados en lo.

El SO que se adiciona a las sidras es otro de los principales factores de estrés para
las levaduras. Cuando el didxido de azufre se agrega, se disocia en tres especies
moleculares tal como se muestra en la Figura 4. La persistencia de cada una de las formas
ionicas es dependiente del pH del mosto, prevaleciendo la forma molecular a pH 0-2, el
anion bisulfito a pH 2-7 y sulfito a pH 7-10. Debido a que el pH de las sidras varia entre
3y 4, dominan las especies bisulfito y el anion HSOs". Por esta razén también el pH de la

sidra juega un papel importante en fermentacion y se convierte en un factor adicional de

estrés.
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Figura 4: Especies de SOz en solucion acuosa y su representacion en porcentaje
del SO total a lo largo del rango de pH. pKz es la constante de disociacion de la
reaccion quimica de SOz + H.0—HSO3% + H*, mientras que pKzes la constate de
la reaccion HSOs*— SOs% + H*. Extraido de Divol et al. 2012
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El SO, se agrega a las sidras con motivo de prevenir la oxidacion de ciertos
compuestos, como las antocianinas. Las formas ionicas HSOs y SOs* son las mas
reactivas pudiendo, por lo tanto, unirse a diversos compuestos tales como acetaldehido,
antocianinas y acidos organicos presentes en la sidra. Por ello se dice que existe una forma
“libre” y una “combinada” de este compuesto. Debido a que el SO, puede unirse a
metabolitos tales como glucosa, fosfato-dihidroxiacetato, piruvato, acetaldehido, acido
oxalacético y acido a-cetoglutamico, previene su uso como sustratos en vias metabdlicas
microbianas. De hecho, ha sido demostrado que el SO, molecular, como parte de la
porcion libre, posee propiedades antisépticas ya que una vez dentro de la célula el bisulfito
se vuelve la forma dominante -debido al pH intracelular- inhibiendo el crecimiento
microbiano. Algunas de las alteraciones que puede generar en la célula son: (a) dafio a la
membrana celular por union a receptores especificos presentes en la misma, (b) pérdida
por filtracion de metabolitos intracelulares, (c) aumento intracelular de la concentracion
de ATP (Divol et al., 2012). Ademas de inhibir vias metabdlicas claves, el sulfito se une
a proteinas (rompiendo los puentes disulfuro que las componen), coenzimas (NAD" y
FAD") y co-factores tales como tiamina y menadiona. También se ha demostrado que el
sulfito puede causar mutaciones puntuales en el DNA del microorganismo. Sin embargo,
las levaduras presentan diversos mecanismos de resistencia poligénicos y heredables ante
el SOz, aun en ausencia del mismo. Dicha tolerancia es muy variable, no solo entre
especies de levaduras, sino también entre cepas y varia durante las diferentes fases de
crecimiento (Divol et al., 2012). Sin embargo, los mecanismos de la resistencia a este
agente son un area de continuo estudio en levaduras fermentativas.

La temperatura de fermentacion es un conocido factor que genera enlentecimiento
y paradas de fermentacion, como asi también la presencia de microorganismos
competidores y la posible produccidn de toxinas por parte de los mismos, utilizadas como
mecanismo de supervivencia, conocidas como killer (Moreno-Arribas y Polo, 2005). La
estimacion del rango de temperatura de crecimiento de los microorganismos es muy
importante para la industria alimenticia para garantizar u optimizar las condiciones
fermentativas. Se ha reportado que la tasa de crecimiento de las levaduras y la
fermentacion alcohdlica aumentan con el incremento de la temperatura, con tasas
maximas entre 20°C y 25°C, no obstante, temperaturas superiores afectan el crecimiento
de las levaduras como consecuencia de dafios generados en la membrana celular y
desnaturalizacion de las proteinas (Belloch et al., 2008). Por su parte, las bajas

temperaturas afectan la fluidez de las membrana plasmatica de las levaduras aumentando
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la insaturacion de los &cidos grasos que la componen (Torija et al., 2003).
Especificamente la necesidad de contar con levaduras criotolerantes es un requisito
indispensable para la elaboracion de sidra para minimizar la pérdida de compuestos
volatiles. Debido a que S. cerevisiae no es eficiente en general para llevar a cabo este tipo
de fermentaciones, en los Gltimos afios se ha intensificado la busqueda de levaduras de
especies criotolerantes del género aisladas de ambientes naturales y antropicos e incluso
hibridos interespecificos (Castellari et al., 1994; Eizaguirre et al., 2018; Gamero et al.,
2013; Giudici et al., 1999; Gonzalez et al., 2006; Magalhées et al., 2017a, 2017b; Origone
etal., 2018).

El estrés osmotico causado por las elevadas concentraciones de glucosa y fructosa
al inicio de la fermentacion también afecta significativamente el metabolismo de las
levaduras. La respuesta de S. cerevisiae al estrés osmatico ha sido intensamente estudiado
en las ultimas dos décadas. Cambios en la actividad del agua y concentracion de solutos
dentro de las células pueden ocurrir como resultado de cambios en el medio ambiente o
incluso de la actividad metabdlica propia. Desde el punto fisioldgico se requiere una tasa
critica de agua libre y ligada para mantener el volumen celular apropiado y proporcionar
un medio favorable para las reacciones bioquimicas. El estrés hiperosmotico externo
resulta en la plasmdlisis debido al eflujo de agua, como resultado la célula se encoge y
absorbe iones y compuestos organicos de bajo peso molecular (solutos compatibles) en
un intento de lograr el equilibrio osmético (Hohmann 2002).

Como consecuencia, en los ultimos afios se han comenzado a realizar estudios en
los que se evalla la tolerancia de las levaduras a los diferentes factores propios del
proceso fermentativo para mejorar la produccion de Sidra. Entre estos factores se
evaluaron la utilizacion de hibridos interespecificos que resistan fermentaciones a bajas
temperaturas combinadas con la resistencia al etanol (Magalhaes et al., 2017b), asi
también como la cinética de fermentacion, resistencia a las presiones osmoticas propias
de mostos con altas concentraciones de azucares (Pando Bedrifiana et al., 2017).

En estos casos se ha propuesto, que estos estudios se tengan en cuenta al momento
de seleccionar nuevas levaduras que vayan a utilizarse en el desarrollo de cultivos
iniciadores. Contar con levaduras adaptadas a las diferentes condiciones de estrés
aseguraria fermentaciones controladas, rapidas y completas, con una elevada viabilidad
celular de los microorganismos empleados vy, por lo tanto, la generacion de productos de

fermentacidn estables y de calidad superior.
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2.5. El género Saccharomyces

Las levaduras del género Saccharomyces han sido aisladas tanto de ambientes
naturales como de procesos industriales. Este género se compone de diez especies, tres
de ellas asociadas a procesos de fermentacion industrial (S. uvarum, S. cerevisiae, y S.
pastorianus) y seis aisladas de habitats naturales (S. arboricolus, S. cariocanus, S.
kudriavzevii, S. mikatae y S. paradoxus; S. eubayanus) (Kurtzman y Robnett, 2003;
Libkind et al., 2011; Wang y Bai, 2008). De las tres aisladas en ambiente de fermentacion,
S. cerevisiae es la especie mas ampliamente difundida en procesos de fermentacion
alcohdlica. La especie S. uvarum esta presente en fermentaciones de vinos y sidras de las
regiones frias de Europa y en otras partes del mundo (Demuyter et al., 2004; Naumov et
al., 2001) y el taxén S. pastorianus incluye cepas hibridas entre S. cerevisiae y S.
eubayanus que son responsables de la produccién de cerveza lager (Kodama et al., 2006).
El resto de las especies se asocian Unicamente con habitats naturales, con la excepcion
algunas cepas de S. paradoxus aisladas de vifiedos croatas (Redzepovic et al., 2002) y que
han mostrado un buen desempefio en la elaboracion de vino (Orlic et al., 2010).

2.5.1. Saccharomyces: diversidad y ecologia

La especie més estudiada a nivel mundial, por su gran diversidad y distribucién
cosmopolita es S. cerevisiae. Los primeros estudios filogenéticos de la especie
permitieron separar entre poblaciones salvajes y domesticadas (Fay y Benavides, 2005),
y desde entonces se reconocieron una variedad de linajes distantes filogenéticamente
desde los ambientes naturales a los ambientes asociados con el hombre (Cromie et al.,
2013; Sniegowski et al., 2002). La filogenética global de esta especie indica que las cepas
pueden agruparse no solo por su origen geografico sino también por los procesos de
fermentacion (Cromie et al., 2013; Legras et al., 2007). Liti et al., (2009) detectaron cepas
de cinco linajes “puros” a las que denominaron (1) Malasia, (2) Africa Occidental, (3)
Sake, (4) Norteamérica y (5) vino/Europa y otras cepas “mosaicos” (recombinantes) que
se podrian haber originado por el trafico humano y la subsecuente recombinacion entre
ellas. Un trabajo recientemente publicado por Duan et al., (2018) que contribuye a la
historia evolutiva de esta especie, describe que la diversidad de las poblaciones
domesticadas de S. cerevisiae en China es mucho mas alta que la observada en otras
regiones del mundo. Los aislamientos que pertenecen al linaje del vino (grupo

vino/Europa caracterizados en el trabajo de Liti et al., (2009) también estan presentes en
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las frutas y huertas en China esto sugiere que China o el Lejano Oriente asiatico es
probablemente el centro de origen de las poblaciones domesticadas de S. cerevisiae.

Al ser una especie distribuida por todo el globo y con una alta diversidad S.
cerevisiae ha sido descripta como una especie némade sin nicho natural (Goddard y
Greig, 2015) La notable plasticidad del genoma de esta especie y su capacidad Unica para
adaptarse rapidamente a muchos nichos ecoldgicos como los producidos por los seres
humanos es lo que se traduce hoy en un sorprendente complejo de poblaciones
especializadas (Legras et al., 2018).

Por otro lado, la historia es diferente cuando se trata de las dos especies hermanas
recientemente descriptas- S. eubayanus y S. uvarum. Estas dos especies criotolerantes no
tienen una distribucion tan amplia ni una diversidad comparable. Pero en los tltimos afios,
hallazgos de cepas de estas especies en diferentes partes del mundo han permitido ampliar
el conocimiento sobre la historia evolutiva de las mismas.

La especie S. eubayanus ha sido descripta por primera vez en la Patagonia asociada
a Nothofagus spp. y Cyttaria spp. (Libkind et al., 2011). En los ultimos afios se amplio la
distribucion a Norteamérica, Asia, Nueva Zelanda y nuevamente en la Patagonia asociada
a A. araucana, seis especies de Nothofagus y Quercus spp (Bing et al., 2014; Eizaguirre
et al., 2018; Gayevskiy y Goddard, 2016; Peris et al., 2016, 2014). Los estudios
poblacionales y filogenéticos en esta especie evidencian que dos poblaciones altamente
variables existen en la Patagonia (Patagonia A y Patagonia B/Holartica) y también dos
poblaciones divergentes en Asia (Bing et al., 2014; Peris et al., 2016). Dentro de la
poblacion PB/Holartica hay un linaje separado que contiene aislados del Tibet y el Norte
de Carolina, los cuales son los parientes silvestres més cercano de las levaduras Lager
(Peris et al., 2016).

S. eubayanus y su especie hermana S. uvarum coexisten en la Patagonia, lo que ha
llevado a algunos autores proponer que el ancestro comun de ambas prosperd en el
hemisferio sur en asociacion con el Nothofagus spp. Mientras que otros linajes
probablemente migraron al hemisferio norte a través del sudeste asiatico, la Unica region
del mundo donde se encuentra la haya y roble (Fagaceae). La distribucion del roble en el
hemisferio norte puede asociarse con la formacion de otras especies como S. arboricola
y S. mikatae inclusive S. paradoxus y S. cerevisiae (Almeida et al., 2014).

La Patagonia es actualmente la region donde se ha encontrado la mayor diversidad
de S. eubayanus y S. uvarum, lo que la convierte en un escenario Unico para estudiar y

profundizar aspectos relacionados a la diversidad, ecologia, asi como historia evolutiva
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de estas dos especies criotolerantes. S. uvarum también ha sido aislada de ambientes
naturales como la corteza de Nothofagus y de hongos parésitos de estos arboles
(Eizaguirre et al., 2018; Libkind et al., 2011), y de corteza y semillas de Araucaria
araucana junto con S. eubayanus (Rodriguez et al., 2014). Sin embargo, en la Patagonia,
aunque la diversidad es muy alta no ha sido detectada ain en procesos fermentativos
industriales como son la elaboracion de vinos o sidras regionales. Los trabajos ecoldgicos
y filogenéticos en S. uvarum son escasos. El Unico trabajo realizado hasta el momento
utilizando el analisis de secuencia completa y cepas representativas de la distribucion
mundial fue realizado por Almeida et al., (2014), quienes proponen que el origen de la
especie probablemente fue en la Patagonia Argentina (siguiendo una historia evolutiva
cercana a la de S. eubayanus), y se reporta el hallazgo de dos poblaciones altamente
diferenciadas a las que llaman Sudamérica B (SA-B) y Sudamérica A (SA-A). La
poblacién SA-B estd intimamente relacionada a los ambientes naturales y tiene una
geolocalizacion mas austral, mientras que la poblacion SA-A se localiza més al norte de
la Patagonia. Por el andlisis filogenético se propone que esta poblacién originé a la
poblacién Holartica distribuida por todo el mundo (Europa, Estado Unidos, Canada,
Japon) (Figura 5).

Posterior al trabajo publicado por Almeida et al., (2014), Rodriguez et al., (2017)
reporto el aislamiento y descripcidn genética de cepas patagdnicas de S. uvarum asociadas
a un ambiente fermentativo de tipo natural -chicha de manzana, una bebida tradicional
realizada por los mapuches en la zona de Chile. Los autores detectaron una poblacion
puramente patagonica formada por cepas aisladas de ambientes naturales (a la que
denominan Sudamérica) y otra formada por cepas fermentativas de Europa donde
también quedaron incluidas todas las cepas aisladas de chicha en la Patagonia. En base a
los anélisis filogenéticos realizados con las cepas patagdnicas en comparacion con las
europeas, postularon que probablemente las cepas aisladas de chicha podrian haber
ingresado con la manzana en la zona de Chile asociadas a la colonizacion por los
espafoles en los siglos XVI o XVII, luego cuando los nativos (aborigenes mapuches)
incorporaron en su dieta la manzana, dispersaron las poblaciones de levaduras al ambiente
natural, principalmente a los arboles A. araucana, debido a que utilizaban su fruto (pifién)
para realizar una bebida tradicional (mudai) la poblacion Holartica tomo6 contacto con
poblacion SA-B generando algunas cepas mosaicos que son principalmente detectadas en
los ambientes donde la presencia del hombre es habitual, mientras que en los ambientes

menos antrépicos solo se encuentran la poblacién SA-B (Rodriguez et al., 2017).
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Figura 5. Distribucion y Filogenética actual de la especie S. uvarum. A: Distribucion mundial. B:
Distribucién en la Patagonia Argentina. C: Arbol filogenético (Neighbor Joining) y analisis de
estructura poblacional utilizando SNPs del genoma completo. Extraido de Almeida et al., 2014.

HIPOTESIS

El estudio de la diversidad fisioldgica y genética de S. uvarum aislada de ambientes
naturales y de bebidas fermentadas con diferente grado de industrializacién en la
Norpatagonia, permite seleccionar cepas adecuadas para ser usadas en la elaboracién

de sidras a bajas temperaturas y con caracteristicas diferenciales.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar fisioldgica y genéticamente cepas de la levadura criotolerante S. uvarum
aisladas de ambientes naturales y bebidas fermentadas tradicionales e industriales de la
Norpatagonia y evaluar su potencialidad para ser usadas como cultivos iniciadores en la

produccidn de sidras con caracteristicas organolépticas diferenciales.

Objetivos especificos
1. Caracterizar molecularmente aislamientos de la especie criotolerante S. uvarum

aislados de procesos de elaboracion de sidras regionales.

2. Evaluar las relaciones filogenéticas de cepas de S. uvarum aisladas de ambientes
naturales, bebidas fermentadas tradicionales (chichas de manzana) e industriales (sidras)

de la Norpatagonia.

3. Comparar las caracteristicas fisioldgicas de las cepas de diferentes origenes,
incluyendo la respuesta a factores de stress tipicos de las fermentaciones, el perfil de
consumo de diferentes nutrientes, el comportamiento fermentativo y la expresion

diferencial de genes durante la fermentacion.

4. Seleccionar cepas con caracteristicas fisioldgicas interesantes para evaluar su potencial

uso como iniciadores en la elaboracién de sidras a baja temperatura.

5. Evaluar la capacidad de competencia e implantacion de las cepas seleccionadas de S.
uvarum en mostos de manzana frente a las especies de levaduras naturalmente presentes
en los mostos y/o levaduras comerciales. Establecer las mejores condiciones para su uso

industrial.

6. Evaluar las cepas con mejor capacidad de competencia en fermentaciones a escala
piloto y seleccionar la/s cepa/s mas adecuadas para su potencial uso como iniciadores en

la elaboracion de sidras a bajas temperaturas.

7. Conservar las levaduras, de gran valor biotecnologico, en un Banco Genético para

futuros desarrollos.
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Capitulo I: Introduccion

INTRODUCCION

En particular, la especie S. uvarum es importante en la elaboracion de cierto tipo de
bebidas fermentadas y junto con S. bayanus (grupo de cepas hibridas entre S. uvarum y S.
eubayanus) y S. pastorianus (hibrido entre S. cerevisiae y S. eubayanus), comparten
caracteristicas fisiologicas unicas dentro del género que incluyen un sistema activo de
transporte de fructosa, buena capacidad fermentativa y criotolerancia (Tronchoni et al.,
2009). En comparacion con los cultivos iniciadores de fermentaciones comerciales muchas
cepas de S. uvarum en particular son capaces de fermentar completamente los mostos,
produciendo menor cantidad de etanol y mayor de glicerol que S. cerevisiae, sin que esto
conlleve un incremento de la cantidad de acido acético (Gamero et al., 2013; Gonzalez et al.,
2006; Tosi et al., 2009) S. uvarum produce también compuestos volatiles que influyen
directamente en el aroma de las bebidas fermentadas tales como el 2-feniletanol y su
respectivo (Masneuf et al., 2002).

A pesar de todas sus propiedades de interés, la menor produccion y tolerancia al etanol
que presentan la mayor parte de las cepas de S. uvarum puede suponer una desventaja
competitiva respecto a S. cerevisiae. ES entonces necesario establecer las condiciones
especiales de fermentacion que permitan una implantacion exitosa de esta especie en
fermentaciones.

Muchas de las caracteristicas fisioldgicas interesantes que presenta S. uvarum ya han
sido aprovechadas para desarrollar la primera cepa comercial de S. uvarum para vino; esta
levadura fue seleccionada y patentada por el grupo de investigacion de la Dra. Querol (IATA-
CSIC, Valencia, Espafia) y comercializada actualmente por la empresa Lallemand S.A., bajo
el nombre comercial de VELLUTO BMV58 YSEO®. No obstante, frente a las més de 400
cepas comerciales diferentes de S. cerevisiae, es evidente que aln existe un gran campo de
investigacion en relacion a S. uvarum y su potencialidad para el desarrollo de cultivos
iniciadores para bebidas fermentadas.

La Patagonia parece ser un lugar unico en el mundo en lo referido a diversidad de
especies criotolerantes del género Saccharomyces, especialmente de S. uvarum. Esta
levadura ha sido aislada de ambientes naturales junto a S. eubayanus- corteza de Nothofagus
y de hongos paréasitos de estos arboles (Libkind et al., 2011) y de corteza y semillas de

Araucaria araucana (Rodriguez et al., 2014)- como también de bebidas fermentadas
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tradicionales- chichas de manzana (Rodriguez et al., 2017). Sin embargo, en procesos
fermentativos industriales, como son la elaboracién de vinos o sidras regionales, esta especie
aun no ha sido detectada (Lopes et al., 2002); no obstante, es probable que esto sea
consecuencia de la técnica de aislamiento de levaduras utilizada. Normalmente la
temperatura de incubacion durante el aislamiento oscilé entre 25°C y 30°C, este rango de
temperatura favorece ampliamente el desarrollo de S. cerevisiae y afecta el de S uvarum, una
especie criotolerante.

Es por ello que en este capitulo exploraremos las caracteristicas de mayor relevancia
biotecnolodgica en relacién a la industria sidrera utilizando diferentes cepas de S. uvarum.

En funcion de los objetivos planteados este capitulo se organizo6 en dos partes:

Parte 1: Se realiz6 la evaluacion de la aptitud fermentativa en mosto de manzana y de
otras caracteristicas fisioldgicas relevantes de cepas de las especies criotolerantes S. uvarum
y S. eubayanus disponibles en la coleccion de microorganismos del PROBIEN. Se analizaron
también las propiedades fisicoquimicas y arométicas de las sidras base obtenidas con cada
una de ellas. Posteriormente, las cepas con mejores caracteristicas se utilizaron para
fermentar a escala semipiloto y los productos finales fueron analizados desde el punto de
vista fisicoquimico, aromatico y sensorial.

Parte 2: Se profundizé la basqueda de nuevas cepas criotolerantes de S. uvarum en
ambientes fermentativos industriales (mostos de manzana provenientes de sidrera). En este
contexto se evalud la diversidad de levaduras presentes en fermentaciones de mostos de
manzana realizadas a bajas temperaturas y se selecciono, siguiendo los mismos protocolos
usados en la partel, una cepa con las mejores caracteristicas para ser comparada con la
seleccionada anteriormente. Esta comparacion se realizd nuevamente en fermentaciones a

escala semipiloto.
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MATERIALES

1. Mostos

Se utilizaron mostos de manzanas de las siguientes variedades: Royal Gala, Granny
Smith, Red Delicious y Pink Lady y mosto de pera Packams/D’anyou. Las caracteristicas de
los mismos se detallan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los mostos utilizados para las diferentes fermentaciones en este capitulo

Mosto Cosecha °Brix  Azucares Acidez SO, SO, pH Escala de Utilizados en
reductores  total  total libre Fermentacion RESULTADOS
totales mg/L  mg/L punto
Royal Gala 2012 11,9 125,7 4,73 112 70 3,56 35mL Etapa1:1.1
Granrf;GSmith 2012 12,5 132,3 5,58 90 58 3,54 i t Etapa1:1.3
Granr:i/SSmith 2014 12 121 5,77 0 0 3,7 1L Etapa2:1.1
Red [Selsicious 2014 12,5 130 4,28 0 0 34 1L Etapa2: 1.1
Granri/DSmith 2015 12,8 130 6,03 * * 3,58 10L Etapa 1: 1.4
Granri/SSmith 2016 12,8 148,2 5,94 0 0 3,52 35 mL Etapa 2: 1.4
= * * 0L Etapa 1: 1.5
Granny Smith 2018 12,5 123,7 5,62 wx ** 3,52 10L Etapa 2: 1.6
PinI?Eady 2018 13 113,7 5,01 wx ** 3,72 10L Etapa 2: 1.6
Packam%IE)'Anjou 2018 12,8 112,9 3,02 *x ** 421 10L Etapa 2: 1.6
P/D

*. Mosto suplementado con 100 mg/L de K2S20s
**_Mosto suplementado con 200 mg/L de K2S20s

2. Levaduras

Se utilizaron 19 cepas de la especie S. uvarum y 13 de S. eubayanus previamente
aisladas y caracterizadas a nivel molecular en nuestro laboratorio (Rodriguez et al., 2017,
2014). Ademas, se agregé a modo comparativo la cepa vinica regional de la especie S.
cerevisiae NPCC1178. Todas las cepas se encuentran depositadas en el banco genético
NPCC (North Patagonian Culture Collection) localizado en el PROBIEN (CONICET-
UNCo), Neuquén, Argentina. La geolocalizacion y origen de las cepas utilizadas en este
capitulo se detallan en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Origen y geolocalizacion de las cepas utilizadas en las fermentaciones a 35 mL

Especie Area de muestreo Fuente NPCC mtDNA- Referencia
RFLP
S. eubayanus  Caviahue, Argentina A. araucana 1282 E4 Rodriguez et al. 2014
-38,4679722; 71,0894444 1283 E2
1284 ES5
1285 E6
1286 El
1287 E3
Tromen, Argentina A. araucana 1291 E12 Rodriguez et al. 2014
-39,9546127; 71,69547611 1292 E8
1294 E13
1296 E7
1297 E9
1301 E10
1302 Ell
S. uvarum Huechulafquen, Argentina A. araucana 1289 Ul Rodriguez et al. 2014
-39,8132062; -71,1902905 1293 u2
Tromen, Argentina A. araucana 1298 U3 Rodriguez et al. 2014
-39,9546127; 71,69547611 1290 U4
1288 U5
Villarrica, Chile Chicha de 1309 U-1 Rodriguez et al. 2017
-39,2798444; -72,2307167 manzana 1311 U-11
1323 uU-11
1324 uU-Iv
1328 u-v
1330 uU-Vili
Pucén, Chile Chicha de 1309 U-1 Rodriguez et al. 2017
-39,2681389; -71,9785944 manzana 1314 U-Villi
1317 U-1X
Tirda, Chile Chicha de 1309 U-I1 Rodriguez et al. 2017
-38,337333; -73,4962944 manzana 1315 U-X
1316 U-XI
1319 U-XIll
1320 U-XIV
1321 U-XV
1322 U-XVI

3. Medios de Cultivo

3.1. Medios de Cultivo generales

Medio GPY-caldo (m/v): 0,5 % extracto de levadura, 0,5 % peptona, 2 % glucosa.

Medio GPY-agar (m/v): 0,5 % extracto de levadura, 0,5 % peptona, 2 % glucosa, 2

% agar.

3.2. Medio para esporulaciéon

Medio de acetato de potasio (m/v): 1 % acetato de potasio, 0,1 % Glucosa, 0,125 %

extracto de levadura, 2 % agar.
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3.3. Medios de cultivo para determinacion actividad enzimética y antagonista

Medio agar-leche (m/v): 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base con sulfato de amonio),
0,2 % glucosa, 1 % de leche descremada en polvo, 2 % agar.

Medio agar-peptina (m/v): 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base con sulfato de
amonio), 4% peptina, 2 % agar.

Medio de agar-arbutina (m/v): 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base con sulfato de
amonio), 0.5% arbutina, 2 % agar.

Medio de agar-esculina (m/v): 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base con sulfato de
amonio), 0,5 % esculina, 0,1 % glucosa, 0,02 % citrato de amonio férrico 2 % agar llevado a
pH 5.

Medio YEPD-MB (m/v): 1 % extracto de levadura, 2 % glucosa, 2 % peptona, 2 %
agar, 0.0003 % metileno azul llevado a pH 4.6 con 0,5 M de solucion reguladora citrato-

fosfato.

4. Soluciones utilizadas para las determinaciones fisicoquimicas y aromaticas

Solucion de NaOH 0,1 N

Solucién de NaOH 0,5 N

Solucién de KOH 1 N

Solucion de fenolftaleina al 0,5 % m/v.

Solucion de lodo 50 N

Solucién de almidon 1%

Reactivo de DNS: 2,5 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico, 75 g de tartrato de sodio y potasio
y 8 g de cloruro de sodio en 250 mL de agua destilada.

Estandares usados en Cromatografia Gaseosa (GC): Los estandares utilizados fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich, excepto 1-propanol, acetato de etilo, 1-butanol, metanol que
fueron adquiridos en Merck y el alcohol bencilico marca DR. EHRENSTORFER.

Estandares para cromatografia Liquida de alta performance (HPLC): Los estandares de
los &cidos organicos: malico, shikimico, citrico, lactico y acético, fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich calidad HPLC.
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5. Reactivos utilizados en estudios moleculares
5.1. Soluciones para extraccion de ADN y electroforesis

Solucién 1 (400 mL): 372,27 mL sorbitol 1 My 72,72 EDTA mL 0,5 M.

Solucion 2 (400 mL): 20 mL de Tris-HCI 1 M, 16 mL de EDTA 0,5 M y H20 destilada
c.S.p. 400 mL. Ajustada a pH 7,4 y autoclavada.

Acetato de potasio, AcK (5M/3M): a 60 mL de una solucion de AcK 5 M se afiadio
acido acético glacial hasta llegar a pH 4,8 y se llevd a 100 mL con H2O destilada.

Solucion reguladora TBE 5X: 45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA, pH 8.

5.2. Enzimas y reactivos

-La Zimoliasa 20T utilizada fue provista por US Biological (Estados Unidos), y se
utilizo6 resuspendida en Solucion 1 (2 mg/mL)

-La Tag ADN polimerasa, CIoMg y dNTPs fueron provistos por Inbio Highway
(Argentina).

-Los cebadores nl-1, nl-4, p24, p28, bre5, cat8, cyc3, gal4, met6, egt2, mnll, cox2
fueron suministrados por Genbiotech (Argentina). La secuencia de los cebadores se detalla
enla Tabla 1.3.

-Enzimas Hinf | y RNAasa fueron provistas por Roche Diagnostics© (Germany)

-Las enzimas de restriccion Hinf I, Asp I, Msp |, Taq | fueron provistas por Thermo
Scientific (Estado Unidos).

-Los marcadores de peso molecular de 100 bp y 50 bp fueron provistos por Inbio
Highway (Argentina).

-La agarosa fue provista por Genbiotech (Argentina).

-El Gel Red fue de la marca por Biotum (California).

-El Sorbitol fue provisto por Anedra (Argentina).

-El agua milliQ utilizada fue de Sintorgan® (Argentina).

-El kit de purificacion de ADN fue de la marca AccuPrep® (Cat.No. k-3034,K-3034-
1) Bioneer, Inc., Korea.

El resto de los reactivos utilizados fueron de calidad pro-analisis.
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Tabla 1.3. Secuencias de los cebadores utilizados en este trabajo

Cebador Foward Reverse

nll-nl42 5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG

bresP ¢ 5TGATTATAGCCACGGGTGARATGTTYTGG 5TTCATTCATCAACTTTGAGGCCCATGTCAT
catg®¢ 5TCCAATATTAGTATCAACAACTTTCTATAYCARAAYGA 5 CTACTTGGCRTTTTGCCAYTGRAA

cy3 b.c 5'CTACAAAAAATGGGTTGGTTTTGGGC 5'GGGAACAGTAGGCCGCACARRTGCATCCA
egt2 b.c 5'-GTACGGACCCAGAYCAYTGGTT 5'CATTGGTAAATCAACRGTRAACCA

gald be  5TGTGCCAAGTGTCTGAAGAAYAAYTGGGA 5'GCGATTTCAATCTGATTATTRTACARCATCAT
met6P ¢ 5 CTAGACCTGTCCTATTGGGTCCAGTTTCTTACTT 5TTAGCTTCTAGGGCAGCAGCAACRTCTTGACC
mnl1¢ 5TCGTTGAAAACTAARTGTAAAAAYGAYTGG 5’ATCTCACCTCTTGGGRCAACCACAT

cox2°¢ S’ATTTATTGTTCRTTTAATCA 5S’GGTATTTTAGAATTACATGA

p24°¢ 5’GCGTGACTTG*

p28°¢ 5’AGGAGGAGGA*

a- Amplificacion del dominio D1/D2 correspondiente a la region 26S del rDNA
b- Genes nucleares con los que se realizd RFLP-PCR para caracterizacion de especies del género Saccharomyces
c- Genes nucleares secuenciados

d- Gen

mitocondrial secuenciado

e- Cebadores utilizados para la técnica de RAPD-PCR para caracterizacion a nivel de cepa
*-Se amplifica utilizando un nico cebador

METODOS

1. Fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron utilizando diferentes mostos y con diferentes
objetivos. Las dos temperaturas de fermentacion ensayadas en esta tesis fueron 20°C, debido
a gque la misma representa la temperatura 6ptima de crecimiento de las cepas utilizadas en
este trabajo (Origone et al., 2017) y 13°C debido a que representa la temperatura mas baja en
la que se conocen las propiedades de fermentacién de las levaduras pertenecientes a la
especie S. uvarum y S. eubayanus (Lopes-Malo et al., 2013; Magalhares et al., 2017a). A

continuacion, se describe la metodologia que se utiliz6 en cada caso.

1.1. Fermentaciones a escala de laboratorio
1.1.1. Para evaluacion de caracteristicas de las levaduras
Microfermentaciones de 50 mL

Las microfermentaciones fueron llevadas a cabo en frascos color caramelo de 50 mL
conteniendo 35 mL de mosto de manzana esterilizado (120 °C, 15 minutos) variedad Royal
Gala cosecha 2012 y Granny Smith 2016 (ver Tabla 1.1). Las fermentaciones fueron
inoculadas individualmente con las cepas correspondientes a cada ensayo en una
concentracion de 2x10° células/mL y se incubaron a 20°C sin agitacion. La evolucion de la

fermentacion fue seguida diariamente por medicion de la pérdida de peso hasta no observar
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cambios en dos medidas consecutivas. Todas las fermentaciones se llevaron a cabo por

triplicado.

Fermentaciones de 1 L

Se realizaron en frascos de 1 L conteniendo 800 mL de mosto sometido a vapor fluente
por 15 min a fin de reducir la carga microbiana sin afectar significativamente a los distintos
compuestos quimicos precursores de los aromas secundarios. Se utilizaron dos variedades de
manzana: Royal Gala y Granny Smith cosecha 2012 (ver Tabla 1.1). Las fermentaciones
fueron inoculadas individualmente con las cepas correspondientes a cada ensayo en una
concentracion de 2.10° células/mL y se incubaron a 20°C o 13°C sin agitacion y se siguio la
evolucion por medicion diaria de °Brix. Todas se realizaron por duplicado.

1.1.2. Para aislamiento de levaduras

Las mismas se realizaron con mosto sin esterilizar de la variedad Granny Smith y Red
Delicious cosecha 2014 (ver propiedades en Tabla 1.1) en frascos de 1 L conteniendo 800
mL de mosto. Se realizaron a 13 °C y 25 °C, por duplicado y la evolucién de las mismas se
siguio por medicion diaria de °Brix. Se tomaron muestras en el estadio inicial, medio y final

de las fermentaciones para el aislamiento e identificacion de levaduras naturales.

1.2. Fermentaciones a escala semipiloto

Se llevaron a cabo en bidones de 10 L conteniendo 8 L de mosto Granny Smith cosecha
2015, 2016 y 2018, mosto Pink Lady y mosto de pera variedad Packams/D’anjou ambos
cosecha 2018 y sin esterilizar (ver Tabla 1.1). Las fermentaciones se inocularon con cepas
seleccionas y se realizaron a dos temperaturas 13°C y 20°C por duplicado. La evolucion se
siguio por medicion diaria de °Brix hasta valor constante y luego por medicion de azlcares
reductores totales por el método de DNS. El proceso se considerd finalizado cuando la
concentracion de azucares residuales fue menor a 2 g/L. Luego de finalizada la fermentacion
se realizo la correccion del contenido de SO para obtener un producto con 50 mg/L de SO
libre (ver punto 2.2). Posteriormente se realiz6 la clarificacion que consistio en el agregado
de 1 g/L de bentonita hidratada que permite la floculacion y decantacion de las levaduras y

otros solidos. Luego se realizo el trasiego que consiste en retirar el caldo base por decantacion
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obteniendo un liquido clarificado (sidra base) que se utilizo para la elaboracion de las sidras

con segunda fermentacidn o sidras gasificadas artificialmente.

1.2.1. Gasificacion por segunda fermentacion

Para realizar la segunda fermentacion las levaduras fueron pre-adaptadas al etanol
siguiendo el protocolo que se utiliza en las sidreras para realizar el denominado “tiraje” que
implica la adaptacion de las levaduras a las concentraciones de etanol del caldo base
(producido en la 1° fermentacion) para el posterior embotellado y se detalla a continuacion:

1. Se mezclaron 5 g de azlcar en 200 mL de agua a 25 °C y se agregd una concentracion
de 2.108 células/mL

2. A las dos horas se agreg6é 20 mL de caldo base (conteniendo aproximadamente 7
%v/v de etanol) y 20 mL de agua a 25 °C.

3. A la hora se agreg6 40 mL del mismo caldo base y 40 mL de agua.

4. A la hora se realizd nuevamente el paso 3 y se agregd 5 g de azlcar (sacarosa
comercial).

5. A las cuatro horas se agreg6 7 g de azucar y 200 mL de caldo base y 100 mL de
agua.

6. A las dos horas se agreg6 200 mL de caldo base

7. Pasado 12 horas se agreg6 7 g de aztcar y 200 mL de caldo base

8. Pasadas seis horas se repitio el paso 7

9. Pasadas seis horas mas, nuevamente se repitié el paso 7 y se adapté el pie de cuba a
15 °C por dos horas, temperatura en la que estan los caldos base (de la 1° fermentacion), con
el objetivo de que el pie de cuba esté a la misma temperatura y las levaduras no sufran ni
estrés por etanol ni por temperatura.

10. Se realiz6 nuevamente recuento de células para inocular una concentraciéon de

2x10° células/mL en la botella con la cepa correspondiente.

Posteriormente se fracciono esta preparacion (caldo base+ pie de cuba) en botellas de
780 mL conteniendo 750 mL de la sidra base y 30 mL de azlcar (520 g/L de sacarosa
comercial) para lograr una concentracion final de 20 g/L. Las botellas se taparon con bidules
(para retencion de levaduras) y tapas de chapa. La segunda fermentacion se llevo a cabo en

la botella en posicién horizontal por aproximadamente 20 dias o hasta que la presion en
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botella sea de 6 atmosferas. Posteriormente se sometieron a la clarificacion en botella
utilizando el método champenoise que consistid en la puesta en pupitres y rotacion cada tres
dias de las botellas por un periodo aproximado de 6 meses, para luego eliminar los bidules
en el proceso conocido como “degiielle”. Por ultimo, se realizo la correccion de acidez por
agregado de 0,1 g/L de acido citrico y el agregado de 30 mL de liquido de expedicion (que
consiste en sacarosa comercial en una concentracion de 300 g/L) para conseguir un producto
con 12 g/L final de azlcar correspondiente a un corte extra brut segun la clasificacion de
acuerdo al contenido de azucar final de las bebidas establecido por el Reglamento
Vitivinicola del Mercosur. Los pasos mencionados se esquematizan de forma sintética en la

Figura 1.1.

1.2.2. Gasificacion artificial

Otro método que utilizamos para gasificar los caldos base y obtener sidras fue la
gasificacion artificial. Los caldos base fueron tratados de igual forma que se mencion6
previamente, donde se realizé la correccidn por sulfito para obtener sidras con 50 mg/L de
SO libre final, trasiego, clarificacion con bentonita y desborrado. Luego se agrego azucar
(sacarosa comercial) para obtener sidras con 30 g/L de azucar correspondientes a la
clasificacion demi sec. La correccion de la acidez se realizé Gnicamente en las sidras de pera
agregando 0,5 g/L de acido citrico. La gasificacion se realiz6 de manera artificial agregando
CO- contenido en una garrafa, y se inocul6 utilizando un sifon que contiene una valvula que

permite el agregado del gas con una presion aproximada de 3 atmoésferas (Figura 1.1).

2. Pardmetros fisicoquimicos en sidras

2.1. Azucares y alcoholes

Los azucares reductores totales, evaluados en los mostos y en el seguimiento de las
fermentaciones se realizaron siguiendo la técnica DNS descripta por Miller 1959.

Los azucares de los caldos base y sidras obtenidas como ser la glucosa, fructosa y
sorbitol y los alcoholes: etanol y glicerol se determinaron por cromatografia liquida HPLC
(en el laboratorio de Cromatografia del PROBIEN, CONICET-UNCo) utilizando el equipo
Agilent 1260 (Quat Pump VL, ALS, TCC) con detector RID 55°C. La fase estacionaria se

llevd a cabo con una columna HIPLEX H (300 x 7,7 mm) y la fase movil se realiz6 por
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gradiente isocratico (100 % H>SO4 0,001 M Flujo: 0,4 ml/min). Las muestras fueron filtradas
con filtros de nylon 0,22 um e inyectadas directamente (20 uL) en la columna cromatografica.
Las soluciones estandar fueron de pureza HPLC mayor a 99,8 % provistas por SIGMA. Los

valores calculados para cada muestra fueron el resultado de dos medidas experimentales.

Sensorial y preferencia

S

Gasificacion

Trasiego

Correccién Sulfito
Clarificado (bentonita)
Agregado de aztcar
Correcciénde acidez

INICIO DELPROCESO

v

Seleccién de Molienda y ’
Materia prima rensado 1° Fermentacién

>

-/

Eleccién
varietal

&0
,_Jy 2,106células/mL
13°C y 20°C

Seguimiento por
Disminucién de °Brix

Trasiego
Correccién Sulfito

Obtencién
Del mosto
’ Clarificado (bentonita)
9 2° Fermentacion
 § l

Sensorial y preferencia

N

Pie de cuba:
Adaptacién al etanol
de las levaduras
Agregado azicar

~

‘ Clarificacién

Deguelle
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Figura 1.1. Resumen del proceso de elaboracion de sidras con segunda fermentacion en botella y
gasificacion artificial.

2.2. Dioxido de azufre libre y total
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Se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Ribereau-Gayon et al. (2003). El
SO libre se determind mediante titulacion directa con yodo y el SO- total se determind
mediante tratamiento de muestra con KOH (1 N) seguido por valoracion con yodo.

2.3. Solidos solubles
Se determiné por refractometria a 20 °C utilizando un refractometro de mano marca

ICSA-OPTIC. Los resultados se expresaron en °Brix (% m/m).

2.4.pH

Se determind empleando pH-metro (Oakton) con electrodo de pH rango de 0 a 14.
Previo a cada medicion, el equipo se calibro utilizando soluciones estandar de pH4 ypH 7 a
20 °C.

3. Determinacion de compuestos aromaticos
3.1. Acidos organicos

La determinacion de los acidos organicos acético, lactico, malico y shikimico se
determinaron en el laboratorio de cromatografia del PROBIEN (CONICET-UNCOo)
siguiendo la metodologia detallada en el item 2.1 utilizando un detector DAD (214 nm).

3.2. Esteres, Alcoholes Superiores, Acetaldehido, Terpenos, Fenoles volatiles y Metanol

La determinacién de los alcoholes superiores 1-butanol, alcohol isoamilico y alcohol
isobutilico y los ésteres acetato de etilo y lactato de etilo se realiz6 mediante cromatografia
gaseosa en un equipo GC 7890 (HS-GC-FID), equipado con detector de ionizacion por llama
(FID) y una columna capilar HP-Innowax (Hewlett-Packard) de 60 m de longitud, 0,25 mm
de didmetro interno y 0,25 um de espesor de fase. Como fase movil se empled Helio a un
flujo de 1 mL/min. La temperatura del inyector fue de 220°C y la del detector de 250°C. La
temperatura del horno fue inicialmente de 35°C durante 10 min y con gradientes térmicos de
2,5°C/min hasta 180°C, de 5°C/min hasta 240°C, temperatura que se mantuvo durante 15
min.

La determinacion de los alcoholes superiores 1-hexanol, 1-propanol y 2-feniletanol y

alcohol bencilico, de los ésteres acetato de hexilo, acetato de isoamilo, acetato de isobutilo,
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acetato de 2 feniletilo, acetato de bencilo, butirato de etilo, decanoato de etilo, hexanoato de
etilo, octanoato de etilo y succinato de dietilo, los terpenos alfa-terpineol, limoneno, linalol,
nerol y geraniol, los fenoles volétiles 4-etilfenol y 4-etilguaiacol y el acetaldehido se realizé
mediante cromatografia gaseosa con microextraccion en fase solida y detector de
espectrometria de masas (SPME-GC-MS) con una columna capilar HP-Innowa (Hewlett-
Packard) 60 m de longitud, 0,32 mm de didmetro interno y 0,5 um de espesor de fase. La
temperatura del inyector fue de 250°C y la del detector de 260°C. La temperatura del horno
fue inicialmente de 40 °C durante 7 min y con gradientes térmicos de 2,5 °C/min hasta 180°C,
de 5°C/min hasta 260°C, temperatura que se mantuvo durante 15 min.

La identificacion de los picos se realizé teniendo en cuenta el tiempo de retencion del
compuesto y el de los estandares inyectados.

4. Deteccion de actividades enzimaticas

La evaluacion de las actividades enzimaticas proteasa, pectinasa y B-glicosidasa se
realizd de manera semicuantitativa en placa. Se sembraron 5 pL de la suspension de 1.10°
células/mL de la levadura a evaluar, obtenida a partir de un cultivo joven desarrollado en
GPY. Luego de la incubacion a 25°C se evidencid la presencia/ausencia de un halo alrededor
de la colonia como indicativo de la presencia/ausencia de actividad enzimatica,
respectivamente. En los casos positivos (presencia de actividad) se midié el diametro del halo
a fin de semicuantificar la capacidad de produccion de cada actividad enzimatica ensayada.

A continuacidn, se describen las particularidades y medios de cultivo utilizados en cada caso.

4.1. Actividad proteasa
Se llevé a cabo en placas de Petri utilizando medio de cultivo agar-leche. Las placas se
incubaron a 25°C durante 7 dias y la presencia de una zona clara alrededor de la colonia fue

indicativa de actividad proteolitica (Gonzalez et al., 2004).

4.2. Actividad pectinasa
Se realizo en placas de Petri conteniendo medio de cultivo agar-pectina adicionado con
una solucion de Lugol 1 %m/v. Se utiliz6 pectina citrica a pH 5. Luego de la inoculacion, las

placas se incubaron a 25 °C durante 5 dias (Strauss et al., 2001). El revelado de la actividad
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enzimatica se realizd por visualizacion directa de la placa observandose un halo claro
alrededor de la colonia respecto del resto del medio de color violeta-marrén (Fernandes-
Salomado et al., 1996).

4.3. Actividad p-glicosidasa

Para evaluacion de esta actividad las levaduras se sembraron en tubos de hemolisis (5
mL) conteniendo de 2,5 mL de un medio YNB-agar basico con 1 mM de p-nitrofenil-f-D-
glucopirandsido (pNPG) o p-nitrofenil-B-Dxyloside (pNPX) para evaluar actividades [-
glucosidasa (BGl) o B-xilosidasa (BXy), respectivamente. Los tubos se incubaron durante 5
dias a 25°C. Las colonias que presentaron actividad enzimaética fueron identificadas por el
cambio de coloracion del medio de cultivo (de transparente a color amarillo). En este caso,
se utiliz6 una escala arbitraria de intensidad de color del medio de cultivo a fin de determinar
las mejores productoras de -glicosidasa (Rosi et al., 1994). Ademas, se evaluo la actividad
BGI en medio agar esculina mostrando actividad enzimatica las colonias que desarrollaron

un halo marrén oscuro alrededor de la colonia (Hernandez et al., 2003).

5. Actividad antagonista

La actividad antagonista se evalu6 usando el método conocido como método killer, en
placa conteniendo medio de cultivo YEPD-MB (Sangorrin et al., 2002). Se utilizaron como
referencias dos cepas sensibles de coleccién: S. cerevisiae P351 y Candida glabrata
NCYC388. La presencia de un halo de inhibicién alrededor de la estria rodeado o no por una

zona azul de células muertas indica la presencia de actividad antagénica.

6. Criterios de seleccion de levaduras
La seleccidon de levaduras para llevarlas a escalas de fermentacion mayores (1L y escala
semipiloto) se tuvieron en cuenta las siguientes propiedades basadas en las principales
caracteristicas de interés reportadas por diferentes autores:
e Cinética de fermentacion: Incluyendo mayor produccion de CO2, velocidad de
fermentacion, tasa de consumo de sustrato (de azucares) (Belloch et al., 2009;
Tronchoni et al., 2009).
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e Actividad enzimatica y antagonista en contra de cepas que se encuentran en
ambientes de fermentacion (Gonzalez et al., 2004; Sangorrin et al., 20002).

e Mayor produccidn de glicerol y menor produccion de acidez voléatil (Gonzalez
et al., 2006).

e Produccion de alcoholes superiores, esteres, fenoles volatiles y terpenos dentro
de los umbrales de percepcion dptimos (Swieger et al., 2005).

e Baja produccion de metanol y SO- (Swieger et al., 2005).

7. Aislamiento e identificacion de levaduras
7.1. Aislamiento

El aislamiento de las levaduras se realiz6 a partir de las fermentaciones espontaneas
descriptas en el item 1.2 para los mostos Red Delicious y Granny Smith realizadas a dos
temperaturas 13°C y 20°C. Se tomaron muestras a partir de los estadios inicial, medio (8°
Brix) y final (valor estable de 4 °Brix). El estadio inicial fue comun para las fermentaciones
Ilevadas a cabo en ambas temperaturas. A partir de una alicuota de cada etapa se realizaron
diluciones (10°; 10°) en agua destilada estéril y posteriormente se sembraron las mismas en
placas de GPY-agar suplementado con cloranfenicol (50 mg/L). Luego de 2-4 dias de
incubacidn, se tomaron 20 colonias al azar de cada placa y se preservaron a -20°C en glicerol

(20 %v/v) para futuros analisis.

7.2. Identificacion

La identificacion de las levaduras se realiz6 por el método de secuenciacion del
dominio D1/D2 perteneciente a rDNA 26S (Kurtzman, 2003). Para ello se realizd la
extraccion del ADN total de las colonias aisladas utilizando el protocolo de extraccién de
ADN propuesto por (Lopez et al., 2001) con modificaciones que se detalla a continuacion:

1. Las levaduras se incubaron por 24hs en 1mL de GPY-liquido

2. Se centrifugaron a 3000 x g durante 5 min.

3. Se descarto el sobrenadante, se resuspendié en 1 mL de agua destilada estéril y de
centrifugo nuevamente en las condiciones anteriores. Este paso se repitio dos veces mas para

lavar bien el sedimento de células.
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4. Se centrifugd (3000 x g 5min) para decantar el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en 500 puL de la Solucién 1.

5. Se afiadio 30 pL de una suspension de Zimoliasa 20T (2 mg/mL) y se homogeneizo
bien la suspensién con ayuda de una micropipeta.

6. Se incubd durante 1 hora a 37 °C con agitacion (200 rpm).

7. Se centrifugd a 10000 x g durante 3 min y se descarté el sobrenadante.

8. Se resuspendid el sedimento con ayuda de una pipeta automatica en 500 pL de
Solucion 2.

9. Se afiadio 15 pL de una solucion de SDS al 10 % m/v y se agito en vortex.

10. Se incubd a 65°C durante 15 min.

11. Se afiadio 200 uL de acetato potasico SM/3M y se dejo en hielo durante 5 min.

12. Se centrifugaron las muestras a 20000 x g durante 15 min a 4°C.

13. Se transfirio el sobrenadante (700 pL aproximadamente) a otro tubo (1,5 mL) y se
conservd durante 15 min a—20°C.

14. Se centrifugé nuevamente a 20000 x g durante 15 min a 4°C y se transfirié el
sobrenadante a un tubo (1,5 mL) con 700 pL de isopropanol.

15. Se agit6 suavemente y se dejé a temperatura ambiente durante 10 min.

16. Se centrifug6 a 20000 x g durante 15 min.

17. Se descart6 el sobrenadante y se lavé el sedimento con 500 puL de etanol al 70%.

18. Se repetio el paso anterior dos veces.

19. Se sacé el alcohol con ayuda de una micropipeta y se evaporaron los restos del
alcohol en estufa a 50°C durante 40 min aproximadamente.

20. Una vez seco se resuspendi6 el sedimento en 20 pl de agua milliQ.

21. Se conservar las muestras a —20°C hasta su utilizacion.

Posteriormente se realizo la amplificacion por PCR del dominio D1/D2 perteneciente
a rDNA 26S (Kurtzman y Robnett, 2003) utilizando los cebadores nl1 y nl4 (Tabla 1.2). La
amplificacion se realizo de la siguiente manera: Se resuspendieron 2 uL de ADN diluido
(1/20) en 18 pL de la mezcla de amplificacion conteniendo 0,16 pL de solucion acuosa 50
uM de cada cebador, 1,6 pL. de una solucion acuosa 1 mM de deoxinucleotidos (dATP,

dTTP,dCTP ydGTP), 0,8 uL. de MgClz (25 mM), 4 uL de solucidon reguladora para Taq ADN
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polimerasa (1X), 11,2 uLL de agua destilada estéril y 0,1 uL de Tag ADN polimerasa (1 U/uL).
Los parametros del termociclador fueron: un ciclo de desnaturalizacion (95°C por 5 min),
luego 35 ciclos de tres pasos, desnaturalizacion (94°C por 1 min), hibridacién (55,5°C por 2
min) y extension (72°C por 2 min) y por ultimo un ciclo de extension (72°C por 10 min).

Los amplicones obtenidos se separaron en geles de agarosa al 1,5 % m/v, con solucion
reguladora TBE 1X. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (90 V). Luego, los geles
se tifieron con Gel Red 5000X (0,3 uL/mL) y se revelaron bajo luz ultravioleta (UV). Como
marcador de peso molecular se utilizd una escala de fragmentos de ADN de 100 pb.

Una vez evidenciada la correcta amplificacion las muestras, los amplicones se
purificaron utilizando los kits de purificacién de marca Bioneer Inc (Korea) siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante. La secuenciacion se realizo utilizando el servicio de
MacroGen (Korea) y las secuencias obtenidas como se compararon con las disponibles en la
base de datos de NCBI utilizando BLASTN. Para identificar las especies se compararon con

las cepas tipo més cercanas disponibles en la base de datos del NCBI.

7.2.1 ldentificacion de especies del género Saccharomyces

Debido a que el andlisis de la secuencia del dominio D1/D2 no permite diferenciar
entre las especies hermanas S. uvarum y S. eubayanus, se procedi6 a la caracterizacion por
RFLP-PCR de seis genes nucleares: BRES, CAT8, CYC3, GAL4, MET6, EGT2 utilizando las
enzimas de restriccion Hinf I, Msp I, Hinf I, Taq I, Asp | y Hinf | respectivamente, siguiendo
la metodologia propuesta por Perez-Traves et al. 2014 y Rodriguez et al. 2017. La misma se
resumen a continuacion:

La amplificacion se realiz6 siguiendo la misma metodologia detallada en el punto 6.2
para el dominio D1/D2, los cebadores se detallan en la Tabla 1.3. Los productos de PCR se
digirieron con la endonucleasa de restriccidn respectiva para cada gen a 37°C con excepcion
de la digestion llevada a cabo con la enzima Taq | que se realiz6 a 60°C (temperatura dptima
de digestion de esta enzima) todas over night. Los amplicones, como también los fragmentos
de restriccion obtenidos se separaron en geles de agarosa al 1,5 %m/v y 3 %m/v
respectivamente, con solucién reguladora TBE 1X. La electroforesis se realiz6 a voltaje
constante (90 V). Luego, los geles se tifieron y revelaron de la misma forma que se detall6

en el punto 6.2.
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Los perfiles RFLP-PCR obtenidos se compararon con los descriptos por Pérez-Traveés

et al., 2014 y Rodriguez et al., 2017 para identificar las especies del género Saccharomyces.

7.3. Caracterizacion molecular de cepas de las levaduras identificadas como S. uvarum
Para la caracterizacion intraespecifica se realizaron dos técnicas: RAPD-PCR

(Amplificacion por PCR al azar de regiones polimorficas del ADN) y mtDNA-RFLP

(Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion del ADN mitocondrial).

7.3.1. RAPD-PCR

La amplificacion se realizo utilizando los cebadores p24 y p28 respectivamente
siguiendo la metodologia descripta por Baleiras Couto et al. 1996 con modificaciones. La
misma se llevd cabo en un volumen final de 20 pl de una mezcla de reaccién conteniendo
8,3 uL de agua destilada estéril, 4 puL de solucion reguladora para Taq ADN polimerasa (1X),
0,8 pL de MgCl; (25 mM), 1,8 uL de una solucién acuosa 1 mM de deoxinucle6tidos (dATP,
dTTP,dCTP y dGTP), 1 pL de cebadores p24 o p28 (50 uM) segln se requiera, 0,1 pL de
Taq polimerasa (1 U/uL) y 4 uL de ADN diluido (1/20). Los parametros del termociclador
fueron: 35 ciclos consistentes de tres pasos, desnaturalizacién (92 °C 1 min), hibridacion
(72°C 1min) y extension (72°C 5 min) y por altimo un paso de extension final a 72°C por 5
min. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2 % con tampon TBE 1X.
La electroforesis se realizo a voltaje constante (90 V). Luego, los geles se tifieron y revelaron

de la misma forma que se detallé en el punto 6.2.

7.3.2. mtDNA-RFLP

A 15 ul de ADN puro obtenido como se describié previamente se agregaron 2 uL de
RNAsa, 1,5 puL de la enzima de restriccion Hinf 1, 2,5 pL de la solucion reguladora apropiada
para la enzimay 4 pL de agua destilada estéril. La mezcla se incubo over night a 37°C y los
fragmentos se separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1 % a voltaje
constante (90 V). Luego, los geles se tifieron y revelaron como se detallé en el punto 6.2.
Como marcador de peso molecular se utilizo el marcador PstI A que posee una escala que va
de 300 a 11000 pb (Lopez et al., 2001).
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8. Indice de Biodiversidad
El indice de Biodiversidad de Shannon-Weaver H’ (Shannon y Weaver, 1964) se

calculd siguiendo la ecuacion:

R
H = —Zpilnpi
i=1

Donde pi es la abundancia relativa (%i), N es el nimero total de individuos y n; es el

numero total de individuos de cada especie.

9. Métodos estadisticos
Se utilizaron analisis estadisticos inferenciales para modelar las cinéticas de
fermentacion y andlisis descriptivos multivariados y andlisis de varianza para comparacion

de diferentes variables. A continuacidn, se describe cada uno de ellos.

9.1. Cineticas de fermentaciones
9.1.1. Microfermentaciones de 50 mL

Los procesos de fermentacidn se siguieron por pérdida de peso y las cinéticas de
liberacion de CO> obtenidas se modelaron con la funcion de Gompertz modificado (Arroyo-
Lépez et al., 2009) utilizando el paquete estadistico STATISTICA 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK,
USA). Los datos correspondientes a cada ensayo fueron ajustados mediante una estimacion
no lineal minimizando la suma de las desviaciones al cuadrado de los valores observados de
la variable dependiente respecto a los predichos por el modelo. La funcion que describe el

modelo es la siguiente:

px2.718282
AP = Axexp| —exp (f) = (At) + 1

En esta ecuacion, AP es la pérdida de peso del sistema debido a la liberacion de CO-
(variable dependiente, en gramos), t es el tiempo (variable independiente, en horas), A es la
pérdida o liberacion total de CO2 (cuyo t tiende a infinito, en gramos), pmax €s la velocidad
maxima de fermentacion tumultuosa (h™%), y A es la duracion de la fase lag o de adaptacion
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hasta el comienzo de la fermentacion tumultuosa (h). La figura 1.2 muestra una curva de

cinética de fermentacion tipica con los parametros descriptos.

3,5

2,5 -

1,5 4 u

PRODUCCION DE CO; (g)

0,5 -

100 200 300 400 500 600
A TIEMPO (h)
Figura 1.2: Curva de cinética de fermentacion tipica.

!

9.1.2. Fermentaciones de 1 L y semipiloto.

Los datos obtenidos de grados Brix en estas fermentaciones se modelaron utilizando
modelos mixtos no lineales. Se evaluaron diferentes modelos segln la naturaleza de los datos
para cada caso en particular.

Las ecuaciones utilizadas fueron las siguientes:

-Ecuacion exponencial de decaimiento (Arroyo-Lopez et al., 2009): Y=D+S*e( K™

Donde: Y es el porcentaje de glucosa, fructosa o grados Brix presente en el medio, t es
el tiempo en horas, D es el valor especifico cuyo ttiende a infinito, S es el valor estimado de
cambio y K es la constante cinética o tasa de consumo de sustrato (h') (Tronchoni et al.,
2009). En la Figura 1.3 (A) se muestran los parametros descriptos, siendo el valor D la
asintota inferior, en este caso representa el valor en el que se estabilizé la fermentacion en
grados Brix. El valor S, representa para este analisis la caida o disminucién del sustrato, a
mayor caida hay mayor consumo de azucares por parte de la levadura. Por ultimo, el valor K
(h™Y) representa la tasa de consumo del sustrato.

-Ecuacién sigmoidea de decaimiento parametrizada por Gompertz, previamente usada
por Lambert y Pearson, 2000: Y=A+C*exp(-exp(K*(t-m)))
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Donde: Y es el porcentaje de sustrato todavia presente en el mosto, t es el tiempo en
horas, A es la asintota inferior cuyo ttiende a infinito, K es una constante cinética o tasa de
consumo de sustrato (h?), C es la distancia entre la asintota superior y la inferior, y M es el
tiempo en el punto de inflexion (Tronchoni et al., 2009). En la Figura 1.3 (B) se representan
estos pardmetros. Los ajustes se realizaron utilizando el paquete nlme (descripto inicialmente

por Pinheiro et al., 2009) version 3.1-117 del software estadistico libre R studio.

Tiempo (h) ' ' ; Tlempt'a (h)

Figura 1.3: Parametros obtenidos en las diferentes curvas de decaimiento de sustrato. A: Ecuacion
exponencial. B: Ecuacion sigmoidea.

9.2. Analisis de datos fisicoquimicos

Se realizaron comparaciones entre medias para los datos fisicoquimicos utilizando el
método de Analisis de la Varianza de una via (ANOVA) y Test de Tukey de diferencia
significativa honesta (HSD), utilizando un a: 0,05. La normalidad en la distribucion de los
datos se evaluo utilizando el Test de Lilliefors y la homocedasticidad de las varianzas con el
Test de Cochran, Hartley y Barlett. Todos estos anélisis se realizaron utilizando el software
STATISTICA 7.0 Stat Soft Inc.

Para agrupar las cepas en funcion de los datos fisicos y quimicos obtenidos a partir
de las fermentaciones se recurrid al Analisis de Componentes Principales ACP, a partir de
una matriz de correlacion (variables estandarizadas). Se utilizo como medida de asociacion

entre individuos la asociaciéon por CLUSTERS-UPGMA (Unweighted Pair Group Method
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with Arithmetic Mean), método de agrupacion jerarquica. El software utilizado fue Rstudio
(R core Team, 2013) utilizando los paquetes FactorMiner (Le et al., 2008), cluster (Maechler
et al., 2018) y pvclust (Suzuki y Shimodaira, 2006).

10. Analisis sensorial de las sidras
El andlisis sensorial de las sidras se realiz6 con dos tipos de publico: un publico no
entrenado denominado publico general y un publico entrenado que denominamos panel de
expertos. El pablico no entrenado estuvo compuesto de por 30 (en la parte | de este capitulo)
y mas de 50 comensales (en la parte 1l de este capitulo) que respondieron a encuestas de
preferencia de los productos, el mismo se formd por personas de diferentes sexos entre un
rango etario de 20-60 afios. El panel de expertos estuvo formado por aproximadamente 9
personas entrenadas, de diferentes sexos y profesiones, entre ellos sommeliers, endlogos y
productores de esta bebida referentes de la zona. Los mismos realizaron la caracterizacion
sensorial a nivel visual, olfativo y gustativo utilizando una encuesta que se detalla en el
Anexo |. Se analizaron las variables cuantitativas en una escala de 0 a 5. Entre las propiedades
visuales se evaluaron caracteristicas como el aguante (velocidad de liberacién del gas desde
el seno del liquido una vez servida la sidra en la copa), el espalme (velocidad en que
desaparece la espuma superficial que deja lugar a las burbujas que se desprenden del seno de
la copa) y el pegue (adherencia de la espuma a la copa). También se evalud la intensidad de
color siempre utilizando la misma escala de 0 a 5. En cuanto a las propiedades olfativas se
evalud la presencia de aromas florales, frutales, metalicos, vegetales y defectos varios. Por
ultimo, en cuanto a las propiedades gustativas se evalud la acidez, el amargor, el cuerpo
(untuosidad en boca) y los defectos gustativos.
Los datos registrados por los comensales fueron estandarizados por su medias y con
los mismos se realizaron graficos radiales para las variables cuantitativas, mientras que las
variables cualitativas se utilizaron para definir propiedades individuales de los productos y

se incluyeron a modo descriptivo.

55






Capitulo 1: Resultados: Parte |

RESULTADOS PARTE |

1. Caracterizacion fisiologica de cepas de S. uvarum y S. eubayanus

1.1. Aptitud fermentativa en mosto de manzana

Las fermentaciones se realizaron a 20°C y las cinéticas se siguieron utilizando los datos
de pérdida de peso debida a la liberacién de CO.. Se utiliz6 el modelo de Gompertz
modificado (Lambert y Pearson, 2000) para ajustar los datos y a partir de este modelo se
obtuvieron los parametros cinéticos A (maxima produccion de CO), A (tiempo requerido
para el inicio de la fermentacion vigorosa) y pmax (velocidad maxima de fermentacion) para
cada cepa (Tabla 1.4). Al finalizar las fermentaciones se analizaron los principales
parametros fisicoquimicos en las sidras base (Tabla 1.4). Como regla general, todas las cepas
pudieron terminar la fermentacion alcohdlica, mostrando cinéticas de fermentacion similares
y con concentraciones de azucares residuales (glucosa + fructosa) menores a 0,5 g/L.

Se observaron diferencias significativas en algunos parametros cinéticos Yy
fisicoquimicos que parecerian relacionarse con el origen de las cepas (Tabla 1.4). Por un
lado, S. cerevisiae presentd el mayor tiempo de latencia (L) y produjo valores mayores de
acidez volatil, mientras que la mayoria de las cepas aisladas de ambientes naturales -
incluyendo tanto a las cepas de S. eubayanus como a las de S. uvarum- evidenciaron los
valores mas altos de A (parametro relacionado directamente con la produccion de etanol).

A fin de evidenciar de forma grafica esta posible relacion entre los perfiles de cada
producto, directamente asociados con la cepa utilizada, y el origen de las cepas, todas las
variables cinéticas y fisicoquimicas se utilizaron para realizar un Andlisis de Componentes
Principales (ACP, Figura 1.4.A). Los valores de glucosa y fructosa residuales no fueron
incluidos en este andlisis dado que fueron bajos para todas las sidras evaluadas. El gréfico
realizado con las dos primeras componentes describio el 62,2% del total de la variabilidad
observada. En el mismo se evidenciaron cuatro grupos bien definidos: el grupo | formado
unicamente por las sidras fermentadas con cepas aisladas de ambientes naturales, incluyendo
a las cepas de las especies S. uvarum y S. eubayanus; los grupos Il y Ill formados por las
sidras fermentadas con cepas aisladas de chicha (todas S. uvarum) y por ultimo el grupo IV

representado unicamente por la cepa de S. cerevisiae, utilizada con fines comparativos. Todos
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los grupos mencionados se formaron con el respaldo del analisis de agrupamiento obtenido
utilizando el algoritmo UPGMA (Figura 1.4.B).

Las sidras base incluidas en el grupo | se diferenciaron del resto principalmente por las
propiedades cinéticas de las fermentaciones, que mostraron elevados valores de A y A. Las
sidras de los grupos Il y Il se caracterizaron por presentar elevadas concentraciones de
glicerol, acidez volatil y pH. La principal diferencia entre las sidras del grupo Il y Il (cepa
NPCC1317) fue la elevada acidez total de esta Gltima. Por Gltimo, la sidra obtenida con la

cepa NPCC1178 de S. cerevisiae (grupo 1V) se destaco por su elevada acidez volatil.

1.2. Actividad enzimética y antagonista

Otra caracteristica fisiologica analizada en esta Tesis por su relevancia tecnoldgica para
la elaboracion de sidras, fue la evaluacién de algunas actividades enzimaticas como proteasa,
pectinasa, B-glucosidasa (BGl) y B-xylosidasa (BXy), asi como también la actividad
antagonista de las levaduras.

No se observé actividad proteasa en ninguna cepa de la especie S. eubayanus, sin
embargo, si se observo en todas las cepas de S. uvarum aisladas de A. araucana y en 12 de
14 cepas aisladas de chicha. Contrariamente, la actividad pectinasa fue encontrada en la
mayoria de las cepas de ambas especies (Tabla 1.5). Independientemente de la especie y el
origen, todas las cepas exhibieron actividad Gl cuando se utiliz6 como sustrato el compuesto
p-nitrofenil-glucopirandsido (pNPG); sin embargo, esta actividad no fue detectada en las
mismas muestras cuando se utilizé esculina como sustrato. Finalmente, la mayoria de las
cepas fueron capaces de hidrolizar el sustrato sintético pNPX evidenciando actividad -
Xilosidasa (BXy), con excepcion de dos cepas de S. uvarum aisladas de chicha (NPCC1315
y NPCC 1322) (Tabla 1.5).

En cuanto a la actividad antagonista, solo seis cepas fueron capaces de inhibir el
crecimiento de S. cerevisiae P351, y de ellas, unicamente las cepas de S. eubayanus
NPCC1297 y NPCC1302 evidenciaron ademas actividad antagonista frente a Candida
glabrata NCYC 388 (Tabla 1.5).
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Tabla 1.4. Caracteristicas fisicoquimicas y parametros cinéticos de las sidras base fermentadas con cepas criotolerantes de diferentes origenes

Origen Especie Cepa

Parametros cinéticos

Parametros fisicoquimicos

A(Q) U (gh?) A (h) Glucosa  Fructosa Glicerol Acidez volatil Acidez Total pH

A.araucana S. eubayanus 1282 2,30+1x104¢ 0,006+1x10-° 46,20+0,003>* <0,5 <0,5 2,97+0,01% 0,23+0,04%¢ 5,13+0,09% 3,240,12
1283 2,26+0,01% 0,008+1x10-° 4610242 41% <0,5 <0,5 2,93+0,04% 0,26+0,01%¢ 5,22+0,04% 3,340,1%®

1284 2,28+0,05 0,007+1x10-52¢ 45,312 60%® <0,5 <0,5 3,55+1,02% 0,300,012 5,25+0,01% 3,240,12

1285 2,30+0,12" 0,007+1x10-52¢ 43,0942 15% <0,5 <0,5 4,58+0,14% 0,19+0,01% 5,22+0,04% 3,340,1%®

1286 2,16+0,052 0,006+1x10-° 47,35+8,82% <0,5 <0,5 4,13+0,66% 0,26+0,01%>¢ 4,93+0,37% 3,340,1%®

1287 2,070,042 0,007+1x10-52¢ 36,45+3,19% <0,5 <0,5 4,77+0,77¢ 0,25+0,01%¢ 5,19+0,01% 3,240,2%

1291 2,16+0,012 0,008+1x10° 43,19+0,09% <0,5 <0,5 2,34+0,13%® 0,29+0,01%¢ 4,45+0,13® 3,3+0,1%®

1292 2,41+0,03° 0,007+1x10-%¢ 39,09+1,98% <0,5 <0,5 2,02+0,06% 0,29+0,01%¢ 5,26+0,09% 3,240,12

1294 2,34+0,07°¢ 0,007+0,0012© 49,61+5,01% <0,5 <0,5 3,32+0,23%¢ 0,29+0,01%¢ 4,48+0,09% 3,240,12

1297 2,27+1x10"° 0,009+1x105¢ 47,94+0,001% <0,5 <0,5 3,14+0,21%>¢ 0,31+0,01%¢ 4,61+0,09% 3,240,12

1301 1,99+0,072 0,007+0,0012© 46,88+4,09% <0,5 <0,5 3,23+0,37%¢ 0,22+0,02% 4,93+0,18%® 3,240,12

1302 2,06+0,022 0,007+1x10°%  38,68+10,04% <0,5 <0,5 1,73+0,35% 0,28+0,01%¢ 4,38+0,23%® 3,3+0,1%®

1296 2,21+0,08 0,008+1x10-° 43,18+2,08%® <0,5 <0,5 4,65+0,47¢ 0,25+0,02%¢ 4,86x0,18% 3,240,12

S. uvarum 1289 2,2620,14% 0,007+1x10-5¢ 52,90+0,03" <0,5 <0,5 2,93+0,25% 0,29+0,01%>¢ 5,21+0,02% 3,2+0,12
1290 2,21+0,01% 0,009+1x10% 55,02+0,71° <0,5 <0,5 3,78+0,38™ 0,29+0,01%¢ 4,25+0,14° 3,340,1%

1288 2,16+0,02° 0,007+1x10-5¢ 35,06+10,21% <0,5 <0,5 3,43+0,67%° 0,31+0,01%¢ 5,00+0,09% 3,340,1%

1293 2,21+0,42" 0,007+1x10-4b¢ 48,17+4,13® <0,5 <0,5 1,98+0,24* 0,26+0,01% 4,22+0,09° 3,340,1%

1298 2,260,03 0,007+0,001% 47,94+0,001%° <0,5 <0,5 2,99+0,16® 0,28+0,01% 4,09+0,09° 3,340,1%

Chicha S. uvarum 1323 1,84+0,012 0,007+1x10-52%¢ 47,9945 45% <0,5 <0,5 3,79+0,21% 0,17+0,01° 5,49+0,05> 3,4+0,2°
1324 1,970,022 0,007+1x10-52%¢ 38,27+2,54% <0,5 <0,5 3,32+0,13%¢ 0,23+0,01% 5,38+0,11% 3,4+0,1°

1329 2,04+0,03° 0,007+1x10-52%¢ 38,76+1,66% <0,5 <0,5 4,57+0,16% 0,29+0,01%¢ 5,49+0,05> 3,4+0,1°

1328 1,96+1x10™ 0,007+1x10-4a¢ 29,42+0,812 <0,5 <0,5 3,15+0,21%¢ 0,23+0,01% 5,58+0,02% 3,4+0,1°

1311 1,94+0,032 0,007+1x10-52%¢ 43,7942 22 <0,5 <0,5 4,37+0,38% 0,26+0,01% 6,42+0,21° 3,340,1%

1330 1,99+1x10™ 0,007+1x10-52%¢ 29,43+3,18% <0,5 <0,5 4,39+0,39% 0,23+0,01% 5,36+0,13% 3,5+0,1%

1309 2,060,017 0,008+1x10°¢ 32,55+0,11% <0,5 <0,5 3,15+0,07%¢ 0,26+0,01% 4,89+0,03% 3,5+0,1%

1314 2,07+0,02° 0,007+1x10-52%¢ 27,70+4,20% <0,5 <0,5 3,53+0,06™ 0,26+0,01% 6,4+0,03° 3,340,1%

1317 2,19+0,05° 0,005+1x10"% 22,80+0,442 <0,5 <0,5 4,15+0,15% 0,37+0,01% 6,41+0,08¢ 3,2+0,1?

1315 2,00+1x10 0,007+1x10-52%¢ 28,26+2,73% <0,5 <0,5 4,48+0,22% 0,31+0,15%¢ 5,63+0,05% 3,4+0,2°

1322 1,95+0,02* 0,009+1x10°% 37,97+0,71® <0,5 <0,5 2,87+0,13® 0,36+0,09¢ 4,89+0,03%® 3,5+0,1%

1320 1,98+1x10™ 0,007+1x10-52%¢ 29,91+7,132 <0,5 <0,5 3,90+0,14% 0,43+0,02¢% 5,75+0,13% 3,440,1%

1321 1,86+0,13° 0,009+0,001°¢ 35,36+3,96% <0,5 <0,5 4,01+0,21% 0,32+0,01% 5,00+0,07% 3,5+0,1%

1316 1,98+0,01° 0,008+1x104>© 37,33+0,98% <0,5 <0,5 4,53+0,37% 0,30+0,01%¢ 5,08+0,08% 3,5+0,2%

Vino S. cerevisiae 1178 1,82+0,01° 0,009+0,001°¢ 71,97+0,58° <0,5 <0,5 3,54+0,16™ 0,51+0,01¢ 4,99+0,18% 3,440,1%

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre los valores (ANOVA and Tukey test n = 2). En los casos donde no se colocaron superindices no
se observan diferencias significativas para ese parametro. Todos los valores de los pardmetros quimicos estan expresados en g/L.
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Table 1.5: Actividad enzimatica y antagonista de cepas de S. uvarum y S. eubayanus

Actividad enzimatica (sustrato)? Actividad

. . . a antagonista
Origen Especie Cepas (nimero de NPCC) Proteasa Pectinasa _ RGI RGI Xy

(LD) (PC) (pNPG) (ES) (pNPX) €9 SC

A.araucana S.eubayanus 1282 - + + + - -
1283-1284, 1286-1287, 1296 -
1285 -
1292, 1294, 1291
1297, 1302
1301

+ +
'
v+ 4+ 4+

S. uvarum 1289
1288, 1290
1293,1298

Chicha S. uvarum 1309
1316
1320-1321, 1330
1317, 1328-1329
1311, 1314, 1324
1323
1315
1322 _

Vot o | |+ o+
'
.

+ 4+ + + + 4

+ + +
R I T I T o R S RS A A
o+ 4+

+ 4+t F [ [+ o+

+ 4+ 0+ 0+ o+

a. NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

b. BGI: B-glucosidasa, BXy: B-xilosidasa, LD: leche descremada, PC: pectina citrica, pNPG: p-nitrofenil-B-glucosido, ES: esculina,
pNPX: p-nitrofenil-B-xildsido.

Actividad enzimdtica o antimicrobiana positiva (+) o negativa (-).

Cepas de control sensible: Candida glabrata NCYC388 (Cg) y Saccharomyces cerevisiae P351 (Sc).

1.3. Fermentaciones a escalade 1 L

De los resultados previos, que incluyen las propiedades fisicoquimicas de las
microfermentaciones y la actividad enzimatica y antagonista, se realiz6 una seleccion de una
cepa de cada origen y ambiente con la mejor combinacion de caracteristicas de interés para
la elaboracién de sidras. Las cepas seleccionadas se utilizaron para realizar fermentaciones a
mayor escala (1 L) a fin de evaluar el perfil aromatico de las sidras producidas. En este caso
se utilizaron dos mostos diferentes (Royal Gala y Granny Smith) a fin de evaluar si el sustrato
influye en la produccién de metabolitos por estas levaduras.

Se seleccionaron por un lado las cepas S. eubayanus NPCC1292 y S. uvarum
NPCC1290 aisladas de A. araucana. Esta seleccion se basd principalmente en la
combinacion de actividades enzimaticas y antagonista de estas cepas, ya que la mayoria de
las cepas de este origen presentaron cinéticas de fermentacion similares y produjeron sidras
base con caracteristicas fisicoquimicas también parecidas entre si basadas en el anélisis de
agrupamiento ACP (ver Figura 1.4. grupo I).

Por otro lado, se selecciond la cepa de Saccharomyces uvarum NPCC1314 aislada de

chicha, que también se destaco por su perfil enzimatico, pero ademas presento bajos valores
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de A en comparacion a las demas cepas del mismo origen (Figura 1.4. grupo Il). Finalmente
se agrego, con fines comparativos, la misma cepa de S. cerevisiae (NPCC1178) utilizada

previamente en las microfermentaciones.

1.3.1. Cinética de fermentaciones

Las fermentaciones en mosto Royal Gala (RG) finalizaron a los 22 dias mientras que
las llevadas a cabo en mosto Granny Smith (GS) a los 15 dias. Los datos obtenidos de las
mediciones diarias de °Brix se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial (Arroyo
Lopez et al., 2008) con valores de R? de 99,2% y 99,8% para las fermentaciones llevadas a
cabo en mosto RG y GS, respectivamente. En la Figura 1.5 se muestran las curvas modeladas
(lineas continuas) y los datos observados (puntos). En el grafico correspondiente a las
fermentaciones llevadas a cabo en mosto RG, se observo que la cinética de consumo dada
por la disminucion de °Brix fue idéntica para las dos cepas de S. uvarum (las curvas se
solapan), evidenciando mayor velocidad de reduccion de °Brix (mayor velocidad de consumo
de azucares) que el resto. En este sustrato, S. eubayanus tuvo un comportamiento intermedio
entre S. uvarum y S. cerevisiae.

Por otro lado, en mosto GS se destaco la cepa de S. uvarum NPCC1314 aislada de
chicha (curva inferior), con la mayor velocidad de consumo de azlcares, ademas un
comportamiento intermedio para las cepas S. uvarum NPCC1290 aislada de A. araucana y
S. cerevisiae NPCC1178 y una cinética de consumo de azlcares mas lenta para S. eubayanus
(curva superior). También, se observé que en todos los casos no hubo un tiempo de latencia
para el inicio de la fermentacion.

Las diferencias antes mencionadas se correspondieron con diferencias significativas en
el pardmetro cinético K (tasa de consumo de azucares), para ambos mostos (Tabla 1.6). En
las fermentaciones realizadas con mosto RG en particular, ambas cepas de S. uvarum
(NPCC1290 y NPCC1314) presentaron los valores mas altos de este parametro, mientras que
S. cerevisiae mostro el valor méas bajo (menor tasa de consumo de azucares). Por el contrario,

en mosto GS, S. eubayanus NPCC1292 fue la cepa con menor tasa de consumo (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6. Parametros cinéticos de fermentaciones a escala de 1 L en dos mostos de manzana.

Parametros Mosto Royal Gala Mosto Granny Smith
cinéticos S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum
NPCC1178 NPCC1292 NPCC1290 NPCC1314 NPCC1178 NPCC1292 NPCC1290 NPCC1314
D (°Brix) 3,33+0,032 3,93+0,01°¢ 3,68+0,04° 3,60+0,01° 4,02+5x103 3,9040,22 3,93+0,03 3,9340,04
S 9,42+0,04¢ 8,81+4x10% 9,30+0,05" 9,24+0,03° 8,65+0,06 8,70+0,06 8,90+0,05 8,68+0,12
K (°Brix.h) 0,005+5x10-52 0,007+3x10- 0,008+2x10-5¢ 0,008+8x10-5¢ 0,008+1x10-° 0,006+5x1042 0,008+3x10-° 0,008+6x10-%

Todos los nimeros de cepas pertenecen a la coleccion NPCC (North Patagonian Culture Collection). Los ajustes para todos los casos tratados presentaron R>0,995. Letras
diferentes en los superindices en una misma columna indican diferencias significativas para cada mosto (ANOVA y Test de Tuckey, n=2). En los casos donde no se colocaron
superindices no se observan diferencias significativas para ese parametro. D: valor minimo de °Brix, S: diferencia entre °Brix finales e iniciales (caida de sustrato), K: tasa de
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® NPCC1292 (Se) -OBS
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Figura 1.5: Curvas modeladas de fermentaciones (1L) realizadas en A: mosto Royal Gala (RG) y B: Granny Smith (GS) utilizando las cepas
seleccionadas. Se utiliz6 en todos los casos el modelo de decaimiento exponencial (Arroyo-Lopez et al., 2008). Las lineas se corresponden a
los datos modelados y los puntos a los datos observados. El ajuste para ambos gréaficos fue mayor a R20,992.
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1.3.2. Propiedades fisicoquimicas y aromaticas de las sidras

Tal como se hizo para el caso de las microfermentaciones (punto 1.1), se evaluaron las
caracteristicas fisicogquimicas de las sidras base obtenidas con las diferentes cepas de la
coleccion de levaduras. En este caso también se evalud la concentracion de una serie de
compuestos quimicos productos del metabolismo de las levaduras (alcoholes superiores,
ésteres, entre otros) que se relacionan con el perfil aromatico de las sidras.

A continuacidn, se analizaran los diferentes grupos de compuestos para los diferentes
mostos utilizados, comenzando con los compuestos quimicos generales, luego los acidos
orgénicos y finalmente los compuestos aromaticos. Al analizar las sidras base obtenidas con
diferentes levaduras utilizando como sustrato mosto Royal Gala (RG), se observaron
diferencias significativas en la concentracion de glicerol y SO». La cepa de S. uvarum
NPCC1290 aislada de A. araucana produjo la mayor concentracién de glicerol mientras que
la cepa vinica de S. cerevisiae NPCC1178, en el otro extremo, fue quien produjo la menor
concentracion de este metabolito. En cuanto al SO total y libre, la mayor concentracion se
detecto en las sidras fermentadas con la cepa S. eubayanus NPCC1292 (Tabla 1.7).

En las sidras base obtenidas a partir de mosto Granny Smith (GS), se observaron
diferencias significativas en el contenido de fructosa y etanol (Tabla 1.7). Las sidras base
fermentadas con la cepa de S. eubayanus NPCC1292 fueron las que presentaron mayor
cantidad de fructosa residual (mas de 7g/L) y consecuentemente la menor concentracion de
etanol, mientras que la cepa vinica de S. cerevisiae NPCC1178 fue la mayor productora de
etanol (Tabla 1.7).

En relacién a los &cidos orgéanicos, las principales diferencias se observaron en el
contenido final de &cido shikimico, que independientemente del mosto utilizado fue
significativamente mayor en las sidras fermentadas con ambas cepas de S. uvarum. En este
caso el efecto del sustrato fue evidente ya que se obtuvieron valores dos veces mas elevados
de este acido en sidras base obtenidas con mosto de manzana Royal Gala (Tabla 1.7).
También se observaron diferencias significativas en el contenido de acido malico entre las
sidras producidas con las diferentes levaduras, pero en este caso la diferencia se vio sélo en

aquellas obtenidas a partir de manzanas GS (Tabla 1.7).
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Independientemente del mosto evaluado, las levaduras criotolerantes (tanto S.
eubayanus como S. uvarum) produjeron valores de alcoholes superiores totales
significativamente mayores que S. cerevisiae. Estas diferencias se debieron principalmente a
las elevadas concentraciones de alcohol isoamilico y 2-feniletanol que produjeron estas
especies, que en el caso del 2-feniletanol fue de més del doble de la concentracion producida
por S. cerevisiae (Tabla 1.7). También se observaron diferencias significativas en el total de
esteres entre los diferentes tratamientos, destacandose S. uvarum y sobre todo la cepa
NPCC1314 aislada de chicha la que produjo los niveles mas elevados. Esta diferencia se
debi6 en parte a las altas concentraciones del éster mayoritario acetato de etilo, aunque
también se observaron concentraciones elevadas de otros ésteres tales como el acetato de 2-
feniletilo, acetato de isobutilo, acetato de hexilo, octanoato de etilo y decanoato de etilo. Los
ultimos tres esteres fueron particularmente abundantes en sidras RG (Tabla 1.7).

Finalmente, con respecto a los compuestos volatiles minoritarios, que incluyen a los
terpenos y fenoles volatiles, se encontraron diferencias significativas solamente en las
concentraciones de geraniol y 4-etilguaiacol, siendo mayor en las sidras fermentadas con S.
cerevisiae y con S. uvarum aislada de chicha y inicamente en mosto RG (Tabla 1.7).

Debido al gran nimero de variables analizadas y a fin de obtener un panorama mas
claro de los productos, se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (ACP). Se observo
una buena reproducibilidad en los experimentos, lo que pudo observarse por la cercania en
la que se agruparon los duplicados bioldgicos en el ACP (Figura 1.6).

En este analisis, ademas se observd la existencia de un marcado efecto del mosto
(sustrato) sobre las caracteristicas de la sidra base obtenida. De esta manera se evidencioé un
grupo de sidras (grupo 1) conformado por todas las fermentaciones realizadas en mosto GS
y un grupo Il conteniendo las sidras base fermentadas a partir de mosto RG (Figura 1.6).

En lineas generales, las fermentaciones llevadas a cabo con las levaduras criotolerantes
presentaron un perfil mucho mas homogeneo en mosto RG que en mosto GS, e inclusive en
este mosto se ubican muy cercanas entre si las sidras base fermentadas con las cepas aisladas
de ambientes naturales, independientemente de la especie, hecho que concuerda con los

observado a escala mas pequefia (50 mL).
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Tabla 1.7: Caracteristicas fisicoquimicas de las sidras base obtenidas a partir de dos variedades de manzana usando diferentes cepas de levaduras

MOSTO ROYAL GALA

MOSTO GRANNY SMITH

Compuestos S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum
generales NPCC1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314 NPCC1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314
Glucosa (g/L) 0,02+0,01 0,23+0,02 0,08+1E3 0,02+0,01 0,02+0,01 0,45+0,07 0,16+0,08 0,02+0,01
Fructosa (g/L) 1,00+0,04 0,85+0,01 0,11+0,01 0,05+0,00 3,5+0,34% 7,01+0,97° 3,2+0,98° 2,47+0,52°
Etanol (%v/v) 7,83+0,07 7,66+0,17 7,91+0,03 7,98+0,01 7,44%0,01° 6,62+0,30% 7,24+0,01% 6,32+0,442
Glicerol (g/L) 3,73+0,21° 4,37+0,39% 4,76+0,05° 4,15+0,45 3,48+0,28 3,55+0,33 4,17+0,26 4,29+0,39
Acetaldehido (g/L) 17,15+2,05 9,85+0,77 12,1+6,08 12,05+0,35 16,30+2,26 15,15+4,45 12,50+0,71 8,80+0,56
SOz libre 35,0+4,2 45,0+0,1 35,0+0,2 43,0+0,2 11,5+2,1 13,0+0,1 13,0+0,1 13,0+0,01
SOzTotal 73,5+4,92 101,5+2,1° 80,0+4,22 80,0+4,22 38,0+0,1 33,521 30,5+2,1 32,0£0,1
pH 3,46+0,01 3,33+0,01 3,38+0,05 3,44+0,06 3,29+0,38 3,14+0,03 3,31+0,09 3,21+0,01
Acidos organicos
Acido acético (g/L) 0,20+0,02 0,10+0,03 0,10+0,01 0,20+0,02 0,10+0,0 0,10+0,02 0,10+0,01 0,15+0,07
Acido lactico (g/L) 0,10+0 0,10+0,01 0,30+0,01 0,20+0,01 ND ND ND ND
Acido malico (g/L) 6,75+0,07 6,5+0,1 6,95+0,21 6,85+0,07 7,600,422 9,50+0,14° 9,25+0,07° 8,85+0,35"
Acido shikimico 9,05+0,21% 5,740,422 13,05+0,07° 13,30+2,40° 3,00+0,012 3,00£0,012 4,60+0,56° 6,35+0,21°¢
Acidos totales (g/L) 7,06+0,09 6,71+0,15 7,36+0,22 7,26+0,91 7,70+0,43 9,5+0,15 9,25+0,09 8,91+0,36
Alcoholes superiores
1-butanol 2,17+0,22 2,14+0,04 2,31+0,13 2,29+0,03 1,52+0,68 1,23+0,13 1,22+0,07 1,11+0,06
1-hexanol 1,35+0,07 1,26+0,01 1,33+0,15 1,39+0,08 0,95+0,09 1,39+0,46 0,97+0,07 1,27+0,40
1-propanol 12,28+0,58 10,97+0,15 14,71+1,11 15,14+1,86 10,62+1,08 8,68+0,44 10,03+0,13 6,71+4,16
2-feniletanol 3,09+0,312 9,31+0,52° 10,88+1,83° 7,97+2,28%® 4,07+0,112 12,77+0,27° 15,91+0,85° 11,28+0,26°
Alcohol bencilico 0,17+0,01° 0,071+0,012 0,130,01% 0,11+0,03% 0,03£6x10-32 0,02+0,01° 0,02+3x10°3® 0,03+1x10
Alcohol isoamilico 91,248,632 133,70+4,24% 165,35+17,46° 119,05+15,91% 108,05+5,302 165,85+7,28" 163,50+9,05° 165,30+14,28°
Alcohol isobutilico 24,70+1,132 20,3+1,412 30,95+1,34° 23,75+1,632 16,00+0,01 19,81+1,84 18,3+0,14 22,45+6,86
Total — Alcohol isoamilico 43,761,962 44,05+1,522 60,32+2,26° 50+3,2720 33,19+1,24 43,9+2,05 46,46+1,03 42,87+9,22
Alcoholes superiores totales 134,96+10,942 177,75+5,33° 225,67+19,25P 169,71+18,052 141,25+3,332 209,758,740 209,96+10,33° 208,17+17,05P




Continuacion de Tabla 1.7

Esteres

Acetato de etilo 6,37+1,51¢8 6,00+0,112 7,09+0,7172 14,111,635 7,490,362 7,321,024 8,19+0,1082 29,63+10,93°
Acetato de 2-feniletilo 0,041+0,0012 0,094+0,0052 0,084+0,0242 0,226+0,095° 0,013+0,0032 0,11+0,012 0,21+0,032 0,40+0,12°
Acetato de bencilo 1x103+1x107%  7x104+3x1052 8x104+7x10%a 0,002+2x1040 0,002+9x10* 6x104+£7x105 4x104+3x10° 8x104+7x10°
Acetato de hexilo 0,013+0,006 0,007+7x10* 4,5E3+7x10 0,022+0,006 0,004+0,001 0,003+7x10 0,010+0,009 0,004+0,002
Acetato de isoamilo 0,095+0,007° 0,025+0,0012 0,025+0,0012 0,11+0,014P 0,060+0,001 0,050,007 0,05+0,01 0,06+0,02
Acetato de isobutilo 0,005+0,0012 0,005+7x10-52 0,005+3x10-42 0,00745x10- 4 x103+2x10* 0,005+0,001 0,005+3x10 0,007+0,002
Butirato de dietilo 0,041+0,001 0,046+0,002 0,048+0,001 0,045+0,005 3x10°%4+5x10*  0,036+0,002° 0,042+0,002° 0,039+8x10-%
Decanoato de etilo 0,013+0,003¢d 0,002+1x102 0,007+0,0042 0,021+3x10d 1x103+8x104°  0,003+7x10 0,01548x10- 0,010+0,0042
Hexanoato de etilo 0,047+0,006% 0,032+0,0012 0,045+0,003% 0,056+0,004° 0,042+0,003 0,019+0,001 0,040+0,012 0,039+0,001
Lactato de etilo 1,41+0,082 1,78+0,08% 3,32+0,45b 2,41+0,77% 1,11+0,28 1,72+0,65 1,49+0,03 1,88+0,02
Octanoato de etilo 0,048+0,014 0,014+0,001 0,030+0,012 0,073+0,006 0,025+0,003¢ 0,002+2x10% 0,015+6x10- 0,012+0,002°
Succinato de dietilo 0,015+0,003 0,02+3x10* 0,036+0,011 0,044+0,009 0,018+2x10 0,031+0,001 0,047+0,007 0,021+0,024
Total — Acetato de etilo 1,73+0,0282 2,03+£0,092 3,61+0,38 3,02+0,89° 1,32+0,28 1,98+0,62 1,92+7E3 2,48+0,09
Esteres totales 8,11+1,542 8,03+0,022 10,71+1,092 17,13+0,74° 8,82+0,072 9,30£1,652 10,11+0,092 32,1146,02b
Terpenos
alfa-Terpineol 7x10443x10° 5x1044+5x10° 7x10449x10° 7x10441x10* 7x1044+4x10°  6x10+1x10* 0,003+0,002 6x1074+4x10°
Limoneno 3x10-°+3x106 2x10-°+2x106 4x10-°+9x106 ND 4x10°+2x10%  2x10+2x10° ND 2x10-5+2x10°
Linalool 0,011+0,001 0,007+0,001 0,008+0,001 0,010+,001 0,006+7x10-° 0,004+0,003 0,008+0,001 0,004+0,003
Nerol ND ND ND ND 0,001+3x10- ND? 0,001+7x10-5b 0,001+8x10-50
Geraniol 0,010+0,001°¢ 0,006+3x10 0,003+7x10-2 0,010+0,001° 0,010+0,001 0,005+0,001 0,009+7x10 0,003+0,004
Terpenos totales 0,022+0,002° 0,013+0,0012 0,012+0,0012 0,021+0,002° 0,018+0,001° 0,010+0,0012 0,021+0,001° 0,009+1x1042
Fenoles volatiles
4- Etilfenol 0,006+4x10 0,004+0,001 0,005+4x10* 0,006+8x10* 0,005+0,002 0,001+2x10* 0,001+1x10* 0,002+2x10*
4- Etilguaiacol 0,005+1x10 0,003+3x102 0,004+4x1042b 0,005+3x10 0,001+7x10 ND? ND? ND?
Fenoles volatiles totales 0,011+0,002 0,007+0,001 0,009+0,001 0,011+0,001 0,006+0,002 0,001+2x10* 0,001+1x10* 0,002+2x10

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre los valores obtenidos para el mismo mosto (ANOVA y test de Tukey n = 2). En los casos donde no se colocaron superindices
no se observan diferencias significativas para ese parametro. Todos los valores estan expresados en mg/L con excepcién de los indicados particularmente entre paréntesis.
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Figura 1.6. A: ACP realizado a partir de los compuestos quimicos detectados en las fermentaciones realizadas a partir de las dos variedades de mostos
utilizando diferentes levaduras. B: Proyeccion de los autovectores en el plano principal CP1y CP2; el tamafio de cada autovector es directamente proporcional
al porcentaje de la variabilidad explicada en las dos componentes, en el listado de abajo se detallan las variables utilizadas. C: UPGMA de asociacion entre
levaduras, los nimeros representan el porcentaje de soporte del clado (botstrapping). Superindice D indica duplicado biol6gico. RD: Red Delicious; GS:
Granny Smith
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Ademas, en mosto RG las sidras base elaboradas con la cepa S. uvarum NPCC1314
presentaron un perfil levemente diferenciado, destacandose por las elevadas concentraciones
de algunos &cidos organicos como acido lactico y shikimico. Las sidras base producida con
la cepa de S. cerevisisae se diferenciaron en el ACP principalmente por las altas
concentraciones de acetaldehido y geraniol producidas en este mosto (Figura 1.6).

En mosto GS las fermentaciones llevadas a cabo por las levaduras criotolerantes
presentaron elevadas concentraciones de 2-feniletanol, alcohol isoamilico, acetato de 2-
feniletilo y acido malico. Mientras que las sidras base producidas con la cepa NPCC1178 se
diferenciaron por las altas concentraciones de nerol y geraniol producidas en este mosto.

Los dos grupos que se formaron en el ACP fueron respaldados por el andlisis de
UPGMA (Figura 1.6.c).

1.4. Fermentaciones a escala semipiloto

A partir de los perfiles arométicos, fisicoquimicos y cinéticos obtenidos de las
fermentaciones previamente realizadas, se procedio a la seleccion de una Unica cepa para ser
probada en la produccién de sidra a escala semipiloto en mosto no estéril. De las dos cepas
de la especie S. uvarum se seleccion6 la cepa NPCC1314 proveniente de chicha por su mayor
velocidad de consumo de azucares, con una produccién menor de etanol (caracteristica de
interés en sidras) y mayor de algunos esteres como el acetato de 2-feniletilo en relacion a la
cepa aislada de A. araucana (ver Tabla 1.7). Ademas, las sidras fermentadas con esta cepa
presentaron una menor concentracion de azucares residuales (glucosa y fructosa) y mayor
concentracion de acido shikimico principalmente en mosto GS. La cepa seleccionada ademas
habia presentado actividad antagonista frente a la cepa sensible de la especie S. cerevisiae
(ver Tabla 1.5). Por otro lado, se descartd la cepa S. eubayanus NPCC1292 porque presentd
menor velocidad de consumo de azlcares, dejando ademas concentraciones elevados de
fructosa residual. En esta oportunidad se utilizé con fines comparativos la cepa comercial S.
cerevisiae (BO213), utilizada frecuentemente en la elaboracion de sidras en la region.

En primera instancia se decidi6 realizar el ensayo con mosto de la variedad Granny
Smith, principalmente porque en nuestro ensayo previo utilizando esta variedad se logré una

mayor complejidad aromatica. Ademas, este tipo de manzanas es utilizado en las sidreras de
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la zona para la elaboracién de productos varietales exclusivos. La temperatura de

fermentacion se mantuvo en esta primera oportunidad en 20°C.

1.4.1. Cinética de fermentacion

Las fermentaciones se llevaron a cabo en bidones de 10 L conteniendo 8 L de mosto
cosecha 2015 (metodologia punto 8.1.2). Las fermentaciones de ambas cepas transcurrieron
sin problemas, logrando las cepas consumir la totalidad de los azlcares en menos de 288 h
(12 dias). Se evalud la cinética de fermentacion a partir de los datos obtenidos de la medicion
diaria de °Brix, ajustdndose los mismos a un modelo de decaimiento exponencial (Figura
1.7.A). No obstante, los parametros cinéticos obtenidos para las dos cepas fueron diferentes,
evidenciandose diferencias significativas en los pardmetros D y S (Figura 1.7.B). El
parametro mas relevante, S, que indica la caida del consumo de sustrato, fue
significativamente mayor en la fermentacion conducida con la cepa NPCC1314 de S. uvarum
(p<0,001).

1.4.2. Implantacién de las cepas inoculadas

El porcentaje de implantacion, que refiere a la capacidad de una levadura de dominar
una fermentacion con mosto no estéril en el que también se encuentran presentes otras
levaduras, se evaluaron 20 colonias tomadas al azar del estadio final de fermentacion.

En primera instancia se evalu6 la capacidad de las colonias de crecer a 37°C y
posteriormente la identidad de las colonias se confirmé mediante analisis de mtDNA-RFLP.
En las fermentaciones inoculadas con la cepa comercial S. cerevisiae BO213, las 20 colonias
obtenidas de cada duplicado fueron capaces de crecer a 37°C. Sin embargo, ninguna colonia
mostro el perfil de mtDNA-RFLP de la cepa inoculada, sino que todas presentaron un perfil
diferente, denominado en este trabajo como perfil Al (Figura 1.8) lo que indica que estas
fermentaciones no fueron conducidas con la levadura inoculada y por ende las propiedades
cinéticas, fisicoquimicas y aromaticas de las mismas no se deben a las propiedades de la
levadura utilizada.

En las fermentaciones inoculadas con la cepa de S. uvarum NPCC1314, se observo una
implantacion promedio de 63+3%, es decir que 12 de 20 colonias aisladas de un duplicado
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(60%) y 13 de 20 colonias aisladas del otro duplicado (66,6%) fueron incapaces de crecer a
37°C y mostraron el perfil de mtDNA-RFLP de la cepa S. uvarum NPCC1314 (Figura 1.8).

g L 0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

——=NPCC1314 (Su) =—B0213 (Sc)
* NPCC1314 (OBS) * B0213 (OBS)

S. cerevisiae S. uvarum
Parametros BO213 NPCC1314
B
D (°Bri) 4.86+0.33° 4.49+0.862
S 8.91+0.552 9.81+1.14°
K (°Bri.h}) 0.0129+0.0021 0.0097+0.0031

Los superindices en la misma fila indican diferencias significativas
(ANOVA y test de Tuckey n=2)

Figura 1.7. Cinética de las fermentaciones en escala semipiloto en mosto GS a 20 °C.
A: Curvas modeladas; las lineas en el grafico representan los datos modelados
utilizando la ecuacion de decaimiento exponencial (Arroyo-Lopez et al., 2008) y los
puntos los datos observados. B: Parametros obtenidos para las dos levaduras evaluadas
y ANOVA (test de Tukey n = 2).

El resto de las colonias fueron capaces de crecer a 37°C, por lo que corresponderian a
la especie S. cerevisiae. El perfil de mtDNA-RFLP de estas otras colonias fue el mismo para
todas (perfil A2, Figura 1.8) y tampoco correspondio al de la cepa comercial S. cerevisiae
BO213.

1.4.3. Propiedades fisicoquimicas y perfil aromatico de las sidras base
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Primeramente, se realizd una caracterizacion de compuestos generales incluyendo
azucares, alcoholes y acidos orgéanicos con las sidras base. Estos mismos compuestos se

evaluaron en el mosto de manzana Granny Smith que se utiliz6 para las fermentaciones con

S. cerevisiae S. uvarum

Al‘ ) NPCC1314
S. cerevisie @m——— 9 S cerevisiae
BO213 A2

63%
NPCC1314

0% de implantacién
BO213

Figura 1.8: Perfiles mitocondriales encontrados en las fermentaciones a escala
piloto realizadas a 20 °C. MM: marcador molecular A Pst I. Los graficos de torta
representan el porcentaje en el que se encontraron las cepas en el estadio final de
fermentacion de un total de 20 colonias.

el objetivo de poder interpretar si los compuestos medidos en las sidras se corresponden a
compuestos producidos o consumidos por las levaduras involucradas en la fermentacion.

Al comparar los compuestos evaluados en el mosto y las sidras base se observo que
todos los azucares fueron consumidos (como se desprendié de los pardmetros cinéticos
explicados en el punto 1.4.1) y que se produjeron concentraciones muy similares de etanol.
Sin embargo, la produccion de glicerol fue significativamente mayor en las sidras base
fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314. No se observaron diferencias significativas
en el resto de los pardmetros analizados (Tabla 1.8).

A fin de obtener un producto similar al que se podria encontrar comercialmente es
necesario gasificar (toma de espuma) y corregir (agregar acido, azucares y SO>) la sidra base.

El gasificado puede realizarse de dos maneras, la primera es incorporando CO; directamente
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y la segunda es mediante la realizacion de una segunda fermentacién en botella,
procedimiento conocido como meétodo Champenoise tipicamente utilizado en vinos
espumantes (metodologia punto 1.2.1). En esta primera parte de la Tesis realizamos la toma
de espuma mediante segunda fermentacion en botella, para lo cual se volvieron a inocular las
sidras base con las mismas cepas utilizadas durante la primera fermentacion: S. uvarum
NPCC1314 y S. cerevisiae BO213.

Tabla 1.8. Compuestos generales del mosto utilizado en las fermentaciones a escala semipiloto y de las sidras base
fermentadas con dos cepas de levaduras a 20 °C

Tratamiento Glucosa Fructosa Etanol (%v/v) Glicerol Acido acético Acido lactico Acido malico
Mosto GS 2015 34,2853 86,1623 ND ND ND ND 7,5388

S. cerevisiae BO213 * ND  2,76%0,11  7,79£0,15  3,99+0,02  0,07+0,01 0,18+0,01 7,2940,12
S. uvarum NPCC1314 * ND  2,01+0,25  7,98+0,09  4,7240,29  0,10+0,02 0,2240,02 7,01+0,21

* Sidras base obtenidas con cada una de las levaduras indicadas.

GS: Granny Smith.

Valores resaltados en negrita indican diferencias significativas (ANOVA and Tukey test n = 2) entre las sidras base mientras que
en los no resaltados no se observaron diferencias significativas.

Todos los valores estan expresados en g/L con excepcion del etanol que se expresa en % v/v.

Las segundas fermentaciones en botella demoraron 20 dias (en posicién horizontal)
hasta alcanzar 6 atmdsferas de la presion debidas a la produccion de CO2. Luego de este
periodo se extrajeron las levaduras y se corrigieron las sidras obtenidas con una cantidad
conocida de azucares de acuerdo a la metodologia descripta previamente. Estos productos se
utilizaron para la evaluacién de las caracteristicas fisicoquimicas, en la que se midieron los
mismos compuestos evaluados en las sidras base producto de la primera fermentacion, y otros
compuestos de interés como alcoholes superiores, esteres, fenoles volatiles, terpenos, entre
otros, que caracterizan el perfil aromatico de las sidras (Tabla 1.9).

En cuanto a los compuestos generales evaluados para las sidras se observaron
diferencias significativas en las concentraciones de etanol y en el pH, siendo
significativamente mayores ambos en las sidras inoculadas con S. cerevisiae BO213. Las
sidras fermentadas con S. uvarum NPCC131 presentaron concentraciones significativamente
mayores de acetaldehido (aproximadamente el doble) y de glicerol que las fermentadas con
S. cerevisiae. Interesantemente el contenido de etanol en la primera fermentacion fue igual

para ambas fermentaciones, indicando que en la segunda fermentacién se produjo una
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concentracion significativamente mayor de este compuesto en las sidras inoculadas con la
cepa S. cerevisiae BO213.

En cuanto a los &cidos organicos se observé una mayor concentracion de acido malico
y acidos organicos totales en las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314,
mientras que las inoculadas con S. cerevisiae BO213 presentaron mayores concentraciones
de &cido lactico (Tabla 1.9).

Con respecto a los alcoholes superiores las principales diferencias se vieron reflejadas
cuando se realiza la resta entre los alcoholes superiores totales y el alcohol isoamilico
(alcohol superior mayoritario), que indicaria la concentracion de alcoholes superiores
minoritarios. En este parametro se encontraron valores significativamente mayores en las
sidras fermentadas con S. uvarum NP1314 y esto se debié principalmente a la gran
concentracion de alcohol isobutilico producida por la levadura criotolerante. Esta levadura
produjo también cantidades significativamente mayores (5 veces mas) de 2-feniletanol en
relacion a las sidras inoculadas con S. cerevisiae (Tabla 1.9).

De igual forma, que se realiz6 para los alcoholes superiores, al realizar la diferencia
entre los esteres totales y el acetato de etilo (éster mayoritario) se observé una produccién
significativamente mayor en las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314. Esta
diferencia se debio principalmente a la gran concentracion de acetato de 2-feniletilo (més de
50 veces) producidas por esta levadura. Por su parte, las sidras inoculadas con la cepa S.
cerevisiae BO213 presentaron mayores concentraciones de otros ésteres minoritarios como
acetato de isoamilo, butirato de etilo y lactato de etilo -este Gltimo mas del doble- (Tabla 1.9).

En cuanto a los volatiles minoritarios como los terpenos y fenoles volétiles, el linalool
fue significativamente mas alto en las sidras inoculadas con S. cerevisiae BO213, mientras
que el 4-etilfenol y 4-etilguaiacol fueron mayores en las sidras fermentadas con S. uvarum
NPCC1314 (Tabla 1.9).

1.4.4. Analisis sensorial de las sidras

El anélisis sensorial de las sidras obtenidas el pablico present6 una preferencia por las
sidras (Figura 1.9.A) fermentadas con S. uvarum NPCC1314 (64% del total de comensales
eligio a esta sidra como su preferida frente a la inoculadas con S. cerevisiae BO213).
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Tabla 1.9: Caracteristicas fisicoquimicas de sidras fermentadas a 20 °C utilizando la cepa
vinica Sc BO213 y la cepa de chicha S. uvarum NPCC1314.

Sc/Sc (BO213) Su/Su (NPCC1314)
Compuestos generales
Etanol (%v/v) 9,039 + 0,081 8,3885 + 0,009
Glicerol (g/L) 4,112 + 0,038 4,721 + 0,111
Acetaldehido (g/L) 6,081 + 2,121 11,065 + 2,395
SO; Libre 16,725 + 3,945 24,094 + 4,781
SO, Total 51,465 + 1,782 55,115 + 3,335
pH 4,01 + 0,03 3,61 £ 0,02
Metanol 22241 + 2,132 19,381 = 0,81
Acidos organicos
Acido acético (g/L) 0,117 + 0,001 0,117 + 0,003
Acido lactico (g/L) 3,785 = 0,043 0,272 = 0,003
Acido malico (g/L) 0,261 = 0,014 5,391 = 0,201
Total 4cidos organicos 4,173 + 0,045 5508 + 0,204
Alcoholes superiores
1-Propanol 14,361 + 0,069 14,831 + 0,373
1-Hexanol 1,914 £+ 0,235 2,356 + 0,124
1-Butanol 1,055 + 0,175 1,082 + 0,028
2-Feniletanol 0,014 + 0,001 0,5847 + 0,026
Alcohol bencilico ND ND
Alcohol isoamilico 224,094 + 11,005 222,677 + 11,303
Alcohol isobutilico 34,585 + 0,695 47,685 + 0,045
Total-alcohol isoamilico 51,928 + 1,170 66,538 + 0,596
Total alcoholes superiores 276,023 + 12,18 289,216 + 11,899
Esteres
Acetato de etilo 21,021 + 2,561 24,871 + 1,65
Acetato 2-feniletilo 3,045 + 0,184 78,494 + 6,287
Acetato de bencilo 0,038 + 0,008 0,027 + 0,001
Acetato de hexilo 0,027 + 0,004 0,026 + 0,002
Acetato de isoamilo 1,676 + 0,069 0,424 + 0,004
Acetato de isobutilo 0,018 + 0,001 0,014 + 0,001
Butirato de etilo 0,159 = 0,029 0,007 = 0,003
Decanoato de etilo 0,322 + 0,073 0,247 = 0,038
Hexanoato de etilo ND ND
Lactato de etilo 51,191 + 10,468 20,346 + 0,819
Octanoato de etilo 0,245 = 0,019 0,328 % 0,046
Succinato de dietilo 0,304 = 0,046 0,37 + 0,046
Total — acetato de etilo 57,027 + 10,842 100,285 + 7,247
Total esteres 78,047 + 13,402 125,1551 + 7,8971
Terpenos
Limoneno 0,02322 + 0,00162 0,02622 + 0,01253
Linalol 0,27527 + 0,04998 0,00141 + 0,00020
Nerol 0,08047 + 0,00349 0,01454 + 0,00011
Geraniol 0,33107 + 0,03823 0,31583 + 0,00615
Total terpenos 0,71004 + 0,09322 0,35798 + 0,01879
Fenoles Volatiles
4-¢tilfenol 0,00217 + 0,00088 0,00750 * 0,00018
4-etilguaiacol 0,00094 * 0,00052 0,00391 * 0,00049
Total fenoles volatiles 0,00311 + 0,00139 0,01141 + 0,00067

Valores resaltados en negrita en la misma fila indican diferencias significativas entre las dos levaduras
evaluadas para la variable correspondiente (ANOVA and Tukey test n = 2) mientras que en los valores
no resaltados no se encontraron diferencias significativas. Todos los valores estan expresados en mg/L
con excepcion de los indicados particularmente entre paréntesis.
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Ademas, al diferenciar entre géneros, se observé que el 100 % de los hombres eligieron esta
sidra, mientras que las mujeres eligieron ambos productos por igual (Figura 1.9.B).

En cuanto al analisis sensorial realizado por el panel de expertos se observé que la sidra
fermentada con S. uvarum NPCC1314 se destacO en caracteristicas de tipo visuales,
presentando mayor espalme, pegue e intensidad de color. Ademas, en cuanto a las
propiedades olfativas las sidras fermentadas con S. uvarum NPCC1314 se diferenciaron
principalmente por los aromas frutales y en cuanto a variables gustativas presentd mayor
acidez, amargor y cuerpo, estando estos parametros dentro de un rango equilibrado y deseado

segun opinan los expertos (Figura 1.9.C).

1.5. Fermentaciones a escala semipiloto realizadas a 13°C

En segunda instancia se decidio realizar el mismo ensayo a escala semipiloto con mosto
de la variedad Granny Smith, pero bajando esta vez la temperatura de fermentacion a 13°C,
con el objetivo de mejorar la capacidad de implantacion de la levadura criotolerante (que
habia sido de casi 63% a 20°C). Paralelamente este estudio permitio evaluar el efecto de la
temperatura de fermentacion en el perfil fisicoquimico y organoléptico de las sidras.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en idénticas condiciones (bidones de 10 L
conteniendo 8 L de mosto), esta vez utilizando mosto Granny Smith cosecha 2016 (Tabla
1.1). Las dos fermentaciones transcurrieron sin problemas; sin embargo y como era de
esperarse, el proceso fue significativamente mas largo requiriendo un total de 600 h (25 dias)
para su finalizacion. La cinética de fermentacién obtenida a partir de los °Brix, se ajusté en
esta oportunidad a un modelo de decaimiento sigmoideo (Lambert y Pearson, 2000). Como
se puede observar en la Figura 1.10.A, y a diferencia de lo que sucedi6 a 20°C, las dos cepas
presentaron un tiempo de latencia marcado antes de iniciar la fermentacién vigorosa. En
cuanto a los pardmetros cinéticos, se observaron diferencias significativas en el parametro M
que indica el tiempo (en horas) que tardan las levaduras en consumir el 50% de los azucares
del mosto (tso), siendo significativamente menor en las fermentaciones conducidas con la
cepade S. uvarum NPCC 1314 (Figura 1.10.B). Estos datos, sumados a los obtenidos a 20°C
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evidenciaron una ventaja cinética significativa de la cepa S. uvarum NPCC1314 sobre la cepa
comercial S. cerevisiae BO213.

B

S. uvarum || _

NPCC1314

S. cerevisiae
BO213
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Figura 1.9. Andlisis sensorial de las sidras fermentadas a 20°C. A: Porcentaje de preferencia de
producto por publico en general. B: Preferencia de producto con distincion entre sexos. C: Analisis
descriptivo realizado por un panel entrenado.

En cuanto a la implantacion de las cepas inoculadas, nuevamente no se observo
implantacion de la cepa comercial S. cerevisiae BO213. Todas las colonias aisladas de los
estadios finales de fermentacion (20 de cada fermentacion) fueron capaces de crecer a 37°C

pero mostraron un perfil de mtDNA-RFLP denominado perfil A3, diferente al de la cepa
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comercial inoculada, por ende en estas fermentaciones las propiedades de las mismas
tampoco corresponden a las propiedades de la levadura inoculada.

Como era de esperarse, en las fermentaciones inoculadas con la cepa S. uvarum
NPCC1314, la implantacion mejor6 sustancialmente respecto de lo que sucedié a 20°C.
Todas las colonias fueron incapaces de crecer a 37°C y mostraron el perfil de mtDNA-RFLP

de la cepa inoculada, observandose por lo tanto un 100 % de implantacion (Figura 1.11).
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s BO213 NPCC1314
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C 7.84+0.59 8.71+1.57
K (°Bri.h ) 0.0076+0.0008 0.0061+0.001
M (h) t, 177.84+7.35° 125.75+16.47°

Los superindices en la misma fila indican diferencias
significativas (ANOVA vy test de Tuckey n=2)

Figura 1.10. Cinética de las fermentaciones en escala semipiloto en mosto GS a 13 °C. A:
Curvas modeladas; las lineas en el grafico representan los datos modelados utilizando la
ecuacion de decaimiento sigmoideo (Lambert y Pearson 200) y los puntos los datos observados.
B: Parametros obtenidos para las dos levaduras evaluadas y ANOVA (test de Tukey n = 2).
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S. cerevisiae 0% de implantacion
BO213

Figura 1.11: Perfiles mitocondriales encontrados en las fermentaciones a escala
piloto realizadas a 13°C. MM: marcador molecular A Pst I. Los graficos de torta
representan el porcentaje en el que se encontraron las cepas en el estadio final de
fermentacion

Se evaluaron los principales parametros fisicoquimicos de las sidras base obtenidas de
esta primera fermentacion de igual manera que se realizé con las sidras base obtenidas a
20°C. Las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314 presentd valores
significativamente menores de fructosa residual y mayores de glicerol que las fermentadas
con S. cerevisiae BO213. También se observo una concentracion significativamente mayor
de acido lactico en las sidras base fermentadas con la cepa criotolerante, aunque no se
evidencio diferencia en la concentracion de &cido malico entre sidras base e incluso con el

mosto de origen (Tabla 1.10).

Tabla 1.10. Compuestos generales del mosto utilizado en las fermentaciones a escala semipiloto y de las sidras base
fermentadas con las dos cepas de levadura a 13°C

Tratamiento Glucosa  Fructosa  Etanol (%v/v) Glicerol Acido acético Acido lactico Acido malico
Mosto GS 2015 39,24 88,44 ND ND ND 0,06 7,51

S. cerevisiae BO213 * ND 4,11+0,47 8,13+0,04 4,13+0,21  0,04+0,02 0,16+0,01 7,29+0,33
S. uvarum NPCC1314 * ND 1,27+0,45 8,04+0,05 5,31+0,55  0,01+0,01 0,24+0,04 7,54+0,11

* Sidras base obtenidas con cada una de las levaduras indicadas. GS: Granny Smith. Valores resaltados en negrita indican diferencias
significativas (ANOVA and Tukey test n = 2) entre las sidras base mientras que en los valores no resaltados no se encontraron
diferencias significativas. Todos los valores estan expresados en g/L con excepcion del etanol que se expresa en % vi/v.
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Posteriormente se realiz6 la segunda fermentacion en botella, en las mismas
condiciones que en la etapa anterior y en los productos finales se evalug la lista completa de
parametros fisicoquimicos a fin de poder comparar los resultados con los obtenidos a 20°C.

Las sidras fermentadas con S. uvarum NPCC1314 se destacaron por presentar una
concentracion significativamente mayor de glicerol y acetaldehido que las fermentadas con
S. cerevisiae BO213. Es interesante mencionar que las concentraciones de glicerol se
mantuvieron iguales a las obtenidas inmediatamente después de finalizada la primera
fermentacion, indicando que en la segunda fermentacion no hubo produccion de este
compuesto.

Las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum presentaron ademas un pH
significativamente menor que las fermentadas con S. cerevisiae BO213. Esto se relaciona a
su vez con la presencia de cantidades significativamente mayores de acido malico (y por
consiguiente de &cidos totales dado que el cido mélico es el acido organico predominante
en mosto de manzana) en las sidras fermentadas con la cepa criotolerante. Por su parte, las
bebidas obtenidas con la cepa S. cerevisiae BO213 presentaron mayores concentraciones de
los &cidos organicos minoritarios lactico y acético (Tabla 1.11). Al comparar los valores
registrados de estos dos acidos organicos luego de la segunda fermentacién con los obtenidos
en las sidras base, se pudo observar que en la fermentacion en botella realizada con la cepa
S. cerevisiae BO213 hubo consumo del acido malico y produccion de acido lactico de la
misma forma que se observé en las fermentaciones llevadas a cabo a 20°C por esta misma
levadura. Por el contrario, en las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314 no se
observo este efecto (Tablas 1.10 y 1.11).

Respecto del resto de los alcoholes superiores, las sidras fermentadas con la cepa S.
uvarum NPCC1314 presentdé también concentraciones significativamente mayores de 2-
feniletanol y alcohol isoamilico. Los elevados niveles de estos alcoholes redundaron
asimismo en valores significativamente més elevados de alcoholes superiores totales (Tabla
1.12).

Con respecto a los ésteres también se observaron concentraciones significativamente
mas elevadas de acetato de etilo, acetato de isoamilo, hexanoato de etilo, octanoato de dietilo
y esteres totales en las sidras fermentadas con la cepa S. uvarum NPCC1314 en relacion a las
sidras fermentadas con la cepa S. cerevisiae BO213.
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Por ultimo, entre los compuestos minoritarios las sidras fermentadas con S. cerevisiae
BO213 presentaron mayores concentraciones de limoneno (Tabla 1.11).

A fin de poder visualizar de forma gréafica el perfil aromatico de las diferentes sidras
obtenidas a escala piloto, e incluso evaluar el posible efecto de la temperatura sobre las
mismas, se realizé un ACP con todas las variables fisicoquimicas evaluadas en todos los
productos. El plano conformado por las dos primeras componentes principales explico el
79,9% de la variabilidad total observada (Figura 1.12.A).

En primera instancia se pudo observar que se logré una buena reproducibilidad de los
datos, agrupandose los duplicados biol6gicos muy cercanos entre si. Por otro lado, las sidras
se separaron claramente en los cuatro cuadrantes del plano, en los cuadrantes inferiores se
ubicaron las sidras fermentadas con la cepa S. cerevisiae BO213, mientras que en los
superiores se ubicaron las sidras fermentadas con S. uvarum NPCC1314. Por otro lado,
también se pudo observar que en los dos cuadrantes derechos de ubicaron las sidras
fermentadas a 20°C, mientras que en los izquierdos se localizaron las sidras fermentadas a
13°C (Figura 1.12.A). Esto indicaria que las variables explicadas por la CP1 se relacionan
con el efecto de la temperatura, mientras que las variables explicadas por la CP2 explican las
diferencias metabolicas entre las dos especies analizadas, independientemente de la
temperatura utilizada para fermentar (Figura 1.12.B). El analisis de los productos utilizando
el estadistico UPGMA, generd un primer gran agrupamiento por la temperatura de
fermentacion, es decir se agruparon todas las sidras fermentadas a 13°C por un lado y las
fermentadas a 20°C por el otro. En un nivel menor de agrupamiento, esto seria realizar el
corte a nivel de k=4, se separarian las sidras por levadura y temperatura (Figura 1.12.C).

Se observad entonces que las sidras fermentadas con la especie S. uvarum se agruparon
por sus elevadas concentraciones de acido malico, acetato de etilo y alcohol isobutilico (causa
por la que se encuentran en los cuadrantes superiores), mientras que las sidras fermentadas
con S. cerevisiae se diferenciaron por las altas concentraciones de acido lactico y el elevado
pH (causa por la que se ubican en los cuadrantes inferiores) independientemente de la
temperatura de fermentacion.

Por otro lado, las sidras fermentadas a 20°C se caracterizaron por presentar las
concentraciones mas elevadas de limoneno, decanoato de etilo y geraniol y presentar también
algunos compuestos que no se detectaron a 13°C como el 1-propanol, 1-butanol, acetato de

isobutilo, acetato de bencilo, lactato de etilo, linalool y nerol. Ademas, las sidras fermentadas
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a 13°C presentaron algunos compuestos que estuvieron ausentes en las fermentadas a 20 °C
como el alcohol bencilico y el hexanoato de etilo, mientras que tuvieron también
concentraciones mas elevadas de acetaldehido, 2-feniletanol y metanol. Las sidras
fermentadas a 13°C con la cepa S. uvarum NPCC1314 mostraron las mayores
concentraciones de algunos de 2-feniletanol, acetaldehido, glicerol y varios esteres como el
hexanoato de etilo, acetato de hexilo y octanoato de etilo. Por otra parte, las sidras
fermentadas con esta misma cepa a 20°C se diferenciaron por presentar las mas altas
concentraciones de 1-hexanol, alcohol isobutilico, acetato de 2-feniletilo, 4-etilfenol y SO
libre (Figura 1.12).

Por ultimo, el analisis sensorial de las sidras fermentadas a 13°C se realiz6 también con
el puablico en general y el panel de expertos. En esta ocasién el publico en general,
independientemente del sexo, eligié a la bebida obtenida con la cepa comercial (Figuras
1.13.A y 1.13.B). Por otro lado, en cuanto al andlisis realizado por el panel de expertos, si
bien las caracteristicas visuales fueron levemente mejores en las sidras realizadas con S.
uvarum NPCC1314, se observaron algunos defectos de tipo gustativos y aromaticos como
elevados niveles de acidez, amargor y retrogusto (Figura 1.13.C). Dentro de los defectos
aromaticos encontrados para esta bebida los expertos mencionaron olores de tipo reducido y

avinagrados.
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Tabla 1.11: Caracteristicas fisicoquimicas de sidras fermentadas a 13°C utilizando la cepa
vinica Sc BO213 y la cepa de chicha S. uvarum NPCC1314

S. cerevisiae S. uvarum
B0O213 NPCC1314
Compuestos generales
Etanol (%v/v) 8,558 % 0,352 8,346 = 0,054
Glicerol (g/L) 4,154 + 0,041 5,922 + 0,052
Acetaldehido (g/L) 17,260 = 1,710 32,650 + 5,410
SO, libre 10,250 + 2,870 14,270 + 5,780
SO, total 50,870 + 4,780 48,780 + 6,280
pH 3,980 % 0,050 3,470 = 0,030
Metanol 40,060 + 1,730 42,615 + 5,635
Acidos organicos
Acido acético (g/L) 0,123 + 0,001 0,062 + 0,009
Acido lactico (g/L) 2,707 = 0,002 0,368 = 0,004
Acido malico (g/L) 1,267 + 0,110 5,787 *+ 0,042
Total 4cidos organicos 4,097 + 0,113 6,217 + 0,055
Alcoholes superiores
1-propanol ND ND
1-butanol ND ND
1-hexanol 1,455 + 0,025 1,735 + 0,085
2-feniletanol 16,630 + 1,460 51,385 + 0,865
Alcohol bencilico 0,029 + 0,001 0,039 + 0,002
Alcohol isoamilico 171,785 + 3,185 202,040 + 10,700
Alcohol isobutilico 27,500 + 1,390 35,335 + 2,665
Total- alcohol isoamilico 45,614 + 2,876 88,494 + 3,617
Total alcoholes superiores 217,399 £ 6,061 290,534 + 14,317
Esteres
Acetato de etilo 10,335 * 2,295 28,875 + 1,085
Acetato de 2-feniletilo 0,030 = 0,007 0,040 = 0,008
Acetato de bencilo ND ND
Acetato de hexilo 0,021 £ 0,000 0,105 = 0,021
Acetato de isoamilo 0,248 + 0,028 0,485 = 0,025
Acetato de isobutilo ND ND
Butirato de etilo 0,039 £+ 0,012 0,107 = 0,018
Decanoato de etilo 0,002 + 0,001 0,040 + 0,002
Hexanoato de etilo 0,142 + 0,009 0,542 + 0,049
Lactato de etilo 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
Octanoato de etilo 0,101 + 0,021 0,499 + 0,041
Succinato de dietilo 0,053 + 0,008 0,208 + 0,055
Total- acetato de etilo 0,632 + 0,086 2,024 + 0,217
Esteres totales 10,967 + 2,381 30,899 + 1,302
Terpenos
Limoneno 8,2x10* + 3,5x10° 3,8x10* + 5x10°
Linalool ND ND
Nerol ND ND
Geraniol 0,000537 + 0,000067 0,00185 * 0,00065
Terpenos totales 0,001361 + 0,000102 0,00223 = 0,00070
Fenoles volatiles
4-¢etilfenol 0,001165 + 0,000235 0,00165 * 0,00025
4-etilguaiacol 0,000550 + 0,000090 0,00072 + 0,00004
Total fenoles volatiles 0,001715 + 0,000325 0,00237 + 0,00029

Valores resaltados en negrita indican diferencias significativas entre las sidras fermentadas con las dos
levaduras (ANOVA and Tukey test n = 2) mientras que en los valores no resaltados no se encontraron
diferencias significativas. Todos los valores estan expresados en mg/L con excepcién de los indicados
particularmente entre paréntesis.
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Figura 1.13. Andlisis sensorial de las sidras fermentadas a 13°C. A: Porcentaje de preferencia de
producto por publico en general. B: Preferencia de producto con distincion entre sexos. C: Analisis
descriptivo realizado por un panel entrenado.

DISCUSION

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo estrechamente asociado
a la historia del hombre ya que participa de los procesos de elaboracién de pan, vino y sidra
entre otros alimentos. Esto, sumado a su capacidad de sobrevivir y crecer en sustratos con
elevadas concentraciones de azUcares y etanol y a su naturaleza cosmopolita, ha convertido
a esta especie en objeto de numerosas investigaciones que la posicionaron incluso como

modelo biologico de estudio en eucariotas (Moreno-Arribas y Polo, 2005). Otras especies
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menos conocidas dentro del género Saccharomyces también han sido asociadas a la
elaboracion de alimentos fermentados. Algunas cepas de estas especies pueden poseer
caracteristicas industriales similares o incluso superiores a S. cerevisiae 0, al menos, mostrar
una mejor capacidad que S. cerevisiae que le permiten adaptarse a procesos con
caracteristicas particulares. Tal es el caso de la especie S. uvarum, generalmente asociada
con procesos fermentativos conducidos a bajas temperaturas y/o ricos en fructosa (Almeida
et al., 2014; Coton et al., 2006; Naumov et al., 2002; Sipiczki, 2008; Suarez-Valles et al.,
2005; Suarez Valles et al., 2007) debido a su naturaleza criotolerante y fructofilica. De ahi la
importancia que cobra esta especie de levadura en la elaboracion de sidras. A pesar de sus
interesantes caracteristicas, solo unos pocos trabajos han profundizado en el estudio de las
particularidades metabdlicas y el potencial biotecnoldgico de esta especie si se compara con
los estudios realizados en S. cerevisiae (Gamero et al., 2011; Magalhaes et al., 2017a, 2017b;
Origone et al., 2018).

La principal razon de este fendmeno puede ser la relativamente reciente aceptacion de
Saccharomyces uvarum como especie individual, separada de S. eubayanus y del grupo de
hibridos conocidos como S. bayanus (Libkind et al., 2011; Nguyen et al., 2000; Rainieri et
al., 1999). Saccharomyces eubayanus, es la especie hermana de S. uvarum, mas cercana hasta
el momento, fue descripta el afio 2011 a partir de muestras de bosques patagénicos y solo ha
sido aislada en ambientes naturales (Libkind et al., 2011). Aunque posteriormente se aislaron
cepas de esta especie en otros lugares del mundo, el reducido nimero de cepas disponibles
en comparacién con S. cerevisiae y su ausencia en fermentaciones son la razon de la
relativamente escasa informacion sobre su fisiologia y potencial biotecnoldgico (Eizaguirre
etal., 2018; Hebly et al., 2015; Magalhdes et al., 2017a; Naumov, 2017; Origone et al., 2017).

En la primera etapa de esta Tesis se evaluo la potencialidad para fermentar mostos de
manzana de un grupo de cepas pertenecientes a las especies criotolerantes S. uvarum y S.
eubayanus, aisladas de diferentes sustratos (chicha y A. araucana), utilizando mosto de
manzana estéril, a fin de relacionar directamente las caracteristicas de las sidras obtenidas
con el metabolismo particular de cada cepa inoculada. Desde un punto de vista geografico
las areas de origen de estas cepas son relativamente cercanas y muestran caracteristicas
climaticas similares. No obstante, el sustrato de origen de donde fueron aisladas, y por

consiguiente el nicho ecologico especifico de las mismas, fue diferente. Estos origenes
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diferentes se asociaron claramente con las propiedades fisioldgicas de las cepas, tal como se
reveld en esta Tesis. Las sidras obtenidas a partir de las microfermentaciones (50mL) con
cepas aisladas de ambientes naturales (tanto S. uvarum como S. eubayanus) mostraron
caracteristicas similares y se diferenciaron de las obtenidas con cepas aisladas de ambientes
fermentativos (tanto S. uvarum como S. cerevisiae) lo que indica un marcado efecto del
origen de aislamiento y no de la constitucion genética de las cepas.

Se han propuesto diferentes explicaciones sobre la capacidad fructofilica de las
especies del género Saccharomyces. El transporte de glucosa y fructosa se realiza a traves
del mecanismo de difusion facilitada mediado por las proteinas Hxt (Leandro et al., 2009).
Sin embargo, tanto en S. uvarum como en S. eubayanus (y en muchos de los hibridos que
contienen porciones de genoma de estas especies como los conocidos como S. pastorianus y
S. bayanus) existe un transportador adicional, especifico para fructosa, que funciona como
un simporte con protones denominado Fsyl (Anjos et al., 2013). Mientras que los alelos del
gen FSY1 detectados en S. eubayanus y S. pastorianus son muy similares, el alelo presente
en la cepa de S. uvarum CBS7001 resulta relativamente diferente lo cual coincide con la
distancia filogenética que existe entre estas especies hermanas (Kellis et al., 2003). Algunas
cepas vinicas de S. cerevisiae también presentan el gen FSY1, aunque la secuencia de este
alelo es diferente a la encontrada en S. eubayanus y S. uvarum y se cree que Se origing por
transferencia horizontal a partir de levaduras no-Saccharomyces (Galeote et al., 2010; Novo
et al., 2009). La afinidad del transportador Fsyl por la fructosa es al menos un orden de
magnitud mayor que la de los transportadores Hxt lo que puede conferir una ventaja
adaptativa sustancial en ambientes con baja concentracion de fructosa (Anjos et al., 2013).

En este contexto, la diferencia que existe entre el mosto de uvas que contiene
proporciones equimolares de glucosa y fructosa, y el mosto de manzana que presenta en
general una proporcién mas elevada de fructosa, convierten a este Gltimo en un sustrato ideal
para el desarrollo de levaduras fructofilicas como las estudiadas en esta Tesis. Se ha reportado
que los mostos de manzana pueden presentar porcentajes de 74% p/v de fructosa, 11% p/v
de glucosa, e incluso también contienen sacarosa en porcentajes similares a los de glucosa
(Williams et al. 2009). Estos porcentajes son variables dependiendo de la variedad de
manzana, el momento de cosecha, etc. (Markowski et al., 2009), llegando incluso en
ocasiones a valores casi equimolares de ambos azucares (Vidrih y Hribar, 1999).
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En cuanto al contenido de azucares residuales de las sidras de esta Tesis -que
corresponde mayormente a fructosa- todas las levaduras completaron el consumo de los
mismos, no encontrandose diferencias entre cepas. Varias publicaciones hacen énfasis en la
capacidad fructofilica de S. uvarum (Gamero et al., 2013) por lo que podria esperarse una
diferencia en los valores residuales de este azucares; sin embargo, en las condiciones de
microfermentacion (50 mL) no se observaron diferencias significativas en este parametro.
Por el contrario, en fermentaciones de 1 L realizadas con las cepas preseleccionadas S.
eubayanus NPCC1292, S. uvarum NPCC1290 y S. uvarum NPCC1314, la concentracion de
fructosa residual mas elevada fue observada en las sidras fermentadas con S. eubayanus
(aunque s6lo en mosto GS). Magalhées et al., (2017a) también observaron esta dificultad de
S. eubayanus, y de hibridos entre S. eubayanus y S. cerevisiae de finalizar el consumo los
azucares residuales en mosto Sauvignon blanc. No obstante, la concentracion de azUcares en
este mosto de uvas (y por consiguiente de etanol en el vino resultante) es significativamente
mayor al encontrado en los mostos de manzana, lo cual podria justificar lo sucedido en el
caso de estos autores. En el caso de las sidras elaboradas en esta Tesis los azucares residuales
probablemente podrian haberse consumido completamente con més tiempo de fermentacion,
tal como sucedio en las microfermentaciones.

De acuerdo a reportes bibliograficos en vino, S. uvarum produce concentraciones
menores de etanol que S. cerevisiae (Castellari et al., 1994; Magyar y Toth, 2011; Naumov
et al., 2002). Recientemente se observo este comportamiento también en cepas de su especie
hermana S. eubayanus (Magalhaes et al., 2017a). En este trabajo se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de etanol en las fermentaciones realizadas con cultivos
puros, es decir con mosto estéril inoculado (fermentaciones de 50 mL y 1L). En el caso de
las microfermentaciones, las cepas de S. uvarum y S. eubayanus de ambientes naturales
parecen haber producido los niveles mas bajos de etanol (como puede evidenciase en el valor
del parametro cinético A), mientras que S. cerevisiae los valores mas elevados. El etanol es
un compuesto importante que contribuye al flavor de las bebidas y es un producto de la via
glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas, cuya funcién principal es la produccion de energia
sobre todo en condiciones de anaerobiosis.

El glicerol es otro de los metabolitos mayoritarios producidos a partir de la via
glucolitica. Este compuesto es principalmente producido en las fases tempranas de la
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fermentacion, como respuesta a estrés osmatico (Nevoigt, 2008) y permite ademas mantener
el balance redox en las células alteradas debido al exceso de NADH citoplasmético producido
por el proceso glucolitico acelerado tipico de las fermentaciones (Albers et al., 1998; Valadi
et al., 2004). EI glicerol también ha sido asociado con la adaptacion de las levaduras al
crecimiento a bajas temperaturas ya que funciona como un estabilizante de la membrana
plasmaética alterando (Sutherl y et al., 1997). Este alcohol contribuye de manera positiva a la
calidad de las bebidas fermentadas ya que provee un leve sabor dulce, aumenta la untuosidad
y reduce la astringencia de las bebidas (Ishikawa y Noble, 1995; Remize et al., 1990;
Swiegers y Pretorius, 2005). La produccion de elevadas concentraciones de glicerol ha sido
propuesta como una caracteristica tipica de S. uvarum (Antonelli et al., 1999; Castellari et
al., 1994; Gamero et al., 2013; Lopez-Malo et al., 2013; Rainieri et al., 1999). No obstante,
algunos autores proponen que esta propiedad es muy variable en las distintas cepas de S.
uvarum (Magyar y Toth, 2011). En este sentido, Masneuf-Pomaréde et al., (2010)
encontraron grandes variaciones en la produccion de glicerol al comparar diferentes cepas de
esta especie al realizar fermentaciones utilizando mosto sintético; incluso no evidenciaron
diferencias significativas en comparacion con S. cerevisiae. Nuestros resultados también
evidencian una elevada variacion en la produccion de este compuesto para las cepas
analizadas en mosto de manzana, independientemente de su origen, aunque en general todas
produjeron valores significativamente mayores que S. cerevisiae.

En relacion al balance entre etanol y glicerol en los productos fermentados (1 L), las
cepas preseleccionadas de S. eubayanus (NPCC1292) y S. uvarum (NPCC1290, NCC1314)
produjeron mayores concentraciones de glicerol que S. cerevisiae (NPCC1178). Una
potencial explicacién para la produccién elevada de glicerol sin la reduccién de etanol, es la
disminucion de la sintesis de acido acético, (metabolito intermediario en la produccién de
etanol). Esto pudo evidenciarse experimentalmente en los niveles reducidos de acidez volatil
en todas las fermentaciones realizadas con las cepas no-S. cerevisiae (tanto de 50 mL como
dell).

El acido piravico producido durante la glucélisis, también es sustrato para la sintesis
de cetoacidos superiores, compuestos claves en la produccién de la mayoria de los alcoholes,
acidos y esteres. Entre los ésteres, uno de los compuestos mas significativos que afecta el

flavor en las bebidas fermentadas es el acetato de etilo. Como el etanol es el alcohol
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dominante en sidra, el acetato de etilo, producido de acetil-CoA y etanol, es el éster mas
abundante. El acetato de etilo, junto con el &cido acético, aportan a la sensacion de acidez y
astringencia de estas bebidas y son compuestos no deseados a elevadas concentraciones
(Whiting, 1976). A pesar de que en este trabajo la concentracion de acido acético fue baja,
particularmente en fermentaciones conducidas con S. uvarum y S. eubayanus, la produccion
de acetato de etilo fue siempre la méas elevada (dos y tres veces méas en mostos RG y GS,
respectivamente) en sidras elaboradas con la cepa NPCC1314 de S. uvarum aislada de
ambiente fermentativo. Esta cepa fue, a su vez, la mayor productora de otros ésteres como
acetato de 2-feniletilo y de isobutilo, octanoato y decanoato de etilo. Todos estos ésteres han
sido relacionados con notas frutales y florales, deseadas en bebidas fermentadas: el acetato
de isobutilo se asocia con el flavour frutal, octanoato de etilo con notas de manzana,
decanoato de etilo con pera y acetato de 2-feniletilo con flavour floral (Huang et al., 2001,
Lambrechts y Pretorius, 2000).

La naturaleza y la concentracion de los &cidos orgéanicos presentes en la sidra son
también un factor importante que influye en las caracteristicas organolépticas. El principal
acido organico en sidras de manzana es el &cido malico, aunque las variedades de sidra de
manzana comUdnmente contienen otros acidos, como el shikimico, quinico, clorogénico y p-
cumarico (Beech, 1972). Todos estos &cidos son extremadamente importantes en el balance
del flavour de las sidras. Como era de esperarse, el &cido malico fue el &cido méas abundante
en las sidras analizadas en esta Tesis utilizando cultivos puros de las levaduras en estudio. El
contenido de acido malico fue significativamente mas elevado en las sidras fermentadas tanto
con S. uvarum como con S. eubayanus utilizando mosto de manzana GS; este fenGmeno
puede relacionarse con la capacidad descripta de S. uvarum, probablemente presente en S.
eubayanus también, de sintetizar acido malico en lugar de degradarlo (Castellari et al., 1994;
Giudici et al., 1999), sin embargo en esta etapa (fermentaciones de 1 L) no se midié la
concentracion inicial de acido malico, por ende también puede deberse a un consumo menor
de este acido en relacion a S. cerevisiae. No obstante, las diferencias mas importantes en el
contenido de acidos organicos entre las sidras fermentadas con las diferentes cepas se
evidenciaron en el contenido de &cido shikimico. Los niveles de &cido shikimico mas
elevados fueron detectados en las fermentaciones conducidas con S. uvarum,

independientemente del origen (de ambiente natural o fermentativo). El acido shikimico,
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formado por fosfoenol-piruvato y eritrosa-4-fosfato, esta involucrado en la sintesis de los
aminoacidos fenilalanina, tirosina, triptéfano, y la fenilalanina es el precursor para la sintesis
de acetato de 2-feniletanol y su ester acetato de 2-feniletilo (Dietrich y Pour-Nikfardjam,
2009). Tanto el alcohol superior 2-feniletanol como el acetato de 2-feniletilo se encontraron,
coincidentemente, en concentraciones significativamente elevadas en las sidras elaboradas
con las cepas criotolerantes. Datos previamente reportados indican que la produccion de estos
compuestos es un rasgo tipico de S. uvarum (Antonelli et al., 1999; Gamero et al., 2013;
Masneuf-Pomarede et al., 2010; Stribny et al., 2015). Por los tanto, nuestros resultados
podrian indicar que estas vias metabdlicas podrian constituir una diferencia importante entre
las tres especies estudiadas en este capitulo.

Junto con el 2-fenietanol, el alcohol isoamilico —y, consecuentemente, la cantidad total
de alcoholes superiores — se encontraron en proporciones significativamente més elevadas en
sidras fermentadas con las levaduras criotolerantes (tanto S. eubayanus como S. uvarum)
respecto de las producidas con S. cerevisiae a escala de 1 L. Los alcoholes superiores son,
cuantitativamente, los principales componentes en sidra (Herrero et al., 2006). Son productos
secundarios tanto del metabolismo anabdlico (via de Genevois y Lafon) como catabdlico (via
de Ehrlich) (Mangas et al., 1996), y junto a la via de sintesis de glicerol permiten mantener
el balance redox involucrando los cofactores NAD*/NADH. Algunos alcoholes superiores,
particularmente el alcohol isoamilico, contribuyen de manera desagradable al flavour a
concentraciones elevadas (Rous y Snow, 1983), superiores a los 300mg/L, pero por debajo
de esas concentraciones contribuyen positivamente al flavour de las bebidas (Lambrechts y
Pretorius, 2000). Por otra parte, el 2-fenietanol es responsable del aroma a pétalos de rosas y
miel y es considerado uno de los alcoholes superiores de contribucion mas importante al
flavour de las bebidas fermentadas. Una de las propiedades enoldgicas especificas de S.
uvarum es la produccion elevada de alcoholes superiores totales y, especificamente, de 2-
feniletanol (Coloretti et al., 2006; Demuyter et al., 2004; Gangl et al., 2009; Masneuf-
Pomaréede et al., 2010). Esta Tesis, representa uno de los escasos reportes sobre la misma
capacidad por parte de S. eubayanus junto con el trabajo de Magalhées et al., (2017a, 2017b)
quienes observan una alta produccion de este compuesto en fermentaciones en mostos de
vino y manzana por hibridos artificiales entre S. cerevisiae x S. eubayanus y por su parental

criotolerante. La habilidad de producir niveles elevados de 2-feniletanol, también ha sido
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relacionada a una mejor capacidad de utilizar el nitr6geno asimilable presente en mostos, una
caracteristica que podria estar relacionada a la especie de levadura (Mendes-Ferreira et al.,
2009; Torrea et al., 2003) y que ha sido profundizada en el segundo capitulo de este trabajo.

Ademas, en esta etapa, se evaluo la capacidad de las levaduras analizadas de producir
un conjunto de actividades enziméticas relacionadas con el mejoramiento del aroma o la
estabilizacion de las sidras, incluyendo pectinasa, proteasa y glicosidasa (Fleet, 2008; Gunata
et al., 1988; Hsu et al., 1989; Martin y Morata de Ambrosini, 2014; Paillar, 1990; Pando
Bedrifiana et al., 2012; Ugliano, 2009). Es sabido que S. cerevisiae no es una buena
productora de enzimas extracelulares, no obstante, s6lo unos pocos (relacionados a S.
uvarum) o ningun (relacionados a S. eubayanus) reporte bibliografico ha demostrado la
evaluacion de estas actividades en las especies criotolerantes aqui estudiadas. Nuestro ensayo
de screening enzimatico cualitativo evidencid las cuatro actividades probadas en estas
especies criotolerantes, con la Unica excepcion de la ausencia de actividad proteasa en S.
eubayanus. Por otro lado, es interesante resaltar la importancia de utilizar al menos dos tipos
de sustratos para el estudio de PGl (beta-glucosidasa) para minimizar el riesgo de obtener
resultados falso-negativos, causados por la selectividad sustrato especifico de la enzima, tal
como fue reportado por Hernandez et al., (2003). La actividad antagonista de una levadura
que sera utilizada como cultivo iniciador es, también, considerada como un atributo de
relevancia tecnologica (Rainieri y Pretorius, 2000). Cepas con esta caracteristica seran
capaces de inhibir el crecimiento de levaduras nativas de S. cerevisiae presentes durante las
fermentaciones naturales, mejorando su capacidad de implantacién en el mosto. En este
capitulo, se observé por primera vez actividad antagonista por parte de S. eubayanus, siendo
particularmente efectiva contra S. cerevisiae, constituyendo una caracteristica relevante
adicional a ser considerada en la produccion de sidra y también de algunas cepas de S.
uvarum.

El estudio de levaduras no convencionales en mosto no estéril es dificultoso ya que en
estas nuevas condiciones se establecen un sinnimero de relaciones entre las especies y cepas
de levaduras naturalmente presentes en el mosto y la cepa inoculada. También participan de
estas interacciones las bacterias lacticas presentes en la superficie de la fruta y por
consiguiente en el mosto obtenido. Si bien las sidras comerciales en su mayoria son

gasificadas artificialmente y contienen agregados de azucares muy elevados (més de 60 g/L)
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se decidid utilizar el método champenoise para obtener los productos gasificados a partir de
las fermentaciones de escala semipiloto. Este método que consiste en una segunda
fermentacion en botella permite obtener productos de mayor calidad. Asimismo, se decidio
utilizar concentraciones de azucares mas bajas (extra brut -12 g/L) para poder diferenciar
mejor las caracteristicas propias de las levaduras que se enmascaran cuando se utilizan
concentraciones de azucares mas elevadas.

La cepa de levadura comercial BO213 (S. cerevisiae) fue elegida para ser comparada
con la cepa de S. uvarum principalmente porque es el starter comercial més utilizado por los
productores regionales para el tipo de bebida. De hecho, a nivel mundial existe un Unico
starter comercial de la especie S. uvarum denominada Velluto y comercializada por la firma
Lallemand. En la Argentina no resulta sencillo adquirir cultivos iniciadores comerciales
desarrollados exclusivamente para sidras e incluso a nivel mundial son muy escasos (Gusmer
Enterprices, Inc®). Es por ello que actualmente los productores de la zona utilizan starters
comerciales de la especie S. cerevisiae desarrollados para vinos. La cepa comercial BO213
(ACTIFLOR-Laffort) es una cepa reportada como fructofilica, con alta resistencia al etanol
y adaptada a las bajas temperaturas, por lo que resulta de interés para la fermentacion de
mosto de manzana.

Las concentraciones de sulfito adicionado al mosto también fueron definidas
previamente, debido a que hasta el momento no se contaba con datos de la resistencia de las
cepas de S. uvarum a este compuesto antimicrobiano utilizado en la industria (variable que
se profundizara en el capitulo Il de esta tesis), y dado el hecho de que en la produccion de
chichas no se agrega este compuesto, decidimos suplementar los mostos comuna dosis baja
de metabisulfito de potasio (100 mg/L) que corresponde a la mitad de la concentracion que
se utiliza en las sidreras.

Otra variable que resulto interesante definir y comparar fue la temperatura. Debido a
su naturaleza criotolerante, las cepas de S. uvarum presentan una ventaja sustancial frente a
S. cerevisiae en procesos llevados a cabo a baja temperatura. No obstante, resulta importante
para un proceso que pretende desarrollarse a escala industrial, utilizar temperaturas que sean
factibles de reproducir en la sidrera. Por ello se evaluaron dos temperaturas diferentes en
afios consecutivos. En una primera instancia se realizaron las fermentaciones a 20 °C,

obteniéndose valores de implantacion de la cepa seleccionada S. uvarum NPCC 1314 de 63%,

93



Capitulo 1: Discusion: Parte |

luego de la primera fermentacion. A esta misma temperatura la implantacion de la cepa
comercial S. cerevisiae BO213 fue de 0%.

La temperatura de fermentacion de 20°C corresponde a una temperatura en la que S.
uvarum se desarrolla de manera 6ptima (Gonzalez et al., 2006; Origone et al., 2017), mientras
que S. cerevisiae prefiere temperaturas superiores (Alonso-del-Real et al., 2017; Gonzélez et
al., 2007). No obstante, en este estudio las levaduras aisladas de final de fermentacion
inoculada con la cepa S. uvarum NPCC1314 (27% del total) correspondieron a la especie S.
cerevisiae, lo que indicaria que quizas otras cepas de S. cerevisiae se encuentren mejor
adaptadas a fermentar mostos de manzana a baja temperatura que la cepa comercial S.
cerevisiae BO213. Existen otros reportes que demuestran que de que a temperaturas de
fermentacion bajas (entre 12°C y 20°C) coexisten ambas especies en vinos (Demuyter et al.,
2004; Naumov et al., 2000; Sipiczki et al., 2001) y sidras (Coton et al., 2006; Suarez Valles
et al., 2007). Alonso-del-real et al., (2017) también observaron que cuando diferentes
especies de Saccharomyces no-cerevisiae (S. eubayanus, S. uvarum y S. kudriavzevii)
compiten en fermentaciones con la cepa vinica de S. cerevisiae T73 a 12°C, sélo la especie
S. uvarum es capaz de dominar la fermentacién, lo cual concuerda con los buenos resultados
obtenidos de implantacion de S. uvarum en esta Tesis a 20 °C. Seguidamente se repitio el
mismo proceso modificando Unicamente la temperatura de fermentacion (13 °C), a fin de
evaluar si este cambio permitia obtener valores mayores de implantacion de la levadura S.
uvarum NPCC 1314. Como era de esperase, la implantacion por la cepa S. uvarum
NPCC1314 mejoré radicalmente, obteniéndose porcentajes de implantacion de 100%.
Nuevamente no se observd implantacion de la cepa S. cerevisiae BO213, de hecho, las
fermentaciones fueron conducidas por una cepa de la especie S. cerevisiae diferente de la
cepa S. cerevisiae BO213, claramente mejor adaptada a estas condiciones de fermentacion.

Otra posible causa de la baja implantacion de la cepa vinica comercial de S. cerevisiae
BO213 podria ser la composicion quimica del mosto. EI mosto de manzana tiene propiedades
muy distintas a la mayoria de los mostos de vino y se diferencian principalmente en las altas
concentraciones de fructosa. Como se menciono previamente, la proporcion glucosa/fructosa
es muy variable en las diferentes manzanas y quizas en mosto Granny Smith con
proporciones de 0,4 (70% fructosa), la cepa vinica S. cerevisiae BO213 no encuentre

condiciones de crecimiento favorables. Las concentraciones de acido malico también fueron

94



Capitulo 1: Discusion: Parte |

significativamente diferentes entre mostos de manzana y uva. En el caso particular del mosto
Granny Smith utilizado en esta Tesis el contenido de &cido malico correspondié a
aproximadamente 7 g/L, lo cual resulta el doble que lo observado en mosto de uvas (Origone,
2017). Todas estas caracteristicas de los mostos de manzana pudieron favorecer la
implantacion de cepas de S. cerevisiae diferentes a la inoculada, quizas mejor adaptadas a
fermentaciones en este tipo de mosto.

Los datos obtenidos a ambas temperaturas indican que la cepa comercial S. cerevisiae
BO213 no es apropiada para realizar fermentaciones en mosto de manzana al menos de esta
variedad y a las temperaturas evaluadas. El hecho de que varios productores utilicen esta
cepa en sus procesos puede relacionarse al uso de otras variedades de manzana y
temperaturas de fermentacién mas elevadas. No obstante, cabe mencionar que en ningun caso
los elaboradores de sidra regionales realizan estudios de implantacion en sus productos, por
lo que podria estar ocurriendo o mismo en sus procesos sin tener conocimiento de ello.

Por lo detallado previamente, todas las propiedades fisicoquimicas evaluadas en las
sidras inoculadas con la cepa comercial BO213 a escala semipiloto no se pueden atribuir a la
levadura, debido a que no hubo implantacion, simplemente se puede comparar el perfil de
las sidras fermentadas con la cepa NPCC1314 (S. uvarum) con sidras fermentadas con la
especie S. cerevisiae. En este sentido se observaron varias diferencias interesantes que se
podrian atribuir a los diferentes factores involucrados: las levaduras que dominaron la
fermentacion, las temperaturas de fermentacion y los microorganismos que coexistieron en
estas fermentaciones.

Con respecto a los acidos orgéanicos evaluados en este trabajo, se observé un marcado
perfil por especie y no un efecto de la temperatura. Las mayores diferencias se observaron
luego de la segunda fermentacion (en botella). Las sidras inoculadas con la cepa S. cerevisiae
BO213 evidenciaron un consumo completo del acido malico con una elevada produccion de
acido lactico, lo cual indicaria el desarrollo del proceso metabdlico conocido como
fermentacion malolactica (FML) llevada a cabo por bacterias del acido lactico (BAL).
Durante la FML, las BAL transforman el 4cido malico en &cido lactico mediante la enzima
malolactica (Lonvaud-Funel, 2001). Esta transformacion reduce considerablemente el pH de
la bebida, dado que el acido lactico presenta un Unico grupo funcional acido carboxilico,

mientras el acido malico presenta dos grupos funcionales correspondientes a acidos
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carboxilicos. Existen multiples reportes de la manifestacion de FML en sidras secas de
Espafia, Francia y Estados Unidos (Duefias et al., 1994; Suarez-Valles et al., 2005). La
mayoria de las FML espontaneas ocurren luego de terminada la fermentacion alcohdlica,
cuando las concentraciones de azucares son bajas y las de etanol altas, en un ambiente
anaerobico donde ya las levaduras dejan de ser competitivas (Sanchez et al., 2010). Este es
el caso de las sidras inoculadas en esta Tesis con la cepa S. cerevisiae BO213, ya que si se
comparan las concentraciones de los dos acidos organicos se evidencia que la FML ocurrio
durante la segunda fermentacion en botella. Aunque todas las sidras evaluadas siguieron el
mismo proceso (método champenoise); las sidras fermentadas con S. uvarum,
independientemente de la temperatura de fermentacion utilizada, no presentaron FML
(inhibicién de la FML) mientras que las fermentadas con S. cerevisiae (perfil ALy A3) si lo
hicieron.

Se han descripto varios mecanismos de interaccion especifica entre diferentes cepas de
S. cerevisiae y diferentes especies de BAL, que podrian ocurrir durante los procesos
fermentativos. Estos mecanismos fueron evaluados mayormente para procesos de
vinificacion y pueden llevar al desarrollo exitoso de ambos microorganismos o a la supresion
de uno de ellos (se detallan varios ejemplos en la revision llevada a cabo por Costantini et
al., 2017). Sin embargo, hasta el momento no existen reportes de interacciones entre S.
uvarum y BAL, ni tampoco en procesos de elaboracion de sidras por lo que los resultados
expuestos constituyen un interesante punto de partida para el desarrollo de nuevas
investigaciones sobre este tipo de interacciones.

La inhibicion de la FML en las sidras fermentadas con S. uvarum NPCC1314 pudo
deberse a diferentes factores:

(i) las bajas concentraciones de etanol que se dieron en la segunda fermentacion en
botella en las sidras fermentadas con S. uvarum. EXxisten reportes que analizan el
enlentecimiento o directamente la parada de la FML debidas a las bajas concentraciones de
etanol en las bebidas, ambiente no propicio para el desarrollo de las BAL (Berbegal et al.,
2017; Costantini et al., 2017).

(ii) la produccion de algunos metabolitos secundarios que podrian inhibir el desarrollo
de las BAL. Existen reportes en cepas de S. cerevisiae criotolerantes productoras de altas

concentraciones de algunos acidos organicos (compuestos no medidos en este trabajo) como
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acido succinico, acido decanoico y acido octanoico. Todos estos compuestos son precursores
para la sintesis de los ésteres succinato de dietilo, decanoato de etilo y octanoato de etilo
(Caridi y Corte, 1997). Estos ésteres si fueron cuantificados en estas sidras y se evidencid
una mayor concentracion de los mismos en las sidras fermentadas con S. uvarum, por lo que
podria correlacionarse estos resultados con potencialmente elevadas concentraciones de los
acidos organicos precursores en estas sidras.

(iii) el 2-feniletanol, alcohol superior detectado en elevadas concentraciones en las
sidras elaboradas con S. uvarum, también ha sido relacionado directamente con la inhibicion
de algunas BAL (Caridi y Corte, 1997).

(iv) la mayor acidez, como la observada en las sidras fermentadas con S. uvarum (pH
de 3.5 vs 4 en las fermentadas con S. cerevisiae), es otro factor que se ha relacionado con la
inhibicidn del crecimiento de algunas bacterias lacticas (Henick-Kling et al., 1986), no
obstante en el caso de las sidras elaboradas en esta Tesis puede ser mas una causa justamente
de la inhibicion de la FML que una caracteristica propia de la sidra base.

(v) finalmente, la elevada concentracion de SOz en el mosto o sidra base representa una
de las principales causas de inhibicion del desarrollo de BAL (Antonelli et al., 1999).

El SO presente en el mosto o el caldo base proviene mayoritariamente, como se
menciono en la introduccion general, del agregado de metabisulfito de Sodio o Potasio al
mosto a fin de eliminar gran parte de los microorganismos naturalmente presentes (accion
antimicrobiana) y como antioxidante. Una porcién de SO2 puede también ser producida por
las mismas levaduras durante la fermentacion. EI SO libre detectado en las sidras
fermentadas con S. uvarum fue siempre mayor que en las sidras fermentadas con S.
cerevisiae, lo cual podria explicar en parte el crecimiento de las BAL en estas sidras. No
obstante, solamente en las fermentaciones a 20 °C estas diferencias fueron significativas. Si
bien no existen reportes en S. uvarum que indiquen una produccién superior de SO, en
relacién a S. cerevisiae, si se ha observado esta caracteristica en S. pastorianus y S. bayanus
(Yoshida et al., 2008). El bajo pH puede haber potenciado la actividad antimicrobiana de este
compuesto inhibiendo el desarrollo de las BAL (Divol et al., 2012); no obstante, debido a
que en esta Tesis no se realizaron recuentos de BAL todos estos argumentos son solamente

hipétesis que deberan ser contrastadas con futuros estudios.
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Otras diferencias interesantes que se observaron en las fermentaciones a escala
semipiloto estuvieron relacionadas con la composicion fisicoquimica de las sidras en relacion
al efecto de la temperatura de fermentacion. Existen multiples reportes que sostienen que las
bajas temperaturas favorecen la produccion y retencién de compuestos volatiles que
contribuyen al flavour de las bebidas, principalmente en vino (Beltran et al., 2007, 2006;
Torija et al., 2003) y es por ello que se considerd particularmente interesante contrastar el
perfil aromatico de las sidras fermentadas a las dos temperaturas. En las fermentaciones
realizadas a 20°C se observaron muchos compuestos en mayor concentracion (en algunos
casos 100 veces mas), e inclusive algunos compuestos directamente no fueron detectados a
13°C. Entre estos ultimos se pueden mencionar ésteres como el acetato de bencilo, acetato
de isobutilo, lactato de etilo, decanoato de etilo y la mayoria de los terpenos.

Por otro lado, en las fermentaciones realizadas a 13 °C se observo un gran aumento en
la produccion de 2-feniletanol (hasta 100 veces mayor que a 20°C), acetaldehido (el doble),
metanol y hexanoato de etilo, siendo este Ultimo el Gnico éster que aumentd en relacion a las
fermentaciones realizadas a 20°C en concordancia con los observado en otros trabajos
(Gamero et al., 2013; Torija et al., 2003).

El 2-feniletanol fue siempre mayor (5 veces més) en las fermentaciones realizadas con
S. uvarum, independientemente de la temperatura, aunque a 13°C se observaron
concentraciones 100 veces mas elevadas que a 20 °C. Contrariamente, el éster derivado del
2-feniletanol, acetato de 2-feniletilo se encontr6 en concentraciones significativamente mas
elevadas a 20°C. Esta relacién entre el alcohol superior y su respectivo éster en las sidras
fermentadas a las dos temperaturas evidencia una mayor actividad acetil-transferasa (AAT)
a temperaturas mas elevadas. Un efecto similar se observé para la mayoria de los alcoholes
superiores y sus esteres evaluados en las sidras realizadas en esta Tesis, independientemente
de la cepa de levadura utilizada. Estos resultados concuerdan con lo observado en el trabajo
de Gamero et al., (2013) en fermentaciones realizadas a 12°C y 28°C con diferentes especies
de genero Saccharomyces (con excepcion de S. uvarum quien mantuvo un perfil similar de
ésteres a ambas temperaturas) Sin embargo se encuentran reportes donde se indica lo
contrario, 6sea que reportan un aumento de la concentracién de la mayoria de los esteres de
acetato en fermentaciones realizadas a bajas temperaturas, aunque en general estos trabajo

utilizan unicamente cepas de S. cerevisiae (Lambrechts y Pretorius, 2000; Llaurado et al.,
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2005; Novo et al., 2003; Torija et al., 2003). Hasta el momento se desconoce el mecanismo
por el cual la temperatura afecta la actividad de las enzimas acetil-transferasas en particular
y menos aun en condiciones de fermentacion de mosto de manzana.

Al analizar los ensayos realizados con mosto estéril se profundizd sobre la elevada
produccion de glicerol producida por S. uvarum, principal causa por la que se selecciond la
cepa NPCC1314. En las fermentaciones a escala semipiloto se observé este mismo efecto en
las sidras fermentadas con S. uvarum, con respecto a las fermentaciones realizadas con S.
cerevisiae, independientemente de la temperatura de fermentacién evaluada, lo que sugiere
que la mayor produccion de glicerol es una caracteristica metabolica propia de la especie de
levadura. Sin embargo, el hecho de fermentar a 13°C permitié obtener concentraciones
significativamente mayores de este compuesto al comparar las sidras elaboradas por la misma
cepa de S. uvarum, evidenciandose asi también el rol de este compuesto en la adaptacion a
las bajas temperaturas (Izawa et al., 2004). Ademas, el hecho de haber obtenido un porcentaje
de implantacion de S. uvarum superior a 13°C, pudo haber influido en la mayor produccion
de glicerol, siendo la fermentacion conducida en un 100% por la cepa seleccionada por su
mayor produccion de glicerol.

Finalmente, el disefio de cualquier producto alimenticio es importante considerar lo
que agrada, lo que desagrada y las preferencias de los grupos de consumidores a quienes se
destinan. Las pruebas de preferencia o aceptacion de diferentes productos alimentarios son
realizadas generalmente por consumidores ya que tienden a percibir el producto de un modo
mas general e integrado y ademas, no estdn familiarizados con los diferentes términos
utilizados durante la evaluacion sensorial (Lawless y Claassen, 1993). Para realizar estudios
de preferencia, Moskowitz (1994) ha recomendado equipos entre 30 y 50 consumidores para
obtener resultados solidos y de calidad. Los analisis de preferencia realizados en esta etapa
de la tesis fueron de 30 comensales de diferentes edades (20 a 60 afios) y de ambos sexos.
Todos ellos detectaron diferencias organolépticas entre los productos analizados para las dos
comparaciones realizadas a 20°C y a 13°C, evidenciando el gran impacto sensorial causado
por el efecto de las levaduras involucradas en los procesos de fermentacion.

En la evaluacion sensorial de las sidras fermentadas a 20°C el publico prefirio el
producto obtenido con S. uvarum. El panel de expertos, por otra parte, describio a esta bebida

con un alto aroma floral, frutal y mayor cuerpo en relacion a la sidra fermentada con S.
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cerevisiae. Todos estos descriptores estdn intimamente relacionados a los principales
compuestos evaluados en esta bebida en donde se observd mayor produccion de compuestos
como el 2-feniletanol (relacionado con aromas a rosa, lila, floral), acetato de 2-feniletilo
(flores, rosa, frutal), alcohol isobutilico (cuerpo, en concentraciones menores a 100 mg/L)
(Swiegers y Pretorius, 2005). Otra caracteristica en la que se destaco la sidra fermentada con
S. uvarum a 20°C fue su acidez equilibrada y levemente mayor a la detectada en las sidras
fermentadas con S. cerevisiae. Este fendmeno podria relacionarse con la FML que se llevo a
cabo de manera espontanea Unicamente en las sidras fermentadas con S. cerevisiae Varios
trabajos han demostrado que cuando ocurre FML se reduce la acidez y astringencia (Picinelli
et al., 2000), caracteristica que es generalmente buscada en algunos vinos (Maicas et al.,
2000; Martineau y Henick-Kling, 1995; Pimentel et al., 1994; Salou et al., 1994) y también
en algunas sidras (Scott y O’Reilly, 1996). Sin embargo, Duefias et al., (1994) sostienen que
la disminucién del acido malico, causada por una FML, no es deseada a nivel sensorial en
las sidras, debido a que el &cido malico es el principal &cido de la manzana y le aporta
tipicidad al producto. En este caso, la acidez percibida por el panel de expertos en las sidras
fermentadas con S. uvarum fue rescatada como un aporte positivo. Las sidras fermentadas
con S. cerevisiae a 20°C, presentaron ademas de una mayor concentracion de acido lactico,
una elevada cantidad del éster lactato de etilo. Ese compuesto, cuando se encuentra presente
en bajas concentraciones en las bebidas fermentadas se asocia con aromas frutales aportando
a la complejidad aromatica a la bebida; sin embargo, a concentraciones elevadas aporta
aromas desagradables como a leche agria (Swiegers y Pretorius, 2005). Las concentraciones
observadas en esta Tesis estuvieron por debajo de este umbral (250 g/L) y el panel sensorial
no percibid ningun defecto en estas sidras.

Todo lo contrario, sucedié en las fermentaciones realizadas a 13°C, si bien a nivel
fisicoquimico el perfil de las sidras fermentadas con S. uvarum fue mucho mas complejo que
las fermentadas con S. cerevisiae a la misma temperatura, presentando valores equilibrados
(dentro del rango de percepcion positivo a nivel organoléptico) de la mayoria de los
compuestos medidos, no fue aceptada por el publico general y el panel de expertos detecto
defectos a nivel gustativo y aromaticos principalmente. Estos resultados podrian deberse a
varias razones: (i) las altas concentraciones de 2-feniletanol (5 veces mayor que a 20°C)

evaluadas en estas sidras, si bien este compuesto incrementa la percepcion de notas florales
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(Styger et al., 2011) y estuvo dentro de los rangos de percepcion agradables, existen otros
trabajos realizados en vinos con la especie S. eubayanus donde se observé la mayor
produccidn de este compuesto y las bebidas tampoco fueron elegidas por el pablico (Origone,
2017). (ii) Las elevadas concentraciones de acetaldehido (el doble) que si bien, en bajas
concentraciones se asocia con aromas a manzana verde, pero a concentraciones elevadas
produce un aroma punzante e irritante a jerez o que recuerda al pasto verde (Liu y Pilone,
2000).

Los resultados obtenidos en esta etapa se evidenciaron la factibilidad del uso de las
levaduras regionales criotolerantes de la especie S. uvarum como herramienta para la
diferenciacion de las sidras regionales con perfiles organolépticos interesantes. El hecho de
haber mejorado la implantacién al fermentar a 13°C refuerza la idea de que esta especie se
encuentra mejor adaptada que S. cerevisiae a temperaturas bajas; no obstante, los resultados
del analisis sensorial sugieren que el perfil organoléptico de la cepa seleccionada de S.
uvarum NPCC1314, cuando se implanta completamente, no resulta del agrado del
consumidor, mientras que si resulta preferido cuando la implantacion es menor. Esto plantea
la idea de buscar cepas alternativas de S. uvarum que produzcan sidras con un perfil
organoléptico mejorado a baja temperatura. En esta etapa también se evidencio la diferencia
fisiolGgica existente entre cepas de S. uvarum aisladas de ambientes naturales y cepas de la
misma especie aisladas de ambientes fermentativos como son las chichas de manzana,
destacandose las caracteristicas fermentativas de las cepas de chichas que permitieron
seleccionar a la cepa NPCC1314 para la elaboracién de sidras a escala semipiloto. Surge
entonces también la necesidad de buscar nuevas cepas de S. uvarum a partir de sustratos mas
industrializados como son las sidras, producto importante en la region Norpatagénica. Estas
nuevas cepas podrian presentar caracteristicas aun mejores que las presentadas por las cepas

de chichas y seran objeto de estudio de la siguiente parte de esta Capitulo.
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RESULTADOS PARTE Il

1. Biodiversidad y propiedades cinéticas y fisicoquimicas en Sidras de la Patagonia
Las fermentaciones se llevaron a cabo en dos mostos de manzana no estériles variedad
Granny Smith (GS) y Red Delicious (RD), ambas cosechadas en el afio 2014. Los mostos
presentaron propiedades fisico-quimicas diferenciales que se detallan en la Tabla 1.1
(Materiales). Las fermentaciones se realizaron en frascos de 1L conteniendo 800 mL de
mosto a 13°C y a 25°C y por duplicado. A partir de estas fermentaciones se realizaron los

siguientes analisis.

1.1. Cinética de fermentacion

Los parametros cinéticos de una fermentacion son de interés enolégico debido a que nos
brindan informacién importante acerca de como ocurrié el proceso: la duracion de la
fermentacion, la velocidad de la misma y si hubo o no una parada de fermentacion. A su vez, la
evolucion de una fermentacidn esta intimamente relacionada con la biota de levaduras presente
en el jugo de manzana y con la temperatura a la que se desarrolla el proceso. Por este motivo,
se evalu6 el comportamiento cinético por medicién diaria de los °Brix de todas las
fermentaciones realizadas. Las mismas se dieron por finalizadas cuando no se observé cambio
en la concentracion de azucares residuales siendo en todos los casos menores a 1,5 g/L.

Se utilizaron dos modelos matematicos diferentes para ajustar los datos observados
durante la fermentacion, el modelo de decaimiento Sigmoideo (Lambert y Pearson, 2000) y el
modelo de decaimiento exponencial (Arroyo-Lopez et al., 2009). Los datos observados en las
fermentaciones llevadas a cabo a 13°C se ajustaron al modelo de decaimiento sigmoideo
mientras que los datos observados en las fermentaciones realizadas a 25°C se ajustaron al
modelo de decaimiento exponencial. En todos los casos el ajuste fue adecuado ya que siempre
la proporcion de la variancia respecto de los datos experimentales explicada por el modelo (R?)
resultd ser mayor a 0,99. Estos resultados evidencian que el modelo al cual se ajustaron los datos
experimentales observados en las fermentaciones estuvo asociado a la temperatura de

fermentacidn y no de la variedad de manzana utilizada (Tabla 1.12).
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Tabla 1.12. Parametros cinéticos en fermentaciones con mosto de manzana

Temperatura
13°C * 250C **
Parametros Parametros
Red Delicious Gsrri?t?]y Red Delicious GSrrimy
A (°Brix) 4,95+0,48 5,12+0,32 D (°Brix) 4,51+0,68 4,69+0,94
C 8,84+2,05 8,92+1,34 S 9,54+2,12 9,34+1,23
K (°Brix.h'1) 0,0112+0,0002° 0,0045+0,0003? K (°Brix.h?) 0,01+0,0001° 0,009+0,00012
M (h) 244 58+17,542 477,67+12,87° - -
R2 0,995 0,998 0,987 0,994

Los superindices en la misma fila indican diferencias significativas (ANOVA vy test de Tuckey n=2) evaluados por temperatura,
en aquellos valores donde no se coloco superindice indica que no hay diferencias significativas.

*Funcién de decaimiento sigmoideo o Gompertz modificado, usado previamente por Lambert y Pearson (2000)

** Funcion de decaimiento exponencial, usados previamente por Arroyo-Lopez et al., (2009)

Las fermentaciones llevadas a cabo a 13°C presentaron una cinética diferencial, llegando
asequedad a los 22 y 30 dias en los mostos RD y GS respectivamente. Por otra parte, se observo
que la fermentacion realizada en mosto Red Delicious evidenci6 la mayor tasa de consumo de
azlcares (parametro K) y el menor tiempo requerido para consumir el 50% de los mismos
(pardmetro M) (Tabla 1.1). En contraste, las fermentaciones llevadas a cabo a 25°C presentaron
una cinética muy similar independientemente del mosto, finalizando la fermentacién a los 22
dias en ambos casos. No obstante, se observaron diferencias significativas en la tasa de consumo
de azucares (K), siendo mas elevada en las fermentaciones realizadas en Red Delicious que en
el mosto Granny Smith (Tabla 1.12).

En la Figura 1.14 se representan en lineas continuas las curvas estimadas por el modelo y
con puntos los datos experimentales observados, ademas las lineas punteadas representan el
tiempo en el que se dio por finalizada la fermentacién. En la misma puede observarse con
claridad la diferencia en la forma de los dos tipos de curvas (sigmoidea y exponencial) y la

marcada diferencia entre las cinéticas de las fermentaciones llevadas a cabo a 13°C en GS y RD.
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“Brix
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Figura 1.14. Cinética de Fermentacion en mosto Red Delicious (RD) y Granny Smith (GS)
a dos temperaturas de fermentacion (13°C y 25°C). En lineas continuas se representan los
datos predichos por el modelo (PRED) y los puntos representan las mediciones de °Brix

(OBS).

1.2. Propiedades fisicoquimicas de las sidras base

El andlisis de las propiedades fisicoquimicas de las sidras obtenidas reveld, tal como
se menciond previamente, que todos los productos finales alcanzaron la sequedad
evidenciando concentraciones de azlcares residuales (glucosa + fructosa) menores a 1,5 g/L.
Ademas, se observd un consumo preferente de glucosa que de fructosa, observandose
aproximadamente el doble de fructosa como azUcar residual en todas las sidras base (Tabla
1.13).

En cuanto a la concentracion de azucares residuales y a la de glicerol no se observaron
diferencias significativas, independientemente del tipo de mosto de manzana y la temperatura
de fermentacion, detectandose valores medios de 0,43 + 0,12 g/L, 1,06 £ 0,29 ¢g/L y
3,77 £ 0,75 g/L de glucosa, fructosa y glicerol respectivamente (Tabla 1.13).

Respecto a las concentraciones de etanol, los mayores valores se observaron en las
sidras base producidas en mosto Granny Smith a 25°C y los menores valores en el mismo
tipo mosto solo que fermentado a 13°C. Este resultado evidencia la influencia de la

temperatura de fermentacion sobre la variedad de mosto en relacion a la produccion de etanol,
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este efecto no fue observado en el mosto Red Delicious en el cual se las concentraciones de
etanol fueron similares a 13°C como a 25°C.

Por ultimo, e independientemente del tipo de mosto, las fermentaciones realizadas a
13°C evidenciaron los menores valores de acidez volatil, parametro enoldgico que es un
reflejo de la concentracién de &cido acético. Los valores de pH, que estdn directamente
relacionados a los valores de acidez volatil se condicen con los resultados descriptos
previamente, siendo significativamente mayores en las fermentaciones realizadas a 25°C que
a 13°C (Tabla 1.13).

Tabla 1.13. Propiedades fisicoquimicas de fermentaciones en mosto de manzana

. Fermentaciones a 13°C Fermentaciones a 25°C
Propiedades
fisicoquimicas R.)e.d Graf‘”y R.’e.d Grarmy

Delicious Smith Delicious Smith

Glucosa (g/L) 0,43+0,14 0,42+0,17 0,48+0,02 0,39+0,09
Fructosa (g/L) 1,09+0,09 1,24+0,27 0,91+0,26 1,02+0,37
Glicerol (g/L) 4,04+0,35 3,35+0,36 4,12+0,021 3,59+0,75
Etanol (%v/v) 6,72+0,11% 5,49+0,29? 6,57+0,37% 7,41+0,38°¢
pH 3,3+0,12 3,3+0,02 3,5+0,1° 3,4+0,0%
Acidez Volatil (g/L) 0,19+0,012 0,21+0,042 1,1+0,29°¢ 0,41+0,02°

Los superindices en la misma fila indican diferencias significativas (ANOVA y test de Tuckey n=2) evaluados por
temperatura, en aquellos valores donde no se coloc superindice indica que no hay diferencias significativas.

1.3. Aislamiento de levaduras autoctonas en Sidras

Se aislaron entre 20 y 40 colonias representativas en los tiempos iniciales, medio y
finales, para las fermentaciones llevadas a cabo en mosto Granny Smith (GS) y Red Delicious
(RD) a 13°C y 25°C.

1.3.1. Diversidad de especies aisladas en Sidras

Entre 20-40 colonias fueron aisladas de las sidras (en los diferentes mostos,
temperaturas y estadios de fermentacion) para realizar la identificacion a nivel de especie por
secuenciacion del dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S, las secuencias obtenidas fueron
analizadas en el Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool-BLASTn, NCBI).
A nivel de especie se identificaron solo aquellas secuencias que presentaron un porcentaje de

identidad mayor o igual al 99% con una Unica especie en la base de NCBI, mientras que a
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nivel de género las secuencias que presentaron un porcentaje de identidad menor o igual al
98% con la cepa tipo mas cercana disponible en la base de datos. No obstante, algunos
aislamientos pertenecientes a la divisién Basidiomicetos no pudieron ser identificados a nivel
de especie debido al bajo polimorfismo del dominio D1/D2- ADNr 26S, tal como se observo
para Vishiniacozyma que presentd un porcentaje de identidad del 99% con dos especies
diferentes: V. victoriae y V. tepherensis (Tabla 1.14). Situacién similar se observé entre las
especies hermanas S. uvarum y S. eubayanus, presentaron un porcentaje de identidad del
100%. Con el objetivo de diferenciar estas dos especies criotolerantes se realizd
amplificacion y posterior digestion con enzimas de restriccion (PCR-RFLP) de seis genes
nucleares BRES5, CAT8, CYC3, GAL4, MET6, EGT2.

La diversidad de especies encontradas para los estadios iniciales medios y finales de
cada fermentacion se detallan en la Tabla 1.14. Ademas, en esta se incluyé el indice de
Biodiversidad H* de Shannon y Weaver, (1964), calculado para cada mosto en los diferentes
estadios y temperatura de fermentacion, con el objetivo de evaluar si hubo una pérdida de la
biodiversidad al avanzar la fermentacion y si las temperaturas de fermentacion influyeron en
esta. La mayor biodiversidad fue detectada en los estadios iniciales de fermentacion,
independientemente del mosto, siendo mayor en mosto GS que en RD (1,41 vs 1,16) (Tabla
1.14). Este estadio estuvo representado solo por especies no-sacaromicéticas, encontrandose
a Hanseniaspora guilliermondii y Pichia kluyveri (78%) como especies mayoritarias en el
mosto RD y a Vishniacozyma sp. y Yamadazyma mexicana (69%) en el mosto GS (Tabla
1.14). Excepto Pichia kudriavzevii, que fue detectada en el estadio inicial y final de las
fermentaciones en mosto RD a 25°C, ninguna de las especies no-sacaromicéticas del estadio
inicial fue detectada en estadios avanzados de la fermentacion (Tabla 1.14).

En los estadios medios y finales la biodiversidad decreci6 independientemente del tipo
de mosto y de la temperatura de fermentacion. La mayor reduccion de los indices de
biodiversidad se observo en las fermentaciones llevadas a cabo a 25°C, especificamente en
los estadios medios, identificandose solo dos especies a 25°C (versus seis especies diferentes
en las fermentaciones a 13°C) (Tabla 1.14). Estos estadios (medios y finales) estuvieron
gobernados principalmente por levaduras fermentativas del género Saccharomyces, en
mostos GS fermentados a ambas temperaturas, asi como en mostos RD fermentados a 25°C

se observo predominancia de la especie S. cerevisiae. No obstante, en los mostos RD
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fermentados a 13°C se identificd a la especie S. uvarum como predominante con un
porcentaje de 61% de implantacion (Tabla 1.14). Resulta interesante mencionar que la
especie S. cerevisiae tambien fue aislada en este mosto, sin embargo, la misma se encontro

en muy baja proporcion.

1.3.2. Caracterizacion intraespecifica de S. uvarum

Debido a que este trabajo esta focalizado en la especie S. uvarum, fue de nuestro interés
ahondar nuestros estudios en los aislados de las fermentaciones llevadas a cabo en mosto Red
Delicious a 13°C dado que fue en la Unica condicién en la que pudimos detectar a esta
especie. En primer lugar, realizamos la caracterizacion molecular a nivel de cepa con el
objeto de caracterizar la diversidad intraespecifica. Posteriormente, y con el objetivo de
interpretar la historia evolutiva y la dindmica poblacional de esta especie, realizamos estudios
filogenéticos y filogeograficos comparativos entre estas cepas y otras de diferentes origenes
de la Patagonia, asi como también de Europa (Capitulo II).

Los 55 aislados identificados como S. uvarum por analisis de secuenciacion fueron
subsecuentemente caracterizados a nivel de cepa por dos métodos- andlisis de restriccion del
ADN mitocondrial (RFLP-ADNmt) (Querol et al. 1992) y andlisis del genoma nuclear (PCR-
RAPD) utilizando los cebadores P24 y P28. En cuanto al anélisis de ADNmt se detectaron
tres diferentes perfiles de restriccion mitocondriales- A, B y C. La mayoria de los aislados
mostraron el perfil A (96,4%) mientras que el resto de los perfiles estuvo representado por
solo un aislado (Tabla 1.15).

Respecto al analisis de PCR-RAPD para los dos cebadores se evidenciaron tres
diferentes perfiles para el cebador P24 (enumerados de 1 a 3) y solamente un perfil para el
cebador P28, mostrando éste un bajo nivel resolutivo para este caso. Es interesante destacar
que para las cepas que mostraron el mismo perfil mitocondrial A, se observaron dos
diferentes perfiles para el primer P24. Combinado los perfiles ADNmt y los obtenidos por
PCR-RAPD pudimos identificar cuatro diferentes cepas de S. uvarum, la cepa perteneciente
al perfil A-1-1 fue la mas predominante, identificandose en un 81,82% del muestreo, seguida

de la cepa con el perfil A-2-1 con un 14,55% del muestreo. Ambas cepas fueron las Unicas
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Tabla 1.14: Especies de levaduras detectadas en fermentaciones realizadas con mosto Granny Smith y Red Delicious a 13°C y 25°C

Estadio de fermentacion y temperatura % ldentidad?
Mosto de Especi 13°C 25°C Cepa tipo®
manzana pecies Inicio epa tipo
Medio Final Medio Final
Red Delicious Candida boidinii - 1 (2,5%) - - - (100%0) Candida boidinii CBS24287
Candida californica - 2 (5%) 7 (17%) - - (100%) Candida californica CBS989 T
Hanseniaspora guilliermondii 9 (50%) - - - - (100%) Hanseniaspora guilliermondii CBS465 T
Pichia kluyveri 5 (28%) - - - - (100%) Pichia kluyveri CBS188T
Pichia kudriavzevii 3 (17%) - - - 1 (2%) (100%0) Pichia kudriavzevii CBS5147 T
Pichia occidentalis - - - - 1 (2%) (100%) Pichia occidentalis NRRL Y 5527
Rhodotorula sp.¢ 1 (5%) - - - - (97%) Rhodotorula mucilaginosa CBS316 T
Saccharomyces cerevisiae - 2 (5%) 4(10%) 33 (75%) 44 (96%) (99%) Saccharomyces cerevisiae CBS11717
Saccharomyces sp-9¢ - 30 (75%) 25 (61%) - - (100%) S. uvarum CBS3777, S. eubayanus CBS12357 7
Torulaspora delbrueckii - 4(10%) 4(10%) 11 (25%) - (99%) Torulaspora delbrueckii CBS1146 T
Torulaspora sp.© 1 (2,5%) 1 (2%) - - (94%) Torulaspora delbrueckii CBS1146 T
Total aislados 18 (100%) 40 (100%) 41 (100%) 44 (100%) 46 (100%)
indice de biodiversidad H’ 1,16 0,87 1,09 0,56 0,21
. . - Filobasidium magnum CBS1407, F. floriforme CBS6242 T, F.
Granny Smith  Filobasidium sp © 1 (5%) - - - - (98%) elgans CBS?640%
Hanseniaspora osmophila 2 (9%) - - - - (99%) Hanseniaspora osmophila CBS313 T
Papiliotrema flavescens - 9 (23%) - - - (99%) Papiliotrema flavescens CBS942 T
Pichia kluyveri 4 (19%) - - - - (100%) Pichia kluyveri CBS188 T
Pichia kudriavzevii - 1(2,5%) - - - (100%) Pichia kudriavzevii CBS5147 T
Pichia membranifaciens - - - 7(16%) 18 (43%) (99%) Pichia membranifaciens CBS107 T
Saccharomyces cerevisiae - 26 (67%) 40 (100%) 38(84%) 24 (57%) (99%) Saccharomyces cerevisiae CBS1171 7
Saccharomycodes sp.¢® - 2 (5%) - - - (97%) Saccharomycodes ludwigii CBS821T
Vishniacozyma sp.® 8 (38%) - - - - (99%) Vishniacozyma victoriae CBS8685T, V. tephrensis CBS8935 T
Yamadazyma mexicana 6 (29%) - - - - (99%) Yamadazyma mexicana CBS7066 7
Zygotorulaspora sp.© - 1 (2,5%) - - - (95%) Zygotorulaspora Florentina CBS746 T
Total aislados 21 (100%) 39 (100%) 40 (100%) 46 (100%) 42 (100%)
Indice de biodiversidad H’ 1,41 0,95 0 0,43 0,68

a- Porcentaje de identidad obtenida entre la secuencia de nucleotidica de los aislamientos de sidras y de la cepa tipo mas cercana disponible en la base de datos del NCBI

b- Especies tipo mas cercanas disponibles en la base de datos del NCBI

c- Aislados que presentaron un porcentaje de identidad menor del 98% con la cepa tipo mas cercana indicada en la Tabla

d- La identidad de los aislados nombrados como Saccharomyces sp fueron posteriormente identificados como S. uvarum por PCR-RFLP y secuenciacion de 6 genes nucleares
e- Secuencia del dominio D1/D2 regién 26S rDNA que mostraron el mismo porcentaje de identidad con mas de una especie tipo disponible en la base de datos del NCBI

H’: indice de biodiversidad de Shannon y Weaver (1964)
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capaces de finalizar la fermentacion, pudiéndose aislar en el estadio medio y final de
fermentacion (Tabla 1.15). Una cepa representativa de cada perfil fue ingresada al banco
genético de levaduras North Patagonian Culture Collections (NPCC) para posteriores
estudios (Tabla 1.15).

Tabla 1.15. Caracterizacion a nivel de cepa de Saccharomyces uvarum.

Aislados de N° Cepa mtDNA- RAPD-PCR % del

S. uvarum Representativa NPCC RFLP P24 P28  muestreo Estadio
M1-M23, F1-F22 45 M1 1417 A 1 1 81,82 My F
M24-M28, F23-F25 8 M25 1418 A 2 1 14,55 My F
M29 1 M29 1419 B 1 1 1,8 M
M30 1 M30 1420 C 3 1 1,8 M
Total de aislados 55 Total de cepas 4

M (estadio medio); F (estadio final)

Debido a que utilizando la técnica PCR-RAPD pudimos diferenciar una nueva cepa
con el mismo perfil mitocondrial (S. uvarum: NPCC1417 y NPCC1418) decidimos aplicar
la técnica a todas las cepas caracterizadas unicamente por el perfil mitocondrial utilizadas
previamente en la etapa 1 de este trabajo, incluyendo en el andlisis las cepas de S. uvarum
aisladas de ambientes naturales y de Chicha. Un total de 21 aislados de ambientes naturales
y 47 de Chicha de manzana fueron evaluados. Efectivamente, la combinacion de los perfiles
obtenidos con los cebadores p24 y p28 nos permitié diferenciar cepas que presentaron el
mismo perfil mitocondrial como el caso de las cepas NPCC 1289, 1427 y 1428 (perfil U1,
aisladas de A. araucana) (Rodriguez et al., 2014) que exhibieron tres perfiles de PCR-RAPD
combinados diferentes (Tabla 1.16). De esta forma, se re-identificaron tres nuevas cepas que
previamente habian sido consideradas como una sola. Resultados similares se obtuvieron
para las cepas de los perfiles mitocondriales U4 (Rodriguez et al., 2014) y Il (Rodriguez et
al., 2017) (Tabla 1.16). En resumen, un total de 31 perfiles diferentes fueron finalmente

detectados en los aislados de Sidra, Chicha y A. araucana (Tabla 1.16).

1.4. Microfermentaciones (35mL) de nuevas cepas de S. uvarum
Con las 12 cepas nuevas caracterizadas previamente a nivel molecular, se realizaron
microfermentaciones en 35 mL de mosto Granny Smith esteril cosecha 2016 (ver

propiedades en Tabla 1) a 25°C. Estas microfermentaciones se realizaron con el objetivo de
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Tabla 1.16: Origen y caracterizacion molecular intraespecifica de diferentes aislados de S. uvarum,
utilizando dos técnicas RFLP-ADNmt y PCR-RAPD para los cebadores p24 y p28

Area de Fuente \ mtDNA- _RAPD-PCR Cepa
muestreo RFLP  poa  p2s representativa
A Cipolletti, Sidra 45 A 1 1 NPCC 1417
" Argentina 8 A 2 1 NPCC 1419
1 B 1 1 NPCC 1418
1 C 3 1 NPCC 1420
B Huechulafquen, A araucana 1 Ul 3 3 NPCC 1427
" Argentina ’ 1 Ul 1 3 NPCC 1289
1 Ul 1 1 NPCC1428
3 u2 3 2 NPCC1293
2 U6 3 2 NPCC1414
3 u7 3 2 NPCC1413
c Tromen, A araucana 3 U3 3 2 NPCC1298
" Argentina ' 1 u4 1 1 NPCC1416
1 U4 1 4 NPCC1415
2 U4 3 3 NPCC1290
3 us 1 2 NPCC1288
D Villarrica, Chicha 16 U-I 3 1 NPCC1309
" Chile 4 U-li 3 1 NPCC1412
1 U-lI 3 3 NPCC1311
1 U-lll 3 1 NPCC1323
2 u-1v 3 3 NPCC1324
1 u-v 3 1 NPCC1328
1 U-VI 3 1 NPCC1329
1 uU-vil 3 3 NPCC1330
E Pucén, Chicha 4 U-I 3 1 NPCC1309
" Chile 1 U-VIII 3 1 NPCC1314
1 U-1X 3 1 NPCC1317
E Tirda, Chicha 1 U-1 3 1 NPCC1309
" Chile 3 U-X 3 1 NPCC1315
2 U-XI 3 3 NPCC1316
3 U-X111 3 1 NPCC1319
1 U-X1v 3 3 NPCC1320
1 U-XV 3 3 NPCC1321
3 U-XVI 3 3 NPCC1322

Sombreado en gris se resaltaron las nuevas cepas caracterizadas con la combinacién de mtDNA-RFLP y
RAPD-PCR. N° nimero de aislados que contienen el mismo perfil.

comparar con aquellas realizadas en primera instancia con las cepas caracterizadas en el afio
2012 (ver Resultados parte | punto 1). En este ensayo se incluyeron como controles de cepas
dos levaduras previamente utilizadas NPCC1314 (Chicha) y NPCC1290 (A. araucana), las
mismas se eligieron como representantes de cada uno de los grupos formados en el analisis

de componentes principales realizado en el primer ensayo y ademas se agregé la cepa de
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referencia de S. uvarum CBS7001 aislada de ambiente natural a modo comparativo entre
nuestras poblaciones y las europeas.

Todas las cepas pudieron concluir adecuadamente la fermentacion dejando valores de
azucares residuales inferiores a 2 g/L. Se evaluaron tanto las propiedades cinéticas como las
fisicoquimicas de las sidras obtenidas y con todas las variables se realizd un analisis de
componentes principales (ACP). Tal como se observa en la Figura 1.15.A y B, las primeras
dos componentes explican el 71,3% de la variabilidad total observada. Acorde a este analisis,
se formaron tres grupos, el | agrupa todas las sidras fermentadas con cepas de S. uvarum
aisladas de ambientes naturales, las cuales se caracterizaron por presentar elevadas
concentraciones de acido acético. El grupo Il estd formado por las sidras fermentadas con
cepas aisladas de Chicha y sidra de la Patagonia (con excepcion de la cepa NPCC1420) y la
cepa europea CBS7001, éstas se caracterizaron por presentar alta concentraciones de alcohol,
acido malico y acidos totales y también una mayor velocidad fermentativa. Por Gltimo, el
grupo |11 se constituy6 Unicamente por la cepa aislada de sidra NPCC1420 y se distancio de
grupo Il por presentar un mayor pH. Por ultimo, con el andlisis de agrupamiento UPGMA se
confirmaron los grupos formados en el ACP (Figura 1.15.C).

Para todas las variables analizadas, tanto fisicoquimicas como cinéticas se observaron
diferencias significativas y las principales confirman lo observado y descripto en el ACP
(Tabla 1.17).

1.5. Actividad enzimatica y antagonista

Las 12 cepas nuevas fueron sometidas al screening enzimatico y de actividad
antagonista llevado a cabo en la etapa 1 de este trabajo (ver resultados etapa 1 item 1.2).

Respecto a las glicosidasas, todas las cepas fueron capaces de hidrolizar los sustratos
sintéticos p-nitrofenil-p-xilosido (pNPX)y pNP-B-glucopiranosido (pNPG) evidenciando
actividades B-xilosidasa (BXy) y B-glucosidasa (BGl). Sin embargo, cuando se utilizo
esculina como sustrato para BGl el resultado no fue el mismo, solo siete cepas fueron capaces
de hidrolizar dicho sustrato. La actividad proteasa y pectinasa fue detectada en la mayoria de
las cepas, solo una cepa de Chicha (NPCC1319) fue incapaz de hidrolizar la caseina y dos
cepas aisladas de A. araucana (NPCC1413 y 1414) no fueron capaces de producir pectinasa
(Tabla 1.18).
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Tabla 1.17: Parametros cinéticos y fisicoquimicos obtenidos de fermentaciones en mosto de manzana Granny Smith a 25°C con diferentes cepas de S. uvarum

Parametros Fisicoquimicos

Parametros cinéticos

: . Acido Acido
Origen Cepa 5}323; G(Ié(;eLgol acético Malico pH u(h™) A(h) A(9)
(g/L) (g/L)
Insecto CBS 7001 8,8054+0,013°  4,445+0,064%  0,0508+0,001° 7,441+0,298"  3,35+0,05% 0,0111#9,5e-5  1,185+0,0492 2,441%0,401
Sidra NPCC 1417  8,8146+0,003%  4,425+0,001%%  0,0421+0,001% 7,525+0,024®  3,23%0,05 0,0140+9,1e-5®  6,175+0,239¢  1,816+0,164
NPCC 1418  8,7621+0,037%%  4,364+0,044%  0,0440+0,0042®> 7,335+0,106°  3,26+0,05° 0,0168+0,001®  2,193+0,261¢  2,069+0,685
NPCC 1419  8,6969+0,068  4,307+0,019%  0,0499+0,001° 7,446+0,068°  3,3+0,08% 0,0168+0,002%  2,407+1,115® 1,934£0,238
NPCC 1420  8,6136+0,082  4,247+0,041°  0,0492+0,001° 7,369+0,062°  3,40,0° 0,0178+0,003®  3,162+1,309 2,034£0,148
Chicha NPCC 1412  8,9849+0,034°  4,475:0,019°  0,0479£0,002% 7,507+0,085b  3,35:0,01% 0,0154+0,001°  3,231+1,319%c 1,7890,058
NPCC 1314  8,9593+0,009°  4,449+0,006®  0,0490+0,001° 7,347+0,121°  3,3+0,0% 0,0152+0,002®  1,0810,177¢  2,115%0,313
NPCC 1319  8,8862+0,021¢  4,416+0,104%  0,0471+0,002% 7,382+0,146"  3,26+0,04% 0,0150+0,002%  1,210+0,179: 2,121#0,278
A.araucana NPCC 1290  8,4849+0,024%  4475+0,010°  0,0766+0,001° 6,807+0,0822  3,3+0,0% 0,0155+0,002%  3,231+0,486¢ 2,201£0,248
NPCC 1413  8,4323+0,064  4,42440,009%  0,0762+0,004° 6,792+0,065¢  3,3+0,01% 0,0147+9,6e-5®  6,276+0,414¢ 1,816+0,164
NPCC 1414  8,481140,018%  4,374+0,048>¢  0,077740,003° 6,713+0,083%  3,26+0,04 0,0105+0,001¢  5,588+0,762¢¢ 2,579%0,193
NPCC 1415  8,3665+0,0212  4,398+0,021°¢  0,0759+0,001°  6,862+0,1038  3,3%0,0® 0,0118+0,0012  1,171+0,238*  2,046%0,435
NPCC 1416  83751+0,023¢  4,409+0,001%  0,0746+0,001° 6,754+0,139%  3,3+0,0% 0,0132+0,0018  4,644+1,714% 2,351%0,254
NPCC 1427  83705+0,048  4,406+0,019°¢  0,0778+0,001° 6,707+0,014*  3,3+0,0% 0,0131+0,001°  1,110+0,1312  1938+0,237
NPCC 1428  8,3853+0,037¢  4,393+0,013"¢  0,0762+0,001¢ 6,843+0,102¢  3,30,0% 0,0104+5,8e-42 6,094+0,563¢  2,163+0184

Los superindices en la misma columna indican diferencias significativas (ANOVA vy test de Tuckey n=2), en aquellos valores donde no se colocd superindice indica que no hay
diferencias significativas.
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Por Gltimo, la actividad antagonista estuvo asociada principalmente a las cepas de sidra,
todas estas fueron capaces de inhibir el crecimiento de la cepa sensible de referencia Candida
glabrata. Ademas, la cepa NPCC1420 de sidra y la cepa NPCC1319 de Chicha fueron las
unicas que presentaron actividad antagonista contra la cepa sensible de referencia
S. cerevisiae (Tabla 1.18).

Table 1.18: Actividad enzimatica y antagonista de cepas de S. uvarum

Actividad enzimatica (sustrato)® aﬁf;:;\gg{as(:a
. . .
Origen Cepas (nimero de NPCC) Proteasa Pectinasa  RGI RGI BXy Cg S
(LD) (PC)  (pPNPG)  (ES) (PNPX)

A. araucana 1427-1428 + + + - ¥ _ _
1416-1415 + + + + + - .

1414-1413 + - + - + -
Chicha 1319 - + + n ¥ _ ;
1412 + + + - + -

Sidra 1417-1418-1419 + + + + + ¥
1420 + + + + + + +

a. NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuguén, Argentina.

b. BGI: B-glucosidasa, pXy: B-xilosidasa, LD: leche descremada, PC: pectina citrica, pNPG: p-nitrofenil-p-glucésido, ES:
esculina, pNPX: p-nitrofenil-B-xil6sido.

Actividad enzimética o antimicrobiana positiva (+) o negativa (-).

Cepas de control sensible: Candida glabrata NCYC388 (Cg) y Saccharomyces cerevisiae P351 (Sc).

1.6. Fermentaciones a escala Semipiloto
1.6.1. Seleccion de cepa

Una cepa de las 12 caracterizadas molecular y fisiolégicamente- S. uvarum
NPCC1420- fue seleccionada con el objetivo de fermentar a escala semipiloto (10 L). La
seleccion de la misma se realizd en funcion de las propiedades fisicoquimicas y cinéticas,
esta cepa evidencio un perfil diferencial (grupo 11) al resto de las cepas fermentativas (grupo
I1) tal como se observé en el analisis de componentes principales (Figura 1.15) y, ademas,
mostrd actividad antagonista contra las dos especies sensibles de referencia evaluadas C.
glabrata y S. cerevisiae.

Adicionalmente, y con fines comparativos, se incorpor6 en este ensayo la cepa de S.
uvarum NPCC1314 aislada de chicha y que fue utilizada anteriormente para fermentar a una

escala similar.

1.6.2. Cinética de fermentacion
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Las fermentaciones se realizaron en recipientes de 10 L conteniendo 8 L de mosto. En
esta etapa se evaluaron tres mostos diferentes; dos mostos de manzana variedad Granny
Smith (GS) y Pink Lady (PL) y un mosto de pera bivarietal (Packams y Abate Fetel). Todas
las fermentaciones se realizaron a 13°C ya que a esta temperatura se logro el 100% de
implantacion de la cepa de S. uvarum NPCC1314 en la parte 1 de este trabajo (punto 1.4).

La cinética se siguio por medicion diaria de °Brix y se dio por finalizada cuando las
concentraciones de azucares fueron menores a los 2 g/L o superado los 30 dias de
fermentacion. Los datos obtenidos de todas las fermentaciones se ajustaron al modelo de
decaimiento de Gompertz (Lambert y Pearson, 2000) con excepcidn de las conducidas por la
cepa NPCC1420 en mosto Pink Lady las cuales se ajustaron al modelo de decaimiento
exponencial propuesto por Arroyo-Lopez et al., (2009).

En la Figura 1.16 se representan las curvas modeladas, las lineas continuas
corresponden a las fermentaciones realizadas en mosto de pera y las punteadas a las
realizadas en manzana. Tal como se observa en las primeras mencionadas, si bien las dos
cepas lograron la sequedad del mosto a los 15 dias, mostraron diferencias significativas en
cuanto a las cinéticas de fermentacion. La mayor concavidad de la curva corresponde a las
fermentaciones conducidas con la cepa NPCC1420 evidenciando un comportamiento
cinético superior a la cepa de NPCC1314. La cepa de sidra requirié un 25% menos de tiempo
para consumir el 50% del sustrato (parametro M) y, ademas, presento una tasa de consumo
de sustrato mayor a la cepa NPCC1314 (Tabla 1.17). Similares resultados fueron observados
en las cinéticas de fermentacion obtenidas en Granny Smith, aunque los tiempos de
finalizacion fueron diferentes, 27 dias en las conducidas con la cepa NPCC1420 y 31 dias
con la cepa NPCC1314.

Por ultimo, las fermentaciones realizadas en mosto de manzana variedad Pink Lady
mostraron cinéticas sustancialmente diferentes, las fermentaciones conducidas con la
levadura NPCC1420 se ajustaron al modelo de decaimiento exponencial (Arroyo-Lopez et
al., 2009) mientras que las conducidas con la cepa NPCC1314 se ajustaron al modelo de
decaimiento sigmoideo modificado por Gompertz (Lambert y Pearson, 2000), mismo modelo
al cual se ajustaron todas las curvas previamente descriptas. Esto estuvo asociado a los
tiempos en que cada cepa finalizo el proceso fermentativo, 23 dias para la cepa NPCC1420

y 36 dias para NPCC1314, esta tltima no concluyd definitivamente la fermentacion dejando
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azUcares residuales en una concentracion de 8 g/L. Debido a que las dos curvas se ajustaron
a modelos diferentes no se pudo realizar el analisis de la varianza (ANOVA) para comparar
los parametros cinéticos de ambas fermentaciones, no obstante en la Figura 1.16 puede

observarse claramente la diferencia entre las curvas, notandose el rapido consumo de sustrato

por parte de la cepa NPCC1420 en comparacién con la cepa NPCC1314.

0 - 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias)

—NPCC1420 (P) ¢ —NPCC1314(P) ¢’
----- NPCC1420 (GS) % +++-:NPCC1314(GS) %
— =NPCC1420(PL) P - -NPCC1314(PL)¢

Figura 1.16: Cinética de Fermentacién a escala semipiloto para dos cepas de S. uvarum en mosto de pera (P)
y mosto de manzana variedad Granny Smith (GS) y Pink Lady (PL).

1.6.3. Implantacién de las cepas en escala semipiloto
La evaluacion de la implantacion se realizo tomando 20 colonias del final de cada
fermentacion individual y se analizd el crecimiento a 37°C y el perfil de restriccion del ADN

mitocondrial (RFLP-ADNmMmit). Las colonias que desarrollaron a 37°C fueron descartadas
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para el analisis molecular ya que solo era de nuestro interés evaluar el porcentaje de

implantacion de S. uvarum, levadura que no crece a alta temperatura.

Tabla 1.19. Parametros cinéticos en fermentaciones a 13°C con mosto de pera y manzana a escala semipiloto usando dos cepas de
S. uvarum

Pera Manzana Granny Smith Manzana Pink Lady

Parametros Sidra Chicha Sidra Chicha Chicha Parametros Sidra
Decaimiento NPCC1420 NPCC1314 NPCC1420 NPCC1314 NPCC1314  Decaimiento NPCC1420
Sigmoideo Exponencial

* **
A (°Brix) 6,114+0,124  6,508+0,016 5,0875+0,0097 5,3969+0,1015 5,652+0,321 D(Brix)  4471+0,050
c 8,079+0297  8,836+0,447 9,3362+0,2571° 8,0214+0,0871° 9,885+0,795 S 9.0710,031
K (°Brix.hl) 002120003 0,009+ 0,001 0,0088+0,0007 0,0076+ 0,0007 00040001  K(Brixh®)  0,003+4E"
M (h) 85,13140,429°  125,072+5,652° 193,546240,379° 341,7969+17,965" 376,119+4,603

Los superindices en la misma fila indican diferencias significativas (ANOVA y test de Tuckey n=2) por mosto, en aquellos valores donde no se
coloco6 superindice indica que no hay diferencias significativas.

* Funcion de decaimiento sigmoideo o Gompertz modificado usado previamente por Lambert ay Pearson (2000).

** Funcion de decaimiento exponencial Arroyo-Lopes et al. 2009.

El ajuste para todas las curvas fue4 de R>0.98

Con respecto a las fermentaciones llevadas a cabo en mosto de pera se observé una
muy buena implantacién de las dos cepas inoculadas, 100% para la cepa NPCC1314 y 95%
para NPCC1420. En cuanto a las fermentaciones llevadas a cabo en mosto de manzana para
las dos variedades evaluadas, la implantacién nuevamente fue total en aquellas conducidas
con la cepa NPCC1420 aislada de sidra, sin embargo, fue baja o nula en aquellas llevadas a
cabo con la cepa NPCC1314 de chicha (20% de implantacidn) en mosto Granny Smith y nula
en mosto Pink Lady. Es interesante mencionar que la mayoria de las colonias aisladas del
estadio final en las fermentaciones en mosto de manzana, donde se inocul6 la cepa
NPCC1314, no crecieron a 37°C y presentaron perfiles RFLP-ADNmt diferentes al de la
cepa inoculada.

En la Figura 1.17 pueden observarse los perfiles mitocondriales correspondientes a las
colonias aisladas de todas las fermentaciones y el porcentaje de implantacion de cada una de
las cepas inoculadas. Los perfiles A1-A6 se correspondieron a cepas que no crecieron a 37°C
y no presentaron el perfil mtDNA-RFLP de la cepa inoculada. Estas seis cepas (A1-A6) se
identificaron a nivel molecular realizando la amplificacion del gen nuclear altamente

polimorfico CAT8 y la posterior digestion con la enzima de restriccion Mspl, esta
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metodologia, descripta por Pérez-Través et al., (2014), permite diferenciar las especies

S. cerevisiae, S. eubayanus y S. uvarum.

Su S. uvarum

NPCC1314 75% NPCC1420
100%

0,
NPCC1420 LG

95%

0% Implantacion
NPCC1314

Su

NPCC1314
&
Al
10% S. uvarum
Aé . NPCC1420
15% 5% - 100%
50%

Figura 1.17: Implantacién de fermentaciones a escala semipiloto conducidas con S. uvarum en diferentes mostos,
A: en mosto de Pera (variedad Packams/D’anjou), B: en mosto de manzana Pink Lady y C: en mosto de manzana
Granny Smith. A la derecha de cada gel se representa el porcentaje de implantacion de la cepa NPCC1420y a la
izquierda el de la cepa NPCC1314. MM: Marcador molecular PstA. PL: Pink Lady. GS: Granny Smith. Su: S.
uvarum. A1-A6 perfiles mitocondriales de colonias que no crecieron a 37°C.
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El amplificado tuvo un peso molecular de 810 pb y el perfil RFLP observado
correspondio al de la especie S. uvarum (360-250-200pb). En la Figura 1.18 se representa el
gel de digestion (3% agarosa) con el perfil mencionado. Este hallazgo represento la obtencion
de seis nuevas cepas de esta especie involucradas en procesos de fermentaciones industriales

a bajas temperaturas, nuevamente asociado a la produccion de sidras.

MM Al A3 A4 A5 A6

Figura 1.18. Perfil RFLP del gen nuclear CAT8 digerido con la enzima de
restriccion Mspl. MM: Marcador molecular de 1000pb. Los nimeros a la
izquierda representan pesos moleculares del marcador en pb. A1-A6: perfiles
RFLP correspondientes a la especie S. uvarum (360+250+200).

1.4.3. Propiedades fisicoquimicas y perfil aromatico de las sidras

Luego de la obtencion de las sidras base se procedio a la clarificacion de los mismos
con bentonita, este proceso requirié el triple de tiempo para los caldos de pera que para los
de manzana, 2 meses versus 20 dias. La correccion de la acidez se realizé Gnicamente en las
sidras de pera mediante adicion de acido citrico 0,5 g/L, debido a la baja acidez de este
producto y a las recomendaciones de los productores regionales a fin de obtener sidras
similares a la de los mercados. También se realizo el agregado de 30 g/L de azucar a las
sidras fermentadas en los tres mostos (pera, manzana Granny Smith y Pink Lady) para
obtener un producto final de clasificacion Sec (metodologia punto 1.2). Posteriormente se

procedio a latoma de la espuma, en esta etapa de la tesis se realiz6 incorporando directamente
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CO; al caldo base (Gasificacion artificial) y se embotellaron las sidras inmediatamente
(metodologia punto 1.2.2). Debido a que en esta etapa no se realiz6 segunda fermentacion en
botella, las propiedades fisicoquimicas se evaluaron sobre la sidra base (previo a la
correccion de la acidez y al agregado de azucar) ya que son las Unicas dos variables que
cambian en el producto final que probaran los comensales. Por otra parte, se analizaron
algunos compuestos generales y acidos organicos en los mostos iniciales (sin fermentar) con
el objetivo de constatar el posible impacto del metabolismo de las levaduras inoculadas en

cada fermentacion (Tabla 1.20).

Tablal.20. Compuestos generales evaluados en los tres mostos utilizados en las fermentaciones a escala
semipiloto

Glucosa Fructosa Etanol Glicerol Sorbitol A(,:".jo Acmo A(,:'qo
Mostos acético lactico malico

Pera 2952 8339 0180 0141 51,92 0043 0211 2,967
Packams/D’anjou

Manzana 4125 8245 0210 0,011 ND 0012 0006 7,417
Granny Smith

Manzana 2054 8416  ND 0016  ND 0011 ND 6678
Pink Lady

Todos los compuestos estan expresados en g/L excepto etanol que se expresa en % v/v.

Con respecto a las sidras de pera, se observd que las fermentadas con la cepa
NPCC1420 presentaron mayor concentracion de glicerol, acido malico, acido acético en
relacién a la cepa NPCC1314. Ademas, la concentracion de estos tres compuestos fue mayor
a la determinada en el mosto de pera (Tabla 1.20 y 1.21) indicando que fueron sintetizados
durante la fermentacion. En contraste, las sidras fermentadas con la cepa NPCC1314
evidenciaron concentraciones infimas de acido malico y cantidades de acido lactico
significativamente superiores en comparacion al mosto y a las sidras obtenidas con
NPCC1420 (Tablas 1.20 y 1.21). En ambas fermentaciones se observo una disminucion de
la concentracion de sorbitol de casi un 40%.

Por otro lado, las sidras de pera evidenciaron un perfil aromatico opuesto en cuanto a
los alcoholes superiores y esteres. Las sidras obtenidas con NPCC1420 se caracterizaron por
tener el 50% y 40% mas de alcoholes superiores totales y alcoholes minoritarios (alcoholes
totales- alcohol isoamilico) respectivamente y menores cantidades de esteres que las sidras
producidas por NPCC1314 (Tabla 1.21). Las concentraciones elevadas y significativas de 2-

feniletanol, alcohol isoamilico e isobutilico, asi como de acetato de isoamilo, acetato de 2-
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feniletilo, octanoato de etilo y succinato de dietilo caracterizaron el perfil aromético de las
sidras de NPCC1420. Mientras que las sidras de pera fermentadas con la cepa NPCC1314 se
caracterizaron por tener elevadas cantidades de lactato de etilo siendo 100 veces superior a
las otras sidras. A su vez, esta levadura produjo concentraciones mas altas de terpenos y
fenoles totales destacandose en esos grupos el geraniol y el 4-etilfenol respectivamente. Otros
pardmetros que caracterizaron las sidras obtenidas con esta cepa fueron el pH y las
concentraciones de fructosa y metanol observandose valores elevados y significativos en los
tres casos (Tabla 1.21).

Un dato interesante de observar en las fermentaciones en mosto de pera, fue que las
concentraciones de metanol y sorbitol fueron altamente superiores a las detectadas en sidras
de manzana independientemente de la variedad (Tabla 1.21).

Por otro lado, las sidras inoculadas con las dos levaduras en mosto Granny Smith no
evidenciaron tantas diferencias respecto a sus propiedades fisicoquimicas. Aquellas
fermentadas con la cepa NPCC1420 presentaron mayor concentracion de sorbitol, glicerol y
acido malico en relacion a las bebidas fermentadas con la cepa NPCC1314, aunque debe
considerarse que en el caso de esta Gltima el porcentaje de implantacion fue bajo, implicando
que los compuestos evaluados no se deben a los metabolitos producidos por la levadura
inoculada (Tabla 1.21). Por otro lado, las cantidades de acido méalico determinadas en ambas
fermentaciones fueron menores a la observada en el mosto sin fermentar indicando que hubo
un consumo y no una produccioén de este compuesto en ambas fermentaciones (Tabla 1.20 y
1.21). Si bien los dos tipos de sidras no mostraron diferencias significativas en alcoholes
superiores y esteres totales, algunos compuestos se destacaron en la sidra NPCC1420 como
el 2-feniletanol y dentro de los terpenos el en la sidra se alfa-terpineol (Tabla 1.21). En cuanto
a las bebidas obtenidas inoculando con la cepa NPCC1314, evidenciaron mayor
concentracion de acido lactico y acético y estos compuestos también fueron mayores que en
el mosto inicial (Tabla 1.20 y Tabla 1.21).

Con respecto a las sidras de manzana Pink Lady es interesante resaltar dos aspectos,
por un lado, se observd un mayor numero de diferencias fisicoquimicas entre los dos tipos
de sidras obtenidas y, por otro lado, se observd un mayor nimero de diferencias en
comparacion con las observadas en otro mosto de manzana evidenciando el diferente

comportamiento de las levaduras en sustratos diferentes. Cabe reiterar que en las sidras
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inoculadas con la cepa NPCC1314 no hubo implantacion en este mosto con lo que los
compuestos evaluados no se deben a los producidos por la levadura utilizada.

Las sidras obtenidas con la cepa NPCC1420 presentaron mayores concentraciones de
glicerol y é&cido malico, sin embargo, la cantidad de este ultimo fue igual a las
concentraciones del mosto inicial indicando que no hubo produccion por parte de la levadura.
Diferente fue lo observado en las sidras inoculadas con la cepa NPCC1314 donde se observé
un consumo de acido malico y una mayor concentracion de acido lactico que en el mosto
inicial indicando que hubo produccién del mismo. También, estas sidras evidenciaron las
mayores concentraciones de acetaldehido, fructosa, 1-butanol, alcohol bencilico, acetato de
etilo, por ende, de esteres totales (Tabla 1.21).

Ademas, se observaron diferencias significativas en algunos alcoholes superiores como
ser el 2-feniletanol, alcohol isoamilico, lo que se tradujo en una mayor concentracién de los
alcoholes superiores totales. Con respecto a los esteres se observaron diferencias Unicamente
el succinato de dietilo y en cuanto a los terpenos en el alfa-terpineol, siendo mayores en las
sidras fermentadas con la cepa NPCC1420.

A fin de poder visualizar de forma grafica el perfil aromatico de cada sidra y explicar
mejor estas diferencias significativas detectadas se realizé un ACP. El plano conformado por
las dos primeras componentes principales reuni6 76,44% de la variabilidad total observada
(Figura 1.19.A y B). En primera instancia se pudo observar que se logré una buena
reproducibilidad de los datos, agrupandose los duplicados biol6gicos muy cercanos entre si.
Ademas, las sidras se reunieron en cinco grupos diferenciados, todos se asociaron en funcién
de la levadura y el mosto en el que se evaluaron, denotando una gran importancia de ambos
en el perfil fisicoquimico de las mismas, con excepcion de las sidras fermentadas con la
levadura NPCC1420 en ambos mostos de manzana, donde el perfil fue tan similar que se
asociaron en un unico grupo (Figura 1.19.A). EL grupo | se formo por las fermentaciones
llevadas a cabo en mosto de pera (Packams/D’anjou) con la cepa NPCC1314 aislada de
chicha, estas sidras se caracterizaron por presentar los valores mas alto de pH y
concentraciones altas de acido lactico, succinato de dietilo, limoneno, geraniol y 4-etilfenol.
Sin embargo, las sidras fermentadas en este mismo mosto con la levadura NPCC1420
obtuvieron un perfil fisicoquimico muy diferente (grupo 1) las cuales se caracterizaron por

presentar altas concentraciones de varios esteres como ser el acetato de isoamilo, acetato de
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Tabla 1.21: Caracteristicas fisicoquimicas de las sidras base obtenidas a partir de mostos de pera y dos variedades de manzana usando dos cepas de S. uvarum.

MOSTO PINK LADY

MOSTO PERA MOSTO GRANNY SMITH
S. uvarum S. uvarum S. uvarum S. uvarum S. uvarum S. uvarum
Compuestos generales NPCC 1420 NPCC 1314 NPCC 1420 NPCC 1314 NPCC 1420 NPCC 1314
Glucosa (g/L) ND ND ND ND ND ND
Fructosa (g/L) 0,002+0,001 0,470+0,010 1,636+0,431 1,943+0,618 1,465+0,102 7,500+1,046
Etanol (%v/v) 5,790+0,520 5,430+0,000 6,680+0,010 6,055+0,375 6,534+0,087 5,621+0,386
Glicerol (g/L) 4,220+0,320 3,540+0,090 5,733+0,093 4,087+0,973 5,728+0,280 4,441+0,175
Acetaldehido 52,160+8,030 42,380+2,190 19,115+0,725 20,310+3,420 17,620+0,430 46,025+0,035
SO; libre 32,00+£12,80 25,60+6,40 21,54+6,1 21,0+3,99 22,81+5,78 24,54+4,38
SO;Total 57,600+19,200 50,53045,730 48,27+7,89 54,22+4,55 42,78+8,27 58,74+7,25
Sorbitol (g/L) 31,553+0,109 31,818+0,016 5,550+0,073 3,182+0,266 4,069+0,120 4,679+0,450
pH 3,60+0,010 4,050+0,030 3,49+0,18 3,27+0,25 3,31+0,31 3,48+0,67
Metanol 64,000+3,380 76,005+5,585 36,755+2,935 22,205+1,045 26,850+1,820 26,080+0,400
Acidos organicos
Acido acético (g/L) 0,960+0,120 0,648+0,035 0,009+0,001 0,051+0,006 0,011+0,007 0,057+0,006
Acido lactico (g/L) 0,480+0,002 3,852+0,157 0,210+0,002 0,687+0,041 0,250+0,007 0,72+0,005
Acido mélico (g/L) 3,523+0,089 0,085+0,017 6,660+0,093 5,714+0,804 6,128+0,220 5,231+0,337
Acidos totales (g/L) 4,963+0,211 4,585+0,209 7,079+0,096 5,833+0,851 6,389+0,234 5,366+0,348
Alcoholes superiores
1-Butanol ND ND ND ND 1,615+1,615 2,980+0,070
1-Hexanol 0,840+0,010 1,190+0,070 2,450+0,060 1,765+0,245 2,460+0,020 2,670+0,000
1-Propanol ND ND ND ND ND ND
2-Feniletanol 73,215+7,515 26,890+2,020 63,125+1,025 34,070+16,830 65,905+2,005 37,880+5,390
Alcohol Bencilico 0,035+0,001 0,033+0,001 0,043+0,002 0,052+0,002 0,057+0,000 0,137+0,003
Alcohol Isoamilico 224,615+1,115 117,045+0,465 253,820+1,550 218,400452,260 242,175+12,875  175,545+15,215
Alcohol Isobutilico 58,299+0,781 25,900+0,380 30,130+0,570 33,090+11,540 31,765+1,915 26,310+2,590
Total — Alcohol isoamilico 132,389+8,307 54,013+2,471 95,748+1,657 69,333+28,617  101,802+5,555 169,979+8,053
Alcoholes superiores totales 357,004+9,422 171,058+2,936 349,568+3,207 287,733+80,877 343,977+18,430  245,524+26,268




Continuacién de Tabla 1.10

Esteres
Acetato de etilo 15,890+3,320 18,915+0,395 12,130+0,290 14,475£2,605  12,095:0,055 22,84020,620
Acetato de 2-feniletilo 0,135+0,005 0,050+0,002 0,196+0,026 0,046+0,046 0,284+0,098 0,064+0,016
Acetato de bencilo 3x104+1x10 1x104+1x10° 6x104+3x10 2x10442x10°  4x104+2x10* 4x10"4+2x10°
Acetato de hexilo 0,049+2x1072 0,003+2x10-2 0,048+0,003 0,056+0,024 0,038+0,003 0,029+0,003
Acetato de isoamilo 0,46620,194 0,102+0,011 0,169+0,025 0,164+0,064 0,128+0,032 0,107+0,008
Acetato de isobutilo ND ND ND ND ND ND
Butirato de Etilo 0,033+0,15E2 0,038+0,150E2  0,042+0,020E2 0,041+0,007 0,032+0,026 0,055+0,003
Decanoato de Etilo 0,211+7,05E2 0,083+1,250E2  0,008+0,001 E2  0,029+0,010 E2 0,010+0,000E2  0,018+3x10°
Hexanoato de Etilo 0,316+11,45E2 0,0841,350E 2 0,094+0,004 0,168+0,039 0,114+0,007 0,087+0,006
Lactato de Etilo 0,341+0,05 99,380+23,010 ND ND ND ND
Octanoato de Etilo 0,549+0,24 0,130+0,020 0,017+0,001 0,089+0,020 0,035+0,003 0,025+0,005
Succinato de Dietilo 0,024+0,013 0,001+5x10 0,008+0,001 0,015+0,000 0,010+1x10"* 0,007+3x10
Total — Acetato de etilo 1,780+0,670 109,978+23,081 0,582+0,061 0,608+0,165 0,651+0,168 0,392+0,044
Esteres totales 17,670+3,990 118,893+23,476 12,712+0,351 15,083+2,815  12,74620,223 23,232:+0,664

Terpenos
Alfa-terpineol ND ND 6x105+4x10°° 1x105+1x10°® 1x104+1x105 1x105+1x10®
Limoneno 2x104+2x10* 4x104+6x10°S ND ND ND ND
Oxido de Cis-Linalool ND ND ND ND ND ND
Nerol ND ND ND ND ND ND
Geraniol 1x10°+5x10®  1,250E-3+0,150E2 ND ND ND ND
Terpenos Total 3x104+5x105 2x102+2x10° 6x105+4x10° 1x105+1x10°  1x104+1x10 1x105+1x10°

Fenoles volatiles
4- Etilfenol 0,002+8x10* 0,027+1x10° 0,004+0,003 0,084+1x10°  0,002+0,093E2  9x104+9x10°
4- Etilguaiacol 0,002+6x10* 0,006+4x103 0,002:0,001 0,083+2x10*  8x10-4+3x10* 2x104+2x10
Fenoles volatiles totales 0,004+1x10 0,033+4x10°8 0,006+0,004 0,167+3x10* 0,003+1x10° 1x103+1x10*

Los valores resaltados en negrita indican diferencias significativas entre los valores obtenidos para el mismo mosto (ANOVA and Tukey test n = 2), los valores que no se
encuentran resaltados no se observaron diferencias significativas. Todos los valores estan expresados en mg/L con excepcion de los indicados particularmente entre paréntesis.
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Figura 1.19: A: Andlisis de Componentes Principales ACP de sidras a escala semipiloto utilizando tres mostos y dos levaduras de la especie
S. uvarum, todas fermentadas a 13°C. B: Autoproyeccion de autovectores correspondiente a las 34 variables evaluadas, en el listado se detallan
las variables con los respectivos nimeros con que fueron representados. C: Anlisis de agrupamiento UPGMA con un K=5. El superindice P
indica duplicado biolégico. GS: Granny Smith. PL: Pink Lady.
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2-feniletilo, hexanoato de etilo, butirato de etilo, octanoato de etilo, también presentaron altas
concentraciones de 2-fenietanol y alcohol isobutilico. Lo Unico que presentaron en comdn
las sidras fermentadas en mosto de pera con ambas levaduras, fueron las altas
concentraciones de sorbitol, en mas de 10 veces en relacion a todas las sidras fermentadas
con los mostos de manzana, indicando un compuesto tipico del mosto de pera.

El grupo 111 se formé con las sidras inoculadas con la levadura NPCC1314 en mosto
de manzana Pink Lady (fermentadas por un complejo de dos cepas de la especie S. uvarum),
estas sidras se caracterizaron por presentar concentraciones altas de algunos alcoholes
superiores minoritarios como ser 1-hexanol, 1-propanol y alcohol bencilico, y también altas
concentraciones de butirato de etilo. EI grupo 1V se formé con todas las sidras fermentadas
con la levadura NPCC1420 en mosto de manzana (Pink Lady y Granny Smith) indicando un
perfil directamente relacionado con la levadura y no con el tipo de mosto utilizado. Estas
sidras presentaron alta concentraciones de etanol, glicerol, &cido malico y alfa-terpineol. Por
ultimo, el grupo V se formo con las fermentaciones inoculadas con la cepa NPCC1314 en
mosto de manzana Granny Smith (sidras fermentadas por un complejo de cinco cepas de la
especie S. uvarum Al-A4 y la cepa inoculada), este grupo no se destacé por altas
concentraciones de ningln compuesto en particular, se localizé en el centro del gréfico
presentando valores intermedios de los principales alcoholes superiores y esteres, también de
los compuestos generales.

Todos los grupos mencionados, asociados en el ACP, se respaldaron con el analisis de

agrupamiento UPGMA que se muestra en la Figura 1.19.C.

1.4.4. Anélisis sensorial de las sidras

El analisis sensorial de las sidras obtenidas se realizd nuevamente con dos tipos de
publico, el publico general (formado por 56 comensales), que realizé Unicamente el test de
preferencia de producto, y el panel de expertos (formado por 8 personas) que realizé el
analisis sensorial de la bebida describiendo las caracteristicas visuales, gustativas y olfativas
de la bebida, incluyendo defectos y observaciones de interés.

Como se muestra en la Figura 1.20, el publico en general no tuvo una preferencia por
una levadura especifica en los tres mostos, por el contrario, escogieron a las sidras

fermentadas con la cepa NPCC1314 en mosto de Pera (Figura 1.20.A) y a la fermentada con
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s NPCC1314 E— NPCC1420

Analisis sensorial Preferencia publico en general

Intensidad de
color

Aroma metalico

Aroma lactico

Amargor Defecto olfativo
Intensidad de

sabor
Cuerpo
Intensidad de
B color
Puntaje globa z roma frutal

Retrogusto Aroma metélico

Untuosidad Aroma lactico

Amargor Defecto olfativo
Itensidad de
sabor
Cuerpo
Intensidad de
color
Al
( roma frutal

Aroma metalico

Aroma lactico

Defecto olfativo
Itensidad de

sabor

Cuerpo

Figura 1.20: Analisis sensorial y degustacién de sidras con tres diferentes mostos y dos levaduras de la
especie S. uvarum. A la izquierda se representa el anélisis sensorial realizado por el panel entrenado. A la
derecha el porcentaje de preferencia de producto por el pablico en general. A: Sidras de pera (variedad
Packams/D’anjou). B: Sidra de manzana Granny Smith. C: Sidra de manzana Pink Lady
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la cepa NPCC1420 en mosto de Pink Lady (Figura 1.20.C), y en cuanto a la bebida realizada
en mosto Granny Smith (Figura 1.20.B) no tuvieron una preferencia por ninguna, eligiendo
a ambas bebidas en igual proporcién.

En cuanto a analisis sensorial de las bebidas el panel de expertos caracterizo a las sidras
utilizando una escala de 0 a 5 para propiedades visuales, olfativas y gustativas. En todas las
bebidas se observaron perfiles sensoriales muy diferentes. En las sidras de pera fermentadas
con la cepa NPCC1314 se observd mayor complejidad aromatica con aromas frutales y
florales metalicos y también caracteristicas gustativas como mayor cuerpo, untuosidad e
intensidad de sabor. Ademaés, las sidras de pera fermentadas con la cepa NPCC1420
presentaron mayor acidez y amargor y un leve defecto gustativo (Figura 1.20.A).

Con respecto a las fermentaciones realizadas en mosto Granny Smith las sidras
inoculadas con la cepa NPCC1314 presentaron mayores aromas frutales, florales cuerpo y
untuosidad, y las fermentadas con la cepa NPCC1420 presentaron un aroma metalico y un
leve defecto gustativo y olfativo. Sin embargo, la acidez y el amargor fueron iguales en ambas
bebidas (Figura 1.20.B).

Las bebidas mas similares fueron las fermentadas en mosto de manzana Pink Lady
(Figura 1.20.C) y se diferenciaron Gnicamente en un mayor aroma metélico y untuosidad,
presente en la bebida realizada con la cepa NPCC1420. Si bien en este analisis la bebida
inoculada con la cepa NPCC1314 obtuvo un mayor puntaje global por el panel de expertos,
no fue preferentemente elegida por el pdblico en general, quienes eligieron
significativamente a las sidras fermentadas con la cepa NPCC1420.

También se evalué la intensidad de color siempre utilizando la misma escala de 0 a 5.
En cuanto a las propiedades olfativas se evalu6 la presencia de aromas florales, frutales,
metalicos, vegetales y defectos varios. Por Gltimo, en cuanto a las propiedades gustativas se

evalud la acidez, el amargor, el cuerpo (untuosidad en boca) y los defectos gustativos.

DISCUSION

La gran capacidad de competencia de S. cerevisiae en condiciones de fermentacion,
debida principalmente a su alto vigor fermentativo y a su elevada capacidad para tolerar y
producir etanol (Piskur et al., 2006), ha convertido a esta especie en la dominante en la
mayoria de las bebidas alcohdlicas realizadas a temperatura ambiente (alrededor de 25°C) o
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superiores en todo mundo. Sin embargo, bajo condiciones especificas de fermentacion esta
especie cosmopolita comparte su nicho ecoldgico con otra especie del género, S. uvarum.
Como se menciond en la primera parte de esta Tesis, estas condiciones en las que S. uvarum
coexiste con S. cerevisiae o incluso puede llegar a desplazarla, se relacionan con procesos
realizados a bajas temperaturas. La levadura criotolerante S. uvarum ha sido aislada de
procesos de vinificacion (Demuyter et al., 2004; Naumov et al., 2000; Sipiczki et al., 2001),
de produccién de sidras (Coton et al., 2006; Suarez Valles et al., 2007) y de chichas de
manzana (Rodriguez et al., 2017) en regiones caracterizadas por las bajas temperaturas
ambientales.

Basado en estos datos, y utilizando como sustrato la corteza de diferentes arboles
mayormente de Europa, Sampaio y Goncalves, (2008), lograron el aislamiento de cepas de
las especies criotolerantes S. uvarum (sélo de arboles de Canadd) y S. kudriavzevii (sélo de
arboles de Portugal) unicamente cuando las muestras se incubaron a bajas temperaturas,
mientras que al usarse temperaturas superiores detectaron S. cerevisiae y S. paradoxus. Este
resultado evidencio la relevancia de la temperatura en la competencia entre especies de
levaduras coexistiendo en un mismo sustrato. Posteriormente, Alonso-del-Real et al., (2017)
analizaron especificamente la capacidad de competencia de S. uvarum en cultivos mixtos con
S. cerevisiae bajo diferentes condiciones pero en ambiente de fermentacion, demostrando
que las bajas temperaturas (13°C) mejoran la habilidad de competencia de la especie
criotolerante. Esta observacion resulta coherente con los resultados obtenidos en esta Tesis,
respecto del aislamiento de S. uvarum por primera vez a partir de una bebida industrial (sidra)
en Sudamérica, utilizando bajas temperaturas de fermentacion. El hecho de que, a partir del
mismo mosto, pero realizando la fermentacion a 25°C se pudieron aislar Unicamente cepas
de S. cerevisiae, apoya la hipétesis de que las bajas temperaturas mejoran la capacidad de
competencia de S. uvarum.

También se pudo observar que las bajas temperaturas de fermentacion influyen
positivamente en la biodiversidad total de especies aisladas durante todo el proceso,
evidenciado en los altos indices de diversidad H’, mayores en las fermentaciones realizadas
a 13°C en los dos estadios evaluados (medio y final), con excepcion del estadio final de la
fermentacion llevada a cabo en mosto GS, donde la biodiversidad fue nula debido a que se

detectd unicamente a la especie S. cerevisiae. De hecho, especies como C. boidinii, C.
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californica, P. flavescens, P. kudriavzevii, Saccharomycodes sp, y Zygotorulaspora sp,
fueron solamente aisladas en los mostos fermentados a 13°C. A pesar de que estas especies
no han sido descriptas como microorganismos criotolerantes, los cambios en las cinéticas de
fermentacion y en la dindmica microbiana asociadas con las bajas temperaturas de
fermentacion parecen ser la causa de la presencia de estas especies solo bajo estas
condiciones. Este es el primer trabajo en donde se evalla el efecto de la temperatura en la
diversidad durante el proceso elaboracion de sidra. Otros trabajos sobre diversidad de
levaduras en sidras utilizaron solo bajas temperaturas de fermentacion (Pando Bedrifiana et
al., 2010; Suérez Valles et al., 2007) o simplemente no controlan este pardmetro (Morrissey
et al., 2004) o no especifican las temperaturas de fermentacion que usaron (Coton et al.,
2006).

Es interesante notar que no solo la temperatura fue decisiva para el aislamiento de S.
uvarum y otras especies minoritarias, sino también el sustrato. La mayoria de los estudios
sobre biodiversidad se realizaron utilizando una mezcla de manzanas acidas, amargas y
dulces. En esta etapa de la Tesis se utilizaron dos variedades de manzana: Granny Smith y
Red Delicious. En base a la acidez y el contenido tanico la variedad Granny Smith es
clasificada como una variedad 4cida, mientras que Red Delicious es considerada una variedad
dulce (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010). Esta diferente clasificacién habla sobre una
clara diferencia en el sustrato que puede haber estado relacionada con la presencia de una u
otra levadura. En la region Norpatagdnica, estas dos variedades son destinadas al consumo
fresco, sin embargo, una gran proporcion de la produccién total es también destinada a la
industria de juego concentrado y a la industria sidrera. Ademas de las diferencias antes
mencionadas entre las dos variedades de manzana, y aun cuando las concentraciones de
azUcares totales fueron similares en los mostos obtenidos a partir de cada una de ellas (120 y
130 g/L en mosto GS y RD, respectivamente), se evidencid una gran diferencia en la relacion
glucosa/fructosa. EI mosto obtenido a partir de manzanas Red Delicious presentd una
proporcion de 0,88 mientras que el obtenido a partir de manzanas Granny Smith mostr6 una
relacién de 1,55. Esta diferencia en su composicién quimica también podria estar relacionada
con las diferencias observadas en la diversidad de levaduras. En este trabajo, S. uvarum fue
solamente aislada de mosto Red Delicious, en donde la proporcion de fructosa fue mayor a
la de glucosa (aproximadamente un 53% de fructosa y un 47% de glucosa). La capacidad
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fructofilica de S. uvarum ha sido reportada previamente por varios autores (Goncalves et al.,
2000; Sipiczki et al., 2001; Tronchoni et al., 2009) y se discutio previamente, y podria estar
relacionada con el hallazgo de S. uvarum Unicamente en fermentaciones en mosto Red
Delicious.

Las especies minoritarias de levaduras C. boidinii, C. californica, P. occidentalis y
Rhodotorula sp, fueron también detectadas unicamente en mosto Red Delicious, mientras
que Filobasidium sp., H. osmophila, P. membranifaciens, Saccharomycodes sp.,
Vishniacozyma sp., Y. mexicana. y Zygotorulaspora sp., fueron unicamente detectadas en
mosto Granny Smith. La mayoria de las especies identificadas en este trabajo han sido
descriptas anteriormente en fermentaciones de mosto de manzana en otros paises incluyendo
Espafia (Pando Bedrifiana et al., 2010; Suarez Valles et al., 2007), Francia (Coton et al.,
2006), Irlanda (Morrissey et al., 2004) e Italia (Lorenzini et al., 2018). La mayoria de estos
estudios coincide en la presencia mayoritaria de S. cerevisiae en fermentaciones en mostos
de manzana y solo algunos de ellos reportan la presencia de otras especies del género
Saccharomyces como S. bayanus (Coton et al., 2006; Morata et al., 2007; Pando Bedrifiana
et al., 2010). Actualmente se ha aceptado que S. bayanus es el nombre asignado a un grupo
de cepas quiméricas compuestas por porciones de genomas pertenecientes a S. eubayanus y
S. uvarum (Libkind et al., 2011). La existencia de otras cepas quiméricas en sidras fue
también evidenciada después de la caracterizacion molecular de la levadura CID1, aislada de
sidra en Francia, cuyo genoma presenta porciones de tres especies el género: S. cerevisiae,
S. uvarum y S. kudriavzevii (Groth et al., 1999).

El descubrimiento de lo que podria ser una nueva poblacién de S. uvarum asociada al
proceso industrial de sidra en la Norpatagonia, generd la inquietud de profundizar los
estudios poblacionales de esta especie, aspecto que se desarrollaran en el siguiente capitulo
de esta Tesis. Sin embargo, en esta etapa resultd de interés al menos conocer mediante el
empleo de métodos de caracterizacion intraespecifica sencillos, la cantidad de cepas
diferentes de esta especie que participaron de la fermentacion, y algunas de las caracteristicas
fisioldgicas y tecnoldgicas de estas que resultan de interés para la elaboracion de sidras. Esta
caracterizacion permitiria también comparar estas cepas nuevas con las ya estudiadas en la
primera parte de la Tesis y que fueran obtenidas de sustratos diferentes. Si bien existen

maltiples técnicas moleculares para diferenciacion de levaduras a nivel intraespecifico,
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varios autores coinciden en que resulta indispensable realizar una combinacion de al menos
dos técnicas (Baleiras Couto et al., 1996; Lopes et al., 2002). En esta Tesis se utilizé entonces
un método de diferenciacién a nivel del genoma mitocondrial (RFLP-ADNmt) -método que
fuera ya utilizado para diferenciar las cepas en la etapa 1 de este capitulo- y un método a
nivel del genoma nuclear (RAPD-PCR utilizando cebadores diferentes: p24 y p28). Aun
utilizando dos metodologias diferentes, la variabilidad intraespecifica detectada fue muy baja
(2,24%). Ademas, resulta interesante destacar que el 82% de los aislados correspondieron a
una misma cepa; es decir, mostraron el mismo perfil molecular con los marcadores utilizados.
Esta extremadamente bajad variabilidad detectada en la sidra en relacion a la observada en
ambientes naturales o chichas (Rodriguez et al., 2017), puede relacionarse con varias
condiciones especificas de este ambiente como la presencia de diferentes factores de estrés
(etanol, SO»), lacompetencia con S. cerevisiae que favorecen la supervivencia de pocas cepas
adaptadas a estas condiciones, etc. Algunos de los mecanismos de inhibicion y competencia
han sido descriptos previamente en la especie S. cerevisiae (Bauer y Pretorius, 2000; Fleet,
2003; Perrone et al., 2013; Vendramini et al., 2017) y seran discutidos en mas detalle en el
segundo capitulo de esta Tesis.

Aplicando la misma ldgica de utilizacion de dos métodos de caracterizacion
intraespecifica complementarios, se detectaron seis cepas nuevas entre los aislados originales
de S. uvarum provenientes de ambientes naturales y dos nuevas cepas a partir de los aislados
de chicha en relaciéon a las obtenidas previamente por Rodriguez et al., 2014 y 2017,
respectivamente). Esto permitié ademas reforzar la idea de utilizar mas de una técnica de
caracterizacion molecular.

La caracterizacion fisioldgica de las 12 nuevas cepas (incluyendo todas las de sidra y
las nuevas cepas detectadas entre los aislados de chicha y ambientes naturales) en
fermentacion de mosto de manzana, se volvié a evidenciar una diferenciacion por origen. Se
agruparon por un lado todas las cepas aisladas de ambientes naturales y por otro las cepas de
chicha y sidra, es decir las de ambientes fermentativos, lo cual vuelve a demostrar la relacion
que existe entre el origen de las cepas y sus caracteristicas fisiologicas. Nuevamente, tal como
se evidencio en la primera parte de este capitulo, las cepas aisladas de ambientes naturales
presentaron las fases lag mas largas, lo que pone en evidencia su necesidad de adaptacion a

este ambiente fermentativo. Estas mismas cepas produjeron las concentraciones mas

133



Capitulo 1: Discusion: Parte Il

elevadas de acido acético, fendbmeno que no se habia observado anteriormente y que pudo
haberse observado en este caso debido a las diferencias en el mosto utilizado respecto del
empleado en la primera parte. Las cepas fermentativas (aisladas de chicha y sidra) se
caracterizaron principalmente por producir las cantidades mas elevadas de etanol, fenGmeno
relacionado seguramente con la adaptacion de estas cepas a ambientes fermentativos. Se
selecciond la cepa de sidra NPCC1420, por su mayor velocidad méxima de fermentacion, y
por presentar ademas actividades enzimaticas interesantes y actividad antagonista, a fin de
comparar su comportamiento en escala semipiloto con el de la cepa NPCC1314 seleccionada
en la primera parte. Cabe recordar también que el objetivo principal de esta parte de la Tesis
era mejorar el impacto sensorial que fue negativo en las fermentaciones llevadas a cabo a
13°C en la etapa previa, donde se habia logrado un 100% de implantacién de la cepa de S.
uvarum aislada de chicha.

Basados en los resultados de la implantacion de S. uvarum en la primera etapa, las
fermentaciones se realizaron nuevamente a 13°C. En esta oportunidad se ajustaron ademas
algunos otros detalles experimentales: i) Las fermentaciones se realizaron en tres diferentes
mostos, debido al efecto marcado el sustrato observado en los ensayos previos sobre la
cinética y las propiedades aromaticas y ii) Se utilizaron dosis de metabisulfito de potasio
similares a las que se utilizan en las sidreras regionales (200 mg/L de K>0sS,), a fin de poder
tener una aproximacion real de cuan adaptadas estan estas cepas a una fermentacion
industrial.

En todas las fermentaciones se observé un marcado efecto de la cepa. Tanto las
propiedades cinéticas como los porcentajes de implantacion fueron superiores para la cepa
S. uvarum NPCC1420 aislada de sidra que para la cepa NPCC1314 aislada de chicha,
independientemente del mosto utilizado, lo cual evidencia una mejor adaptacion de la cepa
de sidra a este ambiente especifico. En cuanto a las cinéticas, el ejemplo mas extremo se
observo en mosto Pink Lady, donde los datos obtenidos a 13°C con la cepa de sidra se
ajustaron a un modelo de decaimiento exponencial (Arroyo-Lopez et al., 2009). Este
resultado llamo6 la atencion dado que, hasta el momento, todas las cinéticas de las
fermentaciones realizadas a 13°C se habian ajustado al modelo de decaimiento sigmoideo

(Lambert y Pearson, 2000), independientemente de la levadura evaluada. Lo que le confiere
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a esta cepa un gran potencial biotecnoldgico, con tiempos de fermentacion similares a los
industriales, pero en bajas temperaturas.

El efecto de la relacion glucosa/fructosa sobre las propiedades cinéticas de las
fermentaciones ha sido previamente reportado, e incluso Berthels et al., (2008) lo propusieron
como un criterio de seleccion de cepas para procesos fermentativos. Debido a las grandes
concentraciones de fructosa que contienen en general los mostos de manzana, este criterio de
seleccion deberia ser tenido en cuenta especialmente. Otra caracteristica relevante que pudo
ser observada en esta cepa fue su elevada capacidad de competencia en condiciones de
fermentacion en mosto no estéril, es decir su capacidad de implantacion. Como se mencion6
previamente la implantacion de la cepa S. uvarum NPCC1420 fue del 100% en los tres
mostos evaluados (es decir que todas las colonias de levaduras recuperadas del final de las
fermentaciones correspondieron a la cepa inoculada). Esta gran capacidad de competencia
respecto de la observada para la cepa de chicha NPCC1314, podria estar relacionada con una
mayor tolerancia al sulfito, resistencia que se pudo haber generado como mecanismo
adaptativo en respuesta a este compuesto agregado frecuentemente en las sidreras como
antimicrobiano, como ya se menciond previamente ene esta Tesis. Por su parte, la cepa S.
uvarum NPCC1314 aislada de chicha podria ser menor tolerante a este compuesto, dado que
no se utiliza en la elaboracién de estas bebidas tradicionales. Este fendmeno ya fue observado
en cepas de la especie S. cerevisiae, la mayoria de las cepas aisladas de ambientes
fermentativos presentan una alta resistencia al sulfito, mientras que las cepas de ambientes
naturales o de laboratorio muestran una muy baja resistencia (Divol et al., 2012; Sicard y
Legras, 2011; Yuasa et al., 2004). Sin embargo, no existen trabajos similares en la especie S.
uvarum. En el siguiente capitulo de esta Tesis, y con el objetivo de responder a esta
interrogante, se profundizé el estudio de tolerancia al sulfito en las levaduras estudiadas en
esta Tesis.

Un hecho que vale la pena resaltar fue la excelente implantacion de la cepa aislada de
chicha S. uvarum NPCC1314 durante la fermentacion del mosto de pera, que alcanzo también
el 100%, mientras la misma fue muy baja o nula en los mostos de manzana Granny Smith y
Pink Lady, respectivamente. Esta diferencia se dio incluso habiendo utilizado la misma
concentracion de metabisulfito de potasio en todas las fermentaciones. Una posible

explicacion podria estar relacionada con el pH del mosto de pera, que fue significativamente
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superior al de los mostos de manzana (pH 4 en pera vs 3,6+0,1 en mostos de manzana). Como
se menciono anteriormente, el pH cumple un rol fundamental en la actividad antimicrobiana
del sulfito, dado que interviene en el equilibrio entre sus formas quimicas en solucion. A pH
4 la concentracion de la forma SO2 molecular, que es la que presenta accion antimicrobiana,
es inferior (entre un 50% menos) que a pH 3,5 (Divol et al., 2012), lo que provoca una
disminucion del rendimiento como molécula antimicrobiana. Este efecto podria explicar por
qué en el mosto de pera, la cepa de chicha NPCC1314 logr6 un 100% de implantacion
mientras que no fue capaz de dominar completamente las fermentaciones en los mostos de
manzana. Por otra parte, cuando se compara la implantacion de esta misma cepa aislada de
chicha en los dos mostos de manzana analizados, y aun considerando que la misma fue baja
en ambos casos, cabe resaltar que en mosto de manzana Granny Smith al menos la cepa fue
capaz de llegar al estadio final de la fermentacion, mientras que en mosto Pink Lady no fue
detectada en absoluto en esta etapa de la fermentacion. En este caso, y considerando que el
pH y la concentracion de metabisulfito de sodio fueron iguales en ambos mostos, la diferencia
podria deberse a naturaleza quimica del mosto. Particularmente se evidencié una gran
diferencia en la relacién glucosa/fructosa de ambos mostos, pareciendo mas favorable un
mosto con una mayor relacion G/F, sin embargo, en el mosto donde fue menor la relacion
G/L (Pink Lady) dominaron la fermentacion otras cepas mejor adaptadas a las altas
concentraciones de fructosa. Resulta particularmente interesante que todas las cepas
recuperadas del final de las fermentaciones donde no se implant6 la cepa S. uvarum
NPCC1314 fueron también identificadas como S. uvarum. Més interesante aun es el hecho
que las cepas de S. uvarum en ambos mostos no fueron las mismas, como pudo apreciarse
mediante el analisis de mtDNA-RFLP, sugiriendo que pudo haber un efecto del mosto sobre
la diversidad de las cepas de esta especie. Probablemente estas cepas presentaran una mayor
tolerancia al SO, dado que corresponderian a cepas seleccionadas en este ambiente de
elaboracion de sidra, como sucedio con la cepa NPCC1420, y por ello hayan podido competir
con la cepa de chicha NPCC1314 aun cuando ésta hubiera sido inoculada en grandes
cantidades en el mosto. Adicionalmente cabe mencionar que todas las cepas de S. uvarum
encontradas en estas fermentaciones (diferentes a las inoculadas) fueron distintas
molecularmente a las aisladas de las fermentaciones espontaneas analizadas al comienzo de

esta parte del capitulo.
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Los datos obtenidos a nivel aromatico y sensorial de los diferentes productos deben ser
analizados teniendo en cuenta la implantacion de la cepa inoculada. S6lo de esta manera se
pueden atribuir los perfiles obtenidos en las sidras a la levadura de interés (esta situacion
corresponde a todas las fermentaciones realizadas en mosto de pera y a las realizadas con la
cepa de sidra S. uvarum NPCC1420 en mostos de manzana). Interesantemente, fue en los
productos obtenidos de la fermentacion del mosto de pera donde se observaron mayores
diferencias aromaticas entre tratamientos. En gran medida muchas de las diferencias
observadas en este mosto se debieron al desarrollo de la fermentacion malolactica (FML) en
los mostos fermentados con la cepa de chicha NPCC1314. Estos productos presentaron
concentraciones mas elevadas de los compuestos relacionados directamente con la FML
como acido lactico y su éster derivado lactato de etilo (mas de 100 veces mas elevado que en
la fermentacion con S. uvarum NPCC1420) y como consecuencia de la FML también
presentaron un pH més elevado. En este sentido, los productos fermentados a partir de mosto
de pera inoculado con la cepa de sidra S. uvarum NPCC1420, presentaron los méas altos
valores de octanoato de etilo, de igual manera que se observo en las sidras elaboradas en la
primera parte de esta Tesis y donde no se observdé FML. Cabe recordar que este compuesto
producido por la levadura se encuentra directamente relacionadas a las altas concentraciones
de &cido octanoico, que como ya se menciond inhibe la FML. Ademas, el pH final de estas
bebidas fue significativamente inferior al observado en el mosto de peras y en los productos
fermentados en los que si se desarrollé la FML, potenciando el efecto del SOz como
antimicrobiano sobre las BAL. Esto es consistente con lo observado en los demés mostos
evaluados (Granny Smith y Pink Lady, pH 3,6+0,1), donde no se llevd a cabo FML
espontanea independientemente de la levadura utilizada como cultivo iniciador.

Otra caracteristica destacable que presentaron los productos fermentados a partir de
mosto de pera con la cepa de chicha S. uvarum NPCC1314 fue la elevada concentracion de
terpenos, una propiedad que no se habia observado previamente para esta cepa en otros
mostos. Esto quizd esté relacionado con la mayor concentracion de glicoconjugados
(glicosidos) que contienen algunos mostos de pera en relaciébn a mostos de manzana
(Schieber et al., 2001), y posiblemente también con una mayor actividad glicosidasa de esta
cepa en relacion a la cepa aislada de sidra (cabe recordar que las dos cepas presentaron
actividad B-glicosidasa en los ensayos detallados previamente en este capitulo). Como han
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descripto nimeros autores, los terpenos provienen de varios precursores glicosidicos
(glicoconjugados) presentes en el mosto y se liberan como terpenos libres en el mosto debido
a la actividad de las enzimas glicosidasas presentes en numerosas levaduras (Delcroix et al.,
1994; Zoecklein et al., 1997). Por ello es que la actividad glicosidasa es una propiedad de las
levaduras buscada a nivel industrial, ya que tiene un impacto organoléptico favorable en las
bebidas permitiendo potenciar el aroma primario (Ganga et al., 1999). La combinacion de
todas estas caracteristicas mencionadas hasta aqui tuvo un impacto sensorial positivo en la
bebida, siendo preferida por el puablico en los ensayos de preferencia.

Por Gltimo, los productos fermentados a partir de mosto de pera con la cepa de sidra S.
uvarum NPCC1420 presentaron diferencialmente un ndmero de compuestos con gran
impacto sensorial, como algunos esteres y alcoholes superiores. No obstante, esta bebida tuvo
una menor aceptacion por parte del publico que puso haberse debido a su mayor acidez (méas
acido mélico) y un mayor contenido de &cido acético.

Otra caracteristica interesante que se pudo evidenciar en los mostos de pera fue la
elevada concentracion de sorbitol. Este mosto present6 10 veces mas de este compuesto que
los mostos de manzana, alcanzando valores de 50 g/L. El sorbitol es un polialcohol producido
principalmente por un grupo grande de plantas pertenecientes a la familia Rosaceae (familia
en la que se incluyen el manzano y el peral). Las concentraciones mas elevadas de este
compuesto, sintetizado como producto primario de la fotosintesis, son producidas por el
duraznero (Prunus persica), el ciruelo (Prunus domestica), el almendro (Prunus dulcis), el
cerezo (Prunus sp.) y el peral (Pyrus communis) (Bieleski 1982). El sorbitol es una fuente
carbonada para muchas levaduras, aunque también puede ser producido por muchas de ellas
en respuesta a diferentes factores. Recientemente, se reportd que los transportadores de
hexosas de las levaduras conocidos como Hxt13, Hxt15, Hxt17 y Hxt19, funcionan como
transportadores de sorbitol de afinidad intermedia. Estos transportadores no son especificos
para sorbitol, y se reprimen en presencia de elevadas concentraciones de glucosa en el medio.
Los transportadores Hxtl3 y Hxtl7 se expresan también en respuesta a las altas
concentraciones de fructosa (Jordan et al., 2016). El sorbitol cuando ingresa a la célula es
incorporado a la via glucolitica y puede desviarse hacia la produccion de etanol o glicerol
(Duvnjak et al., 1991). Hasta el momento la capacidad de consumir sorbitol ha sido descripta

en la especie S. cerevisiae, y no en todas las cepas de esta especie sino sélo en algunas
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adaptadas a consumir este metabolito (Jordan et al., 2016). Aunque no se tienen registros
bibliogréaficos que reporten esta misma capacidad en S. uvarum, los resultados obtenidos en
esta Tesis demuestran que, al menos las cepas evaluadas en mosto de pera, fueron capaces
de consumir este compuesto ya que se observd una disminucion del 50% del sorbitol al
finalizar las fermentaciones. Las elevadas concentraciones de fructosa que presento este
mosto, favorecieron la expresion de los transportadores una vez consumida la glucosa a fin
de evitar la represion por catabolito antes mencionada.

Finalmente, el ultimo aspecto que cabe mencionar en esta parte es la elevada
concentracion de metanol detectada en las bebidas obtenidas a partir del mosto de pera,
independientemente de la levadura inoculada. Estos valores fueron significativamente
mayores que los observados en las sidras de manzana y probablemente estén relacionados
con la gran cantidad de pectinas que tiene la pera (Hulme, 1958). Como se menciond en la
seccion de resultados, estas pectinas dificultaron mucho el proceso de clarificacion de estos
productos, requiriéndose cuatro veces mas de tiempo que en el caso de las sidras de manzana
para lograr clarificar el producto y aun asi no se obtuvo la misma transparencia. Las pectinas
son heteropolisacaridos que componen la pared celular y son principalmente importantes
muchas frutas, incluidas las manzanas y peras (Hulme, 1958). La adicion de enzimas de tipo
pectinoliticas (pectinasas) a las sidras es una practica habitual en el proceso de elaboracion
de estas bebidas. Sin embargo, se ha reportado que esta actividad libera residuos metilo de
las pectinas produciendo metanol, que es un compuesto tdxico cuando supera
concentraciones de 200 mg/L (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010). Por ello es importante
controlar la adicién de enzimas de este tipo en la elaboracion de bebidas a base de peras e
incluso evaluar qué tipo de levaduras se desea incorporar como cultivo iniciador dado que
muchas levaduras (como las dos utilizadas en esta etapa de la Tesis) presentan actividad
pectinasa.

En las sidras obtenidas a partir de mosto de manzana se observé una menor variabilidad
a nivel aromatico. Las dos sidras fermentadas con la cepa aislada de sidra S. uvarum
NPCC1420 (Granny Smith y Pink Lady) mostraron caracteristicas muy similares, hecho que
esta relacionado con el elevado porcentaje de implantacion obtenidos en los dos casos con
esta cepa. Los metabolitos tipicos producidos por esta cepa fueron el glicerol y el 2-
feniletanol, compuestos que se han descripto como metabolitos tipicos producidos en altas
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concentraciones por S. uvarum y que ya fueron discutidos en la primera parte de esta Tesis.
Al comparar entre la dos sidras fermentadas con cepas de S. uvarum, se detectd que la cepa
de sidra produjo concentraciones significativamente mayores de estos metabolitos que los
evaluados en las sidras donde se inoculd la cepa de chicha NPCC1314, lo que sigue
resultando de interés enoldgico que convierte a la cepa de S. uvarum NPCC1420 aislada de
sidra, en una herramienta biotecnoldgica mas interesante, cuando se compara a esta cepa en
relacién a sidras fermentadas por un complejo de cepas de S. uvarum (no caracterizadas).
Esta diferenciacion a nivel intraespecifico ya fue descripta previamente para la especie
(Magyar y Toth, 2011) y discutida anteriormente en esta Tesis. A nivel sensorial, la
preferencia del publico fue variable ya que eligieron la sidra fermentada por esta cepa
NPCC1420 sélo cuando se compararon las obtenidas a partir de manzanas Pink Lady. Como
ya se menciond, estos resultados de preferencia deben ser considerados teniendo en cuenta
que la cepa S. uvarum NPCC1314 de chicha no logré una buena implantacion en estos
Mostos.

Pero al contrario en mosto Granny Smith el publico prefirid la bebida fermentada con
la cepa de chicha NPCC1314. Si bien en estas sidras la implantacion fue baja, la misma llegd
al estadio final de fermentacion, indicando que probablemente algunos de los metabolitos
producidos en estas sidras pueden deberse a la cepa inoculada, aunque resulta dificil de
asegurar esta aseveracion. Esto ademas podria ser la causa de que las sidras fermentadas con
las dos cepas sean maés diferentes a nivel aromatico y sensorial. En general la mayoria de los
compuestos con impacto sensorial positivo se encontraron en concentraciones mas elevadas
en las sidras fermentadas con la cepa de sidra NPCC1420 (glicerol, sorbitol, &cido malico,
algunos alcoholes y esteres), pero esta bebida presentd un defecto a nivel aromatico de
acuerdo a los comentarios realizados por el panel de expertos, que hizo que el publico
prefiriera el producto inoculado con la cepa de chicha NPCC1314.

En conclusion, la cepa S. uvarum NPCC1420 aislada de sidra, posee varias
caracteristicas de interés enoldgico para la industria sidrera, mejores que la cepa aislada en
chicha S. uvarum NPCC1314, particularmente una mayor capacidad de competencia en las
condiciones similares a las comerciales. Estas caracteristicas podrian deberse a mecanismos
adaptativos tipicos de una levadura domesticada y podrian relacionarse a una mayor

resistencia al SO2, mayor tolerancia al etanol, entre otras. Esta cepa produce también una
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variedad de compuestos aromaticos de interés para la elaboracion de esta bebida. De todas
formas, resulta interesante resaltar que en todos los casos se advirtio (a nivel quimico y
sensorial) una gran diferencia entre las bebidas fermentadas, indicando un marcado efecto de
las cepas en las propiedades de las sidras. De hecho, estos ensayos permitieron también
evidenciar que para cada sustrato podria proponerse el uso de una cepa de levadura particular,
que permita obtener un perfil aromatico de mejor calidad. Por ejemplo, la cepa aislada de
chicha S. uvarum NPCC1314 en particular también podria ser una alternativa para elaborar
sidra de pera, en donde la implantacion, cinética, aromas e impacto sensorial fueron mejores.
Durante el desarrollo de este capitulo han surgido varias interrogantes relacionadas
sobre todo con las relaciones filogenéticas que existen entre las cepas estudiadas de S.
uvarum, como asi también sobre las posibles adaptaciones de las distintas cepas a los
procesos fermentativos que podrian estar involucradas en el proceso de domesticacion de
esta especie, como se observé en S. cerevisiae. Mientras que algunas de estas respuestas
exceden el alcance de esta Tesis, otras trataran de ser dilucidadas en el siguiente capitulo.
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Capitulo IlI: Introduccion

INTRODUCCION

En la Patagonia se encuentra la mayor diversidad genética de la especie S. uvarum,
reportdndose dos subpoblaciones muy divergentes, tanto es asi que se cree que el origen de
esta especie probablemente sea la Patagonia (Almeida et al., 2014). Actualmente esta especie
ha sido aislada en muchas partes del mundo y su distribucion alcanza todos los continentes
con excepcion de Africa (Almeida et al., 2014; Rodriguez et al., 2017; Zhang et al., 2015).
Sin embargo, asociada a eventos fermentativos solamente fue aislada en diferentes paises de
Europa (conformando una poblacion con muy baja variabilidad) y recientemente en la
Patagonia. La incorporacion de cepas aisladas de sidra (caracterizadas en el capitulo | de esta
tesis) permite reconstruir una linea desde el ambiente natural hasta el ambiente mas
industrializado en la Patagonia, lo que impulsé a llevar a cabo comparaciones a nivel mundial
en esta especie, entre cepas fermentativas y de ambientes naturales con el objetivo de hacer
foco en la historia evolutiva de esta especie principalmente en la Patagonia.

Este capitulo se organiz6 en dos partes:

Parte |: Se estudiaron eventos a nivel gendmico con el objetivo de reconstruir la
historia evolutiva de la especie, para ello a nivel local (con 33 cepas PatagoOnicas) se
estudiaron procesos biogegraficos y de dindmica poblacional, y posteriormente a nivel global
(incorporando al andlisis local 27 cepas europeas aisladas de ambiente naturales y
fermentativos y una cepa de Nueva Zelanda utilizada como grupo externo) se realizaron
estudios filogenéticos, de estructura poblacional, asi como de diversidad nucleotidica, a nivel
del genoma nuclear y mitocondrial, a fin de poder interpretar la historia evolutiva de las
poblaciones Patagoénicas.

Parte I1: Se estudio el comportamiento fisiologico global de la especie con todas las
cepas analizadas a nivel genotipico (con excepcién de las dos cepas patagdnicas CRUB1556
y 1778, y la cepa australiana ZP966, debido a que no se contaba con autorizacion en el
laboratorio para su uso en este tipo de ensayos) en respuesta a cuatro diferentes escenarios
relacionados directamente con la adaptacion de las levaduras a procesos fermentativos
industriales, entre ellos el estatus nutricional (perfil de consumo de nitrogeno facilmente
asimilable), respuesta a la temperatura y resistencia al etanol y al Diéxido de Azufre (SO,).
Ademas, se realizaron competencias entre las subpoblaciones genémicas mas divergentes a

fin de poder interpretar la respuesta de las mismas en hipotéticos escenarios de coexistencia.
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MATERIALES
1. Mosto
Mosto de manzana variedad Granny Smith, cosecha 2016. Las caracteristicas del mismo se

describen en la Tabla 1.1 en el apartado Materiales del Capitulo 1.

2. Levaduras

En este capitulo se utilizaron un total de 61 cepas de S. uvarum; 31 cepas Patagdnicas
caracterizadas a nivel molecular y fisiologico en el capitulo 1 (Capitulo 1, etapa 2, resultados
Tabla 1.5). Ademas, se incorporaron con fines comparativos 57 levaduras de referencias: dos
cepas Patagonicas CRUB 1586 y 1778, 27 cepas europeas (21 aisladas de ambientes
fermentativos y 6 aisladas de ambientes naturales) y una cepa de Australia ZP966 aislada de

ambiente natural (Tabla 2.1).

3. Medios de Cultivo

3.1. Medios de cultivo generales

GPY-caldo (m/v): 0,5% extracto de levadura, 0,5% pluripeptona, 2% glucosa.
GPY-agar (m/v): 0,5% extracto de levadura, 0,5% pluripeptona, 2% glucosa, 2% agar.
Medio de esporulacion AcK (acetato de potasio) (m/v): 1% acetato de potasio, 0,1%

glucosa, 0,125% extracto de levadura, 2% agar.
3.2. Medios de cultivo para ensayos de estrés y competencias

Medio YNB-caldo (Medio base nitrogenado para levaduras) (m/v): 0,67% de YNB
amortiguado a pH 4,5 y suplementado de acuerdo a la condicion en estudio.

Medio YEPD-TA + Sulfito (m/v): 2% pluripeptona, 1% extracto de levadura, 2% glucosa,
2% agar, acido tartarico 75mM, pH 3,5. Se inocularon concentraciones crecientes de sulfito
(0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 y 4 mM) de sulfito con espatula de Drigalsky y se esper0 48 h
con la finalidad de que el sulfito se combine con el medio.

Mosto Sintético MS300. La composicion quimica del mosto sintético se detalla a

continuacion (Tabla 2.2), este mosto contiene los compuestos basicos de un mosto de uva.
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Tabla 2.1. Cepas de referencia de S. uvarum utilizadas con fines comparativos.

CR:g?ee:’gr?cia Origen Pais Amlgﬁme Referencias
CRUBL1778 Semilla de Nothofagus pumillio Argentina N
CRUB1586 Cyttaria sp. Argentina N Almeida et al., 2014
ZP966 Semilla de Nothofagus solandri  Nueva Zelanda N
CBS7001 Insecto Esparia N Pérez-Través et al., 2014
CECT1369 Ambiente natural Hungria N
CETC1969 Jugo Ribes nigrum Holanda N
CECT10618 Alpechin Esparia N
NCAIM789 Exudado Carpinus betulus Hungria N
NCAIM868 Exudado material Hungria N
CETC1884 Vino Espafia F
CBS2946 Desconocido Desconocido -
CECT10174 Desconocido Espafia -
CECT1189 Cerveza ale Inglaterra F
CECT12600 Mistela Espafia F
CECT12627 Vino Espafia F
CECT11036 Cerveza Desconocido F
CECT12629 Mosto Espafia F
CECT12669 Uvas Espafia F
CETC12922 Vino Espafia F
CECT12930 Vino Espafia F
CBS377 Vino de pera Alemania F
CBS431 Jugo de pera Desconocido F
CBS2986 Vino Suiza F
CBS2898 Starter vino Suiza F
S10 Sidra Irlanda F
S4 Sidra Irlanda F
S14 Sidra Irlanda F
S20 Sidra Irlanda F
ZIM2112 Mosto Eslovenia F
ZIM2113 Mosto Eslovenia F

F: Ambiente fermentativo; N: ambiente natural.-(origen desconocido)

-Los aminodcidos utilizados para la realizacion del mosto sintético MS300 fueron provistos

por Sigma.

-El medio de cultivo YNB fue de marca Difco™, Bectron and Dichinson Company, Sparks,

MD.

-Los reactivos restantes utilizados para los medios de cultivo fueron de calidad pro-analisis.

4. Reactivos utilizados en estudios moleculares

4.1. Soluciones

Solucion 1 (400 mL): 372,27 mL de sorbitol 1M y 72,72 mL de EDTA 0,5M. Autoclavar.
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Tabla 2.2 Composicion del Mostos Sintético MS300

Compuestos generales g/L Aminoécidos (en 1 L de solucion n
Glucosa 100 tampon NaHCO3 2 %, 20 g/L) g
Fructosa 100 Ltirosina 15
NH4CI 0,46 L-triptofano 13,4
Acido malico 5 L-isoleucina 2,5
Acido citrico 0,5 L-&cido aspaértico 3,4
Acido tartarico 3 L-acido glutamico 9,2
KH2PO4 0,75 L-arginina 28,3
K2SO4 0,5 L-leucina 3,7
MgSO, . 7 H.0 0,25 L-treonina 5,8
CaCl, .2 H,0 0,16 L-lisina 14
NaCl 0,2 L-glutamina 38,4
Vitaminas (1000 X) 10 L-alanina 11,2
Oligoelementos (100 X) 1 L-valina 3,4
Aminoacidos 13,09 L-metionina 2,4
(ng(t)%r;s)de anaerobiosis 1 L-fenilalanina 2,9

Oligoelementos (solucion stock L -serina 6

1000 x)

MgSOs . H.0 4 L-histidina 2,6
ZnS0O4 4 L-lisina 1,3
CuSO; . 5H,0 1 L-cisteina 15
Kl 1 L-prolina 46,1
CoCl; . 6H,0 0,4 Vitaminas (solucion stock 100 x)

HsBOs 1 Mio-inositol 2
NaMoO. . 2H,0 1 Acido nicotinico 0,2

Eggéo)r(e;s de anaerobiosis (solucién stock Panteonato de calcio 0,15
Ergosterol 15 Tiamina HCI 0,025
Acido oleico 5 Piridoxina HCI 0,025

Se mezclan los factores de anaerobiosis en Biotina 0,0003

etanol puro y Tween 80 (1:1)

Solucion 2 (400 mL): 20 mL de Tris-HCI 1M, 16 mL de EDTA 0,5M y H20 destilada c.s.p.
400 mL. Ajustar a pH 7,4 y autoclavar.

Acetato de potasio, AcK (5M/3M): a 60 mL de una solucion de AcK 5M se afiadi6 acido
acético glacial hasta pH 4,8 y se llevo a 100 mL con H20 destilada.

Solucion reguladora TBE: 45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA, pH 8.

4.2. Enzimas y reactivos
-La Zimoliasa 20T utilizada fue provista por US Biological, y se utilizd resuspendida en

Solucion 1 (2 mg/mL).
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-La Tag ADN polimerasa, CloMg y dNTPs fueron provistos por Inbio Highway (Argentina).
-Los cebadores BRE5, CAT8, MNL1, GAL4, MET6, CYC3, EGT2 y COX2 fueron
suministrados por Genbiotech (Argentina).

-Enzimas Hinf | y RNAasa fueron provistas por Roche Diagnostics© (Germany).

-Los dNTPs fueron provistos por Promega.

-Los marcadores de peso molecular de 100-bp y 50-bp fueron provistos por Inbio Highway
(Argentina).

-La agarosa fue provista por Genbiotech.

-El Gel Red fue de la marca por Biotum.

-El Sorbitol fue provisto por Anedra.

-El agua milliQ utilizada fue de Sintorgan®.

Kit de purificacion de ADN AccuPrep® (Cat. No. k-3034, K-3034-1) Bioneer, Inc Korea.

El resto de los reactivos utilizados fueron de calidad pro-analisis.

METODOS
1. Anélisis Evolutivos de S. uvarum
1.1. Andlisis Filogeografico

Los analisis filogeograficos se realizaron con las cepas de S. uvarum de la Argentina,
incluyendo las 31 cepas caracterizadas previamente y dos cepas de referencia CRUB1586 y
CRUB1778. Se amplificaron los genes nucleares BRE5, CAT8, CYC3, GAL4, MET6, EGT2
y MNLL1 segun las especificaciones descriptas por Perez-Traves et al., 2014. Los productos
de PCR fueron purificados usando kit de purificacion de ADN AccuPrep siguiendo el
protocolo descripto por el fabricante (Bioneer, Inc). La secuenciacion se realizé utilizando
los servicios de la empresa Macrogen, Korea. Los genes secuenciados se concatenaron para
obtener una matriz Unica de datos utilizando el programa Sequences Matrix (Vaidya et al.,

2011) y, ademas, con la misma matriz se realizaron los siguientes analisis filogeograficos:
Distribucion geografica
El estudio de la dispersion geografica se realizé ingresando a la matriz concatenada de

los siete genes nucleares mencionados previamente, las georeferencias de los sitios de

aislamiento de las cepas con el objetivo de localizar los haplotipos en proporcién a las

147



Capitulo 11: Métodos

ubicaciones cartograficas de donde se aislaron. La representacion en el mapa de los

haplotipos se realizo utilizando el software online PhyloGeoWiz (http://phylogeoviz.org).

Construccion de Red de Haplotipos

Se realizo en primera instancia la clasificacion de los haplotipos utilizando el programa
DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009) y posteriormente la construccion de la red de haplotipos
con el estadistico Median Joining (MJ) utilizando el software Network 4.5

(http://www.fluxus-engineering.com/).

Mismatch distribution

La construccién del andlisis de distribucion de las frecuencias alélicas con el objetivo
de evaluar los recientes cambios poblaciones se realizé utilizando el programa Arlequin
v1.05, el archivo de entrada (input) utilizado fue el generado previamente en el programa
DNAsp (*.arp). Los analisis se realizaron bajo un modelo poblacional constante (hipotético).
Una vez obtenidas las frecuencias se realizo el grafico de barras en Excel.
Estadisticos de Test de Neutralidad de Tajima y distancia entre poblaciones

-Proporcion de sitios segregantes ps: S/total de la secuencia, siendo S la cantidad de
sitios segregantes (Tajima, 1989).

-Theta ® (Nei y Kumar 2000): ® = ps/a;, donde a; es =1+2-1+21+. . (m-1)?, y m la tasa
de mutacion por sitio para el modelo.

-Distancia nucleotidica o heterocigosidad = (Nei y Li, 1979): 7 = Z?j xi xj dij

Donde q es el numero total de alelos diferentes en la poblacion, xi es la frecuencia
poblacional del alelo i y djj es el nimero de nucle6tidos diferentes o sustituciones por sitio
entre i y j. En una poblacion al azar este estadistico mide la heterocigosidad esperada.

-Estadistico D de Tajima (Tajima, 1989): Se calcula obteniendo la estimacion entre los
4
JV (@
dos parametros y V(d) la desviacion estandar de d.

pardmetros ® y x con la siguiente formula D = donde d indica la diferencia entre los

1.2. Andlisis Filogenéticos

1.2.1. Arboles filogenéticos
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Los arboles filogenéticos se realizaron con el objetivo de establecer relaciones
evolutivas entre las diferentes poblaciones de S. uvarum a nivel global, incluyendo cepas
representantes de diferentes paises de Europa.

Para la construccion del Arbol de los genes nucleares se utilizaron las secuencias de
los siete genes previamente utilizados para la construccion de la red de haplotipos y se
agregaron en esta instancia las secuencias- obtenidas de la base de datos del GenBank- de
estos siete genes de las cepas europeas, patagonicas y australiana (Almeida et al., 2014;
Rodriguez et al., 2017, 2014) (Tabla 1). Un total de 61 cepas de S. uvarum fueron utilizadas
para construir los arboles filogenéticos. La cepa australiana ZP966 fue utilizada como grupo
externo (outgroup) para lograr el enraizado del arbol.

Los siete genes para las 61 cepas se concatenaron utilizando nuevamente Sequences
Matrix (Vaidya et al., 2011). Con la matriz concatenada cada set de secuencias homdlogas
se alinearon utilizando el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). EI mejor modelo
evolutivo se seleccion6 utilizando el programa JModelTest y el estadistico de asociacion
utilizado fue Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) utilizando el programa MEGA7
(Kumar et al., 2016). Para el analisis del gen mitocondrial COX2 se utilizé el andlisis
Neighbor net Joining que contempla mecanismos de evolucion reticulada (Huson y Bryant,

2006), con la ayuda del programa SplitsTree version 4.14.3 de acceso libre.

1.2.2. Estructura poblacional

Los analisis de estructura poblacional se realizaron para las 61 cepas mencionadas
previamente con la secuencia de los siete genes nucleares utilizando el programa
GENELAND (Guillot et al., 2012) el mismo utiliza el método de agrupamiento Bayesiano
individual. El nimero de poblaciones K se estim6 con multiples corridas con 1 millon de
iteraciones y un burning de 100000 generaciones. Los resultados se produjeron con un K fijo
inicial con un tope de 10 K. En adicion, se realizaron 30 maltiples corridas independientes
con 2 millones de iteraciones y un burning de 200000 (Coulon et al., 2006) para confirmar
la primer corrida. Para el analisis se usaron los datos diploides de las secuencias y se asumio

el modelo poblacional correlacionado entre poblaciones.

2. Ensayo de tolerancia a factores de estrés
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De todas las cepas caracterizadas a nivel gendmico también nos intereso conocer el
comportamiento fisiologico para diferentes condiciones de estrés relacionadas con los

procesos fermentativos.

2.1. Preparacion del in6culo

Cada cepa de levadura fue inoculada en forma individual en 5 mL de caldo GPY y
luego incubada a 27°C por 48 h. Luego, 1 mL de cada aislado fue centrifugado a 8000 x g
durante 5 min. El precipitado de células obtenido se lavd con agua estéril, se centrifugo y se

resuspendio en 0,5 mL de agua estéril para obtener una concentracion de 1 x 108 células/mL.

2.2. Crecimiento en microplacas de 96 pocillos

Cada pocillo de una microplaca fue rellenado con 0,25 mL con medio YNB o0 mosto
sintético seguin el ensayo e inoculado con 0,1 mL de suspension de levadura (1 x 10° células/
mL).

Para evaluar el crecimiento en diferentes temperaturas se utilizd el medio YNB
suplementado con 20 g/L de glucosa como fuente de carbono y las microplacas se incubaron
a8, 13, 25,30y 37°C.

Para el ensayo de estrés por etanol el medio YNB también fue suplementado con 20
g/L de glucosa y se agreg6 etanol absoluto para obtener las siguientes concentraciones
finales: 0, 2, 3, 5, 7y 8% (V/v).

Para el ensayo de estatus nutricional se utiliz6 mosto sintético MS300 y se suplemento
con nitrégeno facilmente asimilable FAN (incluyendo los aminoacidos del medio y amonio)
para obtener las siguientes concentraciones de nitrégeno: 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 220 y 300 mg/L.

Todas las placas se incubaron a 25°C, con excepcion de las correspondientes al ensayo
de respuesta a estrés por temperatura. El crecimiento se monitored a traves de la medicion de
DOs30nm mediante un lector de Microplacas (Rayto RT-2100 C, Nanshan, Shenzhen, China).
Las mediciones fueron realizadas cada hora durante al menos tres dias (dependiendo de la

condicion) con agitacion previa de las microplacas durante 40 segundos.

2.3. Ensayo de crecimiento celular a diferentes concentraciones de SO2 en placas
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Se desarroll6 un ensayo de crecimiento por goteo en placas de YEPD-TA suplementada
con sulfito en las siguientes concentraciones: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 mM. Las placas fueron
inoculadas con 3 pL (cada gota) de una suspension de levaduras con una concentracion final
de 1 x 108 células/mL proveniente de cada una de las cinco diluciones seriadas consecutivas
realizadas. Las placas fueron incubadas a 25°C y el crecimiento fue observado diariamente

durante cinco dias.

2.4. Cinéticas de crecimiento

Los datos de DO obtenidos para cada cepa fueron modelados, utilizando la funcion de
Gompertz modificada (Arroyo-Lopez et al., 2009) y el software STATISTICA 8.0 (StatSoft,
Tulsa, OK, USA). A diferencia de lo descripto previamente para el modelado de las
microfermentaciones (Capitulo 1), en el caso de la DO se utiliza el In(Nt/No) como variable

dependiente Y. En este caso la ecuacidn resultante para el modelo es la siguiente:

v = A-{exp |- exp (((max - 2718282)/4) - (1 — )+1)]}

Donde en la variable dependiente dada por Y = In(N; /N,), N, es la densidad 6ptica
inicial del cultivo y N; es la densidad 6ptica medida al tiempo t. A = In(N,, /Ny) es el valor
maximo de poblacion alcanzado cuando N, Umasx €S la méxima velocidad de crecimiento
especifica (h™) y A es la duracion de la fase lag o de inicio hasta alcanzar la fase de

fermentacidn tumultuosa (h).

2.5. Analisis estadisticos de agrupamiento

2.5.1. Grafico de calor (Heatmaps)

Los graficos de calor se realizaron con los parametros cinéticos (fase lag A y maxima
velocidad especifica de crecimiento p) estandarizados por separado. Los resultados se
expresan en tonalidades de colores que van desde verde (valores negativos) hasta rojo
(valores positivos) que indican que el pardmetro en menor 0 mayor a la media (del analisis
de todas las cepas en cada condicion ensayada) respectivamente. Este grafico se realizo
utilizando el software MeV Multiexperimental Viewer 4.9.0. (Saeed et al., 2003).

2.5.2. UPGMA

Se utiliz6 como medida de asociacién entre individuos la asociacion por CLUSTERS-
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), método de agrupacion
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jerarquica. El software utilizado fue MeV Multiexperimental Viewer 4.9.0. (Saeed et al.,
2003).

3. Competencias entre cepas de Saccharomyces uvarum

Las competencias se realizaron entre cepas que se destacaron en cada condicion de
estrés analizada con el objeto de evaluar las posibles ventajas de unas sobre otras.

Con respecto al estatus nutricional se realizaron competencias en las dos condiciones
extremas: 40 y 300 mg/L de nitrogeno en mosto sintético MS300. Con respecto al
crecimiento a diferentes temperaturas se evalué a 13°C y 30°C en medio YNB. En cuanto a
la tolerancia al etanol se evalu6 a 0 y 8% v/v en medio YNB y en cuanto al estrés por SO se
evalué en medio YNB con concentraciones de 60 y 100 mg/L de SO libre.

Para las cuatros situaciones de estrés analizadas se utilizd una cepa representativa de
cada una de las poblaciones de S. uvarum descriptas (Holartica, Sudamérica A y Sudamérica
B). Las mismas fueron CECT12600, NPCC1298 y NPCC1414.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en frascos de 50 mL conteniendo 35 mL del
correspondiente medio y se realizaron por duplicado. Las mismas se inocularon con tres
cepas de S. uvarum de diferentes origenes, el inoculo inicial de cada cepa fue de 1x10°
células/mL. El porcentaje de implantacién se analiz6 en el estadio final de las fermentaciones,
a partir de una alicuota de cada fermentador se aislaron 20 colonias al azar de cada placa para
su identificacion mediante analisis de RFLP-ADNmt.

4. Traslocacion del Cromosoma XVI por VIl

Para confirmar una traslocacién reciproca entre el cromosoma XVI 'y el cromosoma
VIl para todas las cepas analizadas filogenéticamente y fisioldgicamente (patagonicas y
europeas) se disefiaron cuatro cebadores correspondientes a la localizacion de la supuesta
traslocacion. Estos cebadores se nombraron como XVI-F, XVI-R y VII-F, VII-R y amplifican
un segmento de 600 pb en el respectivo cromosoma. Para detectar la traslocacion las
amplificaciones se realizaron combinando los cebadores: XVI-F/XVI-R, VII-F/VII-R, XVI-
FIVI-R, VI-F/XVI-R. Aquellas cepas que amplificaron con la combinacion XVI-F/XVI-R,
VII-F/VII-R fueron las de tipo wild type y no presentaron la traslocacion mientras que las
que amplificaron con la combinacion XVI-FIVI-R,

VI-F/XVI-R si la presentaron. La PCR se realizo en un termociclador Progene (Techne,
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Cambridge, UK) y los cebadores utilizados fueron: XVI-F (GCTGGCTAAACGCGTGAT);
XVI-R (ACTCGTGTGACTGGGGTC); VII-F (GTGACGTAAACGACTTTTGCGC) y
VII-R (GAACGTCCATTGCGTACGAG). Dos pL de ADN diluido (1/20) se resuspendieron
en 18 pL de la mezcla de amplificacion conteniendo 0,16 pL de cada cebador 50 uM, 1,6 ul
deoxinucleétidos (dATP, dTTP,dCTP y dGTP) 1 mM, 0,8 uL de MgCl, 25 mM, 4 uL de
solucién reguladora para Taq ADN polimerasa (5X), 1,2 puL de agua destilada estéril y 0,1
pL de Tag ADN polimerasa (1U/uL). Los parametros del termociclador fueron: un ciclo de
desnaturalizacion (95°C por 5 min), luego 35 ciclos de tres pasos- desnaturalizacion (94°C
por 1 min), hibridacion (60°C por 2 min) y extension (72°C por 2 min)- y por Gltimo un ciclo
de extension (72°C por 10 min). Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al
1,5% m/v con solucion reguladora TBE 1X. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante
(90V). Los geles se tifieron con Gel Red 5000X (0,3 uL/mL) y se revelaron bajo luz
ultravioleta (UV). Como marcador de peso molecular se utilizé una escala de fragmentos de
ADN de 100 pb.
5. Expresion génica del gen SSU1 por PCR-RT

Se realizé el estudio de la expresion diferencial del gen SSU1 de cuatro cepas de S.
uvarum seleccionadas por sus capacidades de crecimiento en placas suplementadas con SO;
y por sus origenes genéticos. Las cepas seleccionadas fueron la europea CECT12600 y las
patagénicas NPCC1314 y NPCC1290 aisladas de chicha y A. araucana respectivamente.
Para ello se realizo, extraccion de ARNm utilizando el método de fenol:cloroformo con
modificaciones menores descripto por Combina et al., (2012). EI ADNc fue sintetizado a
partir del ARN y la expresion del gen SSU1 se cuantificd por PCR en tiempo real (QRT-
PCR). ElI DNACc fue sintetizado usando 13ul (2ug de ARN) y el mix se constituy6 con 0,8
mM de dNTPs, 80 pmol Oligo (dT). La mezcla se incubd a 65°C durante 5 minutos y en
hielo durante 1 minuto. Luego, se agregaron 5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 U de inhibidores
de ARNsas (Invitrogen), 1x buffer Strand (Invitrogen) y 200 U de superscript I11 (invitrogen).
El mix se incub0 a 50°C durante 60 minutos y a 75°C durante 15 minutos. Los cebadores
utilizados fueron ssul-F (TGGCTACTTGAAAACGGCTCT) y ssul-r
(ACTGGCAGTCTTTTCCGTCC) disefiados a partir de las secuencias completas. Para
obtener la curva estandar se utilizaron los cebadores control actl y rnd18-1 de expresion

constitutiva en esta especie (Starovoytova et al., 2013).
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RESULTADOS PARTE |
1. Analisis evolutivo de S. uvarum
1.1. Filogeografia de cepas de S. uvarum patagonicas

Con el objetivo de comprender las relaciones filogenéticas y posible evidencia de flujo
génico entre levaduras aisladas de los diferentes ambientes analizados, que puedan
relacionarse con la distribucién geogréfica y la historia de las cepas de S. uvarum en la
Norpatagonia, se procedio al andlisis filogeografico de las 31 cepas patagonicas
caracterizadas en el Capitulo anterior (Tabla 1.5). En primera instancia, y tal como se muestra
en la Figura 2.1, se procedié a la geolocalizacion de todos los aislados de S. uvarum
patagénicos. Se utilizaron los datos obtenidos de la caracterizacion molecular (patrones de
RAPD-PCR y mtDNA-RFLP) en el Capitulo anterior, a fin de mostrar la variabilidad
intraespecifica detectada en cada sitio de muestreo y sustrato. A fin de contar con un dato
que permita comparar las zonas de muestreo y sustratos, se calculé la variabilidad
intraespecifica (V.l). Debido a que en las muestras de ambientes naturales y las de
fermentaciones se obtienen de diferente manera, este dato es meramente descriptivo. Como
se observa en la Figura 2.1, la mayor variabilidad se encontré en la zona de muestreo
Huechulafquen, Argentina, sitio del cual se aislaron Unicamente cepas de ambientes
naturales. En contraste, la menor variabilidad fue observada en la zona de Cipolletti,
Argentina para los aislados de sidra. Cabe mencionar que estos aislados de sidra provienen
de un Unico mosto (fermentaciones en Red Delicious a 13°C), de la misma manera que las
cepas de chichas aisladas de Pucdn y Tirla; sin embargo, la variabilidad intraespecifica en
las chichas fue mayor.

En segunda instancia, se obtuvieron las secuencias de regiones correspondientes a siete
genes nucleares (BRE5, CAT8, CYC3, GAL4, MET6, EGT2 y MNL1) a partir de ADN
proveniente de las 31 cepas de S. uvarum patagonicas. Se utilizaron las cepas de S. uvarum
CRUB1778 y CRUB1586 como referencia de las poblaciones Patagonicas denominadas
Sudamérica A (SA-A) y Sudameérica B (SA-B), reportadas por Almeida et al. 2014.
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Figura 2.1. Distribucion geografica de diferentes aislados de S. uvarum en la Norpatagonia. A: Aislados de
Sidra en Cipolletti, Argentina. B y C: Aislados de A. araucana de Huechulafquen y Tromen, Argentina
respectivamente. D, E y F: Aislado de Chicha de Villarrica, Pucén y TirGa, Chile, respectivamente. 1.V:
Variabilidad intraespecifica en cada zona de muestreo.

En la red de haplotipos se pueden distinguir tres grandes grupos de cepas, que se
denominaron grupos A, B y C, con un flujo génico limitado (Figura 2.2). Particularmente se
evidenci6 un flujo génico muy bajo o nulo entre el grupo B y los grupos Ay C. El grupo C,
conformado por un unico haplotipo cuyo representante es la cepa NPCC1309, parece derivar
de un ancestro comudn incluido en la poblacion A. El haplotipo representado por la cepa S.
uvarum NPCC1309 fue el Unico detectado en tres ambientes distintos: Villarrica, Pucon y
Tirta, siendo ademas el Unico haplotipo en comun en todas las chichas. La principal
diferencia entre el haplotipo representado por la cepa S. uvarum NPCC1309 (grupo C) y los
haplotipos incluidos en el grupo A, fue la presencia de un alelo proveniente de S. cerevisiae
correspondiente al gen MNL1 en el primero. En el grupo A se observo un elevado flujo génico
entre los individuos, evidenciable en el alto nimero de interconexiones de la red entre cepas
dentro del grupo.

En este analisis ademas se observd una pseudo estructuracion geografica, delimitando
subgrupos como Cipolletti, Tromen, Villarrica y Tirta (Figura 2.2) en donde un unico
hipotético haplotipo origina al resto de los individuos en la misma zona de muestreo (forma
de red estrellada). En contraste, en la zona de muestreo Huechulafquen se observé la mayor
heterogeneidad poblacional, y por ende una falta de estructuracion geogréafica. El caso méas
extremo parece corresponder a la cepa S. uvarum NPCC1293, que no comparte flujo génico
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con ninguna cepa de la misma zona de muestreo, localizandose incluso en el grupo B (Figura
2.2).

La poblacion B se encontro representada Unicamente por cepas aisladas de ambientes
naturales todas de la zona de Tromen, con excepcion de la cepa S. uvarum NPCC1293,
mencionada en el parrafo anterior. Las cepas utilizadas con fines comparativos CRUB1586

y CRUB1778 se ubicaron asociadas a la poblacion A y B, respectivamente.

A Cipolletti, Argentina
B Huechulafquen, Argentina C B
’ Tromen, Argentina 1309
. Villarrica, Chile
E, Pucén, Chile
‘ Tirua, Chile

‘ Perito Moreno National Park, Argentina
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Figura 2.2. Red de haplotipos de diferentes cepas de S. uvarum de la Norpatagonia.

un tamafio poblacional estable por un largo periodo de tiempo, sin procesos de expansion
reciente. Por el contrario, en todas las zonas geograficas donde se aislaron las cepas de chicha
se observé un comportamiento Bimodal (dos campanas opuestas) para los datos observados,
indicando una separacion poblacional reciente (Figura 2.3). Por ultimo, en la zona de
Cipolletti (sidra) se observo una marcada forma unimodal desplazada hacia la izquierda, que
indica una reciente expansion poblacional en esta area. Finalmente, en la zona de Villarrica
(chicha) se observé un modelo de tipo, mientras que el modelo de prediccion indico que es

se trata de una poblacion que se encuentra en reciente expansion.
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1.2. Anélisis filogenético global de S. uvarum

Las 31 cepas de S. uvarum que se analizaron previamente para estudios filogeogréaficos
se utilizaron para realizar una reconstruccion global de la filogenia de la especie. Para esto
se incorporaron al anélisis, ademas de las dos cepas patagonicas de referencia (CRUB1778
y CRUB1586) previamente utilizadas, 27 cepas europeas aisladas de diferentes paises y
origenes (Pérez-Través et al., 2014) y una cepa aislada en Nueva Zelanda (ZP966) utilizada
como grupo externo. En la Tabla 1 se detallaron las principales caracteristicas de estas nuevas
cepas de S. uvarum. Con este nuevo total de 61 cepas de diferentes origenes y paises se
procedio a la reconstruccion de un arbol filogenético, utilizando el método Neighbor Joining
(NJ) y los datos de secuencias nucleotidicas de los siete genes nucleares antes mencionados
(BRE5, CATS8, CYC3, GAL4, MET6, EGT2 y MNL1).
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Figura 2.3. Mismatch distribution de todos los haplotipos de S. uvarum de la Norpatagonia. Las lineas continuas representan los datos simulados por el
modelo, las lineas punteadas los datos observados.
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En el arbol filogenético de genes nucleares (Figura 2.4) se formaron tres grandes
clados, nombrados A, B y C. El clado C esta integrado por la cepa ZP966 utilizada como
grupo externo. En clado B se formd casi exclusivamente con las cepas aisladas de ambientes
naturales (A. araucana) provenientes de la zona de Tromen, Argentina, excepto por la cepa
S. uvarum NPCC1293 que fue aislada en Huechulafquen. Este clado es consistente con el
grupo B formado en la red de haplotipos (Figura 2.2) y presenta una gran distancia con el
resto de las cepas Patagdnicas. Por Gltimo, el clado A es el mas heterogéneo de todos, esta
formado por la mayoria de las cepas de S. uvarum, incluyendo cepas europeas y patagonicas,
aisladas de ambientes naturales y de ambientes fermentativos. Aunque este gran grupo es
muy heterogéneo, la mayoria de las cepas Patagdnicas estdn mas cercanas entre si, de igual
manera que las cepas europeas entre si, con excepcion de la cepa NCAIM 868 que quedd
mas relacionada con las patagoénicas.

Ademas, se puede observar que las cepas aisladas de sidra en la ciudad de Cipolletti
Argentina, se encuentran muy cercanas entre si, y estan cercanamente relacionadas a cepas
aisladas de chicha (Figura 2.4). Se observo también un grupo formado por cepas europeas
aisladas de (cepas S04, S10 y S14) que se agrupan con la cepa NPCC1309 proveniente de
chicha de la Patagonia. Estas cepas se relacionan debido a la presencia de una introgresion
en el gen MNL1 correspondiente a la especie S. cerevisiae. Esta introgresion es la causa del
agrupamiento y justifica la cantidad de sustituciones nucleotidicas medias por sitio que

manifiestan en relacion a las demas cepas.

1.3. Estructura poblacional de S. uvarum

Para el analisis de estructura poblacional se decidié omitir el gen nuclear MNL1 debido
a que la introgresion en este gen, con la especie S. cerevisiae, que presentan las cepas
NPCC1309, S04, S10 y S14 distorsiona este tipo de anélisis.

Al utilizar las 61 cepas que previamente fueron utilizadas en el analisis filogenético, se
pudieron observar solo dos cluster (K=2), uno correspondiente a la cepa ZP966 (utilizada
previamente como grupo externo) y otro cluster conteniendo el resto de las cepas (Figura
2.5.A). Esto se debe a la gran distancia génica que presenta esta cepa con el resto,
previamente observado en el arbol filogenético. Debido a la marcada divergencia que
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Figura 2.4. Arbol Filogenético de S. uvarum construido con el método Neighbor Joining (NJ) para siete genes nucleares (BRE5, CATS,
CYC3, GAL4, MET6, EGT2 y MNL1). La escala corresponde a la sustitucion nucleotidica media por sitio. Los puntos en los nodos se
corresponden a los valores de Bootstrap que respaldan el cluster. EI modelo evolutivo utilizado fue Kimura 2-parametros.
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mantiene la poblacion de Nueva Zelanda, se decidid volver a realizar el analisis excluyendo
esta Ultima cepa. Interesantemente, en este nuevo analisis se observaron tres grupos o
subpoblaciones diferentes (K=3). La subpoblacion K1 quedo constituida por todas las cepas
europeas con excepcion de la cepa NCAIM868, la cual quedd incluida en la subpoblacién
K2. También se incluyeron en la subpoblacion K1, un grupo de cepas aisladas de ambientes
fermentativos de la Patagonia, que incluyen cepas aisladas de chicha y todas las cepas
aisladas de sidra, con excepcion de la cepa NPCC1417 (Figura 2.5.B).

Unicamente las cepas aisladas de chicha presentaron mezclas genéticas entre las
subpoblaciones K1 y K2, que se evidenciaron por mostrar dos colores en el analisis de
estructura poblacional (Figura 2.5.B), siendo mas evidente en las cepas NPCC1330 y
NPCC1328 ambas aisladas de chichas de Villarrica.

La subpoblaciéon K2 se conformo con cepas aisladas de la Patagonia, incluyendo cepas
de ambientes naturales (Huechulafquen) y de chicha (Pucon, TirGa y Villarrica). En esta
subpoblacion también se encontrd la cepa de sidra NPCC1417, la cual representa el perfil
mayoritario en este ambiente. Finalmente, la subpoblacion K3 representa una poblacion
bastante homogénea, formada Unicamente por cepas aisladas de ambientes naturales de la
Norpatagonia (todas provenientes de Tromen, con excepcion de las cepas NPCC1293 de
Huechulafquen y CRUB1778 utilizada como cepa de referencia del grupo SA-B reportado
previamente por Almeida et al. 2014).

Es interesante observar que las cepas aisladas en la zona de Huechulafquen, Argentina,
se encuentran representadas en las tres subpoblaciones obtenidas en el analisis de estructura
poblacional: la cepa NPCC1289 se agrupo con la subpoblacién K1, la cepa NPCC1293 se
agrupd con la subpoblacion K3 y el resto se agrupé en la subpoblacién K2. Esta zona de
muestreo es altamente heterogénea y estos resultados son consistentes a los observados en la
red de haplotipos, siendo la Unica zona de muestreo en donde no se observd ningun tipo de

estructuracion geografica.

1.4. indices evolutivos
Con las 61 cepas se calcularon diferentes indices de variabilidad genética con el
objetivo de establecer relaciones evolutivas globales (entre todos los individuos) y

poblacionales. Utilizando los datos obtenidos de las secuencias de los siete genes nucleares,
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se calculo el namero de sitios segregantes (S) y la relacion entre este parametro y el total de
sitios (ps) que correspondid a 3129pb (Tabla 2.3). Los resultados obtenidos para estos indices
indicaron una relativamente baja cantidad de sitios segregantes para las cepas analizadas, con
un porcentaje de 8% de variabilidad. No obstante, cabe destacar que toda la extension de la
secuencia correspondié a regiones codificantes del genoma.

Ademés, se evalu6 el estadistico “Fst ®” y la distancia nucleotidica “n”. Los valores
obtenidos para estos parametros evidenciaron también una variabilidad genética
relativamente baja para toda la especie, de 1,7% y 0,8% respectivamente para los genes
analizados. Por Gltimo, el test de neutralidad de Tajima estimado es negativo y alto, indicando

el efecto de la seleccién normalizadora en este caso (Tabla 2.3).

A ESTRUCTURA K=2

ESTRUCTURA K=3

CECT11036

CBS2898
CBS2946
CBS2986
CBS377

uK1l =K2 =K3

Figura 2.5. Estructura poblacional de S. uvarum. A. Resultado obtenido con la incorporacion de la cepa de
Nueva Zelanda ZP966. B. Resultado obtenido excluyendo la cepa ZP966. Cepas europeas: fermentativas
(azul); ambiente natural (naranja); Cepas patagdnicas: ambiente natural (verde); chicha (fucsia); sidra (rojo).
K: grupos poblacionales.

Tabla 2.3: indices de distancia y test de Neutralidad de Tajima
m S ps 0 T D
61 259 0.081140 0.017338 0.007985 -1.910072

m: nimero de cepas; S: nUmero de sitios segregantes para la matriz concatenada de los 7 genes nucleares; ps: S/n
(extension total de la secuencia 3129pb); ©: Estadistico Fst de Wright 1951; x (diversidad nucleotidica o
heterocigosidad); D: Test de neutralidad de Tajima.
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Posteriormente se evalud la distancia genética entre los grupos (subpoblaciones) que
resultaron del andlisis de estructura poblacional: K1, K2 y K3. Para ello se utilizé el modelo
de Kimura 2-parametros para la sustitucion nucleotidica por sitio. La cepa ZP966 se utilizo
como grupo externo. A partir de los resultados de este analisis se observo que las poblaciones
K1 (formada por cepas europeas y algunas cepas fermentativas de la Patagonia) y K2 (cepas
fermentativas y de ambientes naturales de la Patagonia) presentan la menor distancia
nucleotidica (0,007). Por otra parte, la poblacion K3 (cepas patagonicas de ambientes
naturales) presentd una distancia menor con la poblacion K2 (patagonica) que con la
poblacion K1 (mayormente europea). Finalmente, el grupo externo formado por la cepa
ZP966 presentd la mayor distancia (entre 0,042 y 0,045) con el resto de las poblaciones,

indicando un valor critico para definir a esta cepa dentro de la especie S. uvarum (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Distancias nucleotidicas entre diferentes poblaciones de S. uvarum

K1 K2 K3
K1 - - -
K2 0,007 - -
K3 0,01 0,009 -
Grupo externo 0,044 0,045 0,042

1.4. Evolucién mitocondrial en S. uvarum

A fin de conocer si las relaciones filogenéticas observadas a nivel nuclear se relacionan
con las que podrian existir a nivel mitocondrial, se analizaron las secuencias del gen
mitocondrial COX2 de las 60 cepas estudiadas en esta Tesis. La cepa ZP966 no fue incluida
en este andlisis debido a que no se encontrd disponible la secuencia del ADN mitocondrial
de la misma, ni de ninguna otra cepa de esta region. Se seleccion6 este gen debido a que
habia demostrado previamente un alto poder discriminatorio entre cepas de S. uvarum (Pérez-
Través et al. 2014). Para el analisis filogenético se utilizd el método Neighbor net Joining.
En el mismo, en funcion de la cantidad de cepas y de la distancia observada en la red se
formaron cinco grandes grupos y luego ramificaciones menores. Los grupos I, 11y 111 (en si
representan tres haplotipos) estuvieron formados por todas las cepas europeas (de ambientes
naturales y fermentativos), todas las cepas de sidra y algunas cepas de chicha de la Patagonia,
con excepcion del grupo 11 que ademas estuvo formado por tres cepas aisladas de ambientes

fermentativos en la zona de Tromen (Figura 2.6). El grupo 1V (separado con linea de puntos)
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estuvo formado por seis diferentes haplotipos todos aislados de ambientes naturales en la
Patagonia (de la zona de Tromen, Huechulafquen, Parque Perito Moreno y Rucahuenu
Tronador). Este grupo fue uno de los mas distanciado en la red, evidenciando un bajo flujo
con el resto de las cepas. Por ultimo, el grupo V, marcadamente distanciado al igual que el
grupo 1V, estuvo formado por cepas aisladas de chicha (de la zona de TirGa). Luego los
grupos minoritarios estuvieron formados por cepas aisladas de chicha (de diferentes zonas
de muestreo) y dos cepas aisladas de ambientes naturales de las dos zonas de muestreo.
Interesantemente estos grupos minoritarios estuvieron en el medio de los grupos I, 11y 111,
indicando mayor cercania con estos (Figura 2.6).

Por otro lado, al analizar las secuencias pudimos detectar que a partir de la posicion
471pb del amplicon las cepas del grupo V (NPCC1309, NPCC1315, NPCC1319,
NPCC1320) presentaban una gran diferencia con el resto de las cepas, fendmeno que también
fue observado en la red, es por ello que realizamos analisis de Blastn con este pequefio
segmento de 42pb y detectamos que la secuencia se correspondia (con un 100% de identidad)
con S. cerevisiae (Tabla 2.5).

Por ultimo, con la secuencia de este gen mitocondrial se analizaron los indices de
variabilidad genética previamente analizados para el genoma nuclear. En cuanto a la cantidad
y a la proporcidn de sitios segregantes (parametro S y ps) se observaron los mismos valores
que a nivel nuclear, siendo muy bajos para todos los individuos de la especie analizados
(Tabla 2.6).

Con respecto a la distancia nucleotidica utilizando el estadistico Fst (®) se observo
nuevamente una baja variabilidad para la especie, pero utilizando el estadistico = (medida de
la heterocigosidad esperada) para este tipo de herencia se observé una variabilidad dos veces
mayor a la observada a nivel nuclear. Por Gltimo, en cuanto al estadistico de Neutralidad de
Tajima D, se observd nuevamente un valor negativo que indica que esta especie esta sometida

a una seleccion normalizadora también en este gen (Tabla 2.6).
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Figura 2.6. Neighbor net Joining del gen mitocondrial COX2 de S. uvarum. La escala representa el
namero de sustituciones nucleotidicas media por sitio. Porcentajes en los nodos representan valor
de Bootstrap. En azul y naranja: cepas europeas aisladas de ambiente fermentativo y natural
respectivamente. En verde, rosa y rojo cepas patagonicas aisladas de ambiente natural, chicha y sidra

respectivamente.
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Tabla 2.5. Fragmento 3’ de la secuencia del gen COX2 a partir
de la posicién 471, mostrando solamente los sitios invariables.

Grupo I, Il 'y I se corresponden a los tres haplotipos
representados en la Figura 2.6.
Cepas __Secuencia
l471pb

Grupo I CCAAATTAAG ATCCTC

GrupoIll .. . TC..T.. ......

Grupoll ....... Cov vnnnn.

NPCCI1288 ......... A......
NPCCI1289;NPCC1414;NPCC1428 T..... C..A ......
NPCCI293 T.T...C..A ......

NPCC1298 ....... Cov vvnnn

NPCC1311;NPCC1324; NPCCC1328 .T..... Cov vvnnn
NPCC1321; NPCC1322 ....... Cov vvnnn

NPCC1330 ....... Cov vvnnn

NPCC1413 ...TC..T.. ......
NPCCI1427 T..... C..A ...A.A
CRUBI1586 ......... A L.....
CRUB1778 ......... A L.....
NPCC1309 ..GGCCC.G. GAT.A.
NPCC1315; NPCC1319 ..GGCCC.G. GAT.A.
NPCC1320 ..GGCCC.G. GAT.A.
S. cerevisine -.GGCCC.G. GAT.A.

Tabla 2.6: indices de distancia y test de Neutralidad de Tajima
m S ps 0 T D
17 36 0,0070175 0,020757 0,016713 -0,801723

m: ndmero de cepas; S: nimero de sitios segregantes para la matriz concatenada de los 7 genes nucleares; ps: S/n
(extensidn total de la secuencia 513pb); @: Estadistico Fst de Wright 1951; = (diversidad nucleotidica o heterocigosidad);
D: Test de neutralidad de Tajima.

DISCUSION

La exposicion de plantas, animales y microorganismos a ambientes antrépicos ha
Ilevado al surgimiento de adaptaciones asociadas al proceso conocido como domesticacion,
el altimo caso de divergencia adaptativa en respuesta a la seleccion humana (Gibson vy Liti,
2015; Goddard y Greig, 2015). Asi, existen en la naturaleza varias especies con poblaciones
mas o menos domesticadas, que constituyen una fuente de informacion para planteo de
estudios evolutivos intimamente relacionados con la historia del hombre. Entre las levaduras,

el caso de la especie S. cerevisiae ha sido el més extensamente estudiado. Esta especie cuenta
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con cepas de ambientes naturales, cepas de laboratorio, cepas asociadas a procesos de
elaboracion de bebidas fermentadas, cepas clinicas, etc. Varios trabajos han estudiado a esta
especie y sus mecanismos de adaptacion a nichos generados por la actividad del hombre,
sobre todo en los ultimos afios (Duan et al., 2018; Gallone et al., 2016; Gibson y Liti, 2015).
En el caso de otras especies del género, los estudios son mucho més escasos. El hallazgo de
S. uvarum asociado con sidras en la Norpatagonia durante el desarrollo de esta Tesis, asi
como la presencia recientemente reportada de cepas de esta especie asociadas a
fermentaciones de chicha de manzana (Rodriguez et al., 2017) y a ambientes naturales
(Almeida et al., 2014; Libkind et al., 2011; Rodriguez et al., 2014) en la misma region
resultan descubrimientos interesantes para el planteo de un nuevo escenario de domesticacion
para esta especie.

El primer trabajo en el que se plantea la posibilidad de una domesticacién en S. uavrum
fue realizado por Almeida et al., (2014) utilizando datos de secuencias completas del genoma
de 54 cepas diferentes de esta especie. En ese trabajo los autores incluyeron Unicamente cepas
sudamericanas obtenidas de habitats naturales, dado que hasta el momento no se disponia de
cepas patagonicas de ambientes fermentativos. Utilizando un analisis de estructura
poblacional los autores pudieron identificar dos poblaciones (k=2) en la especie S. uvarum,
una correspondiente al clado A (clado observado también en esta Tesis y que corresponde a
cepas de Australasia) y otra que incluia todas las cepas Patagonicas y las cepas del hemisferio
Norte (clados B y C en esta Tesis). En un segundo analisis generado eliminando las cepas de
Australasia, Almeida et al. (2014) proponen la existencia de tres subpoblaciones (k=3), una
claramente diferente y correspondiente al clado B (también observado en esta Tesis)
denominada subpoblacién Sudamérica B (SA-B) y dos subpoblaciones que resultan de
dividir el clado A en dos subpoblaciones. Esta division se respalda parcialmente con el arbol
filogenético de los datos de SNPs y corresponde a una estructuracion artificial puramente
geografica, generando la subpoblacién Holartica (Hol) -formada por cepas de diferentes
paises del hemisferio norte, principalmente aisladas de ambientes fermentativos- y la
subpoblacion Sudamérica A (SA-A) - formada Unicamente por cepas Patagonicas aisladas de
ambientes naturales.

El hallazgo posterior de nuevas cepas de S. uvarum a partir de fermentaciones

tradicionales (Rodriguez et al., 2017) vuelve a demostrar la existencia de dos subpoblaciones
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en la Patagonia, una subpoblacion de ambientes naturales y otra que incluye las cepas de
chichas que se relaciona con las cepas Holarticas. El descubrimiento en esta Tesis de cepas
de S. uvarum asociadas a fermentaciones industriales (sidras) en la Norpatagonia, permite
dibujar una nueva imagen sobre la diversidad de esta especie. Los clados observados en esta
Tesis a partir de los datos de secuencias multilocus parecieran corresponder en lineas
generales con los clados obtenidos por Almeida et al., (2014) utilizando los datos de SNPs
de los genomas completos. Sin embargo, la incorporacién de nuevas cepas aisladas de
chichas de manzana y de sidras permitio en esta oportunidad detectar las tres subpoblaciones
(K=3), respaldadas con el andlisis de estructura poblacional. Estas subpoblaciones
corresponderian a las subpoblaciones Hol, SA-A y SA-B denominadas K1, K2 y K3 en el
analisis de estructura poblacional realizado en este trabajo. Este fendmeno probablemente se
deba a la adicion de las nuevas cepas de ambientes fermentativos, localizadas en el clado A
(que incluye a las subpoblaciones Hol y SA-A) en el arbol filogenético. En el caso particular
de las cepas de sidra, el analisis de estructura poblacional indica que la mayoria de ellas
pertenece a la subpoblacién Hol.

Resumiendo, las cepas aisladas de sidra en esta Tesis y gran parte de las cepas de chicha
parecieran pertenecer a la subpoblacion Hol o, al menos, ser mezclas entre esta y la
subpoblacion SA-A. El posible origen de estas dos poblaciones es controversial. En la
hipétesis propuesta por Almeida et al., (2014), se propone que la subpoblacion Hol deriva de
la subpoblacion SA-A, hipotesis que es soportada con en el analisis de divergencia donde
observaron que el tiempo de coalescencia de la subpoblacion Hol es menor que el de la
subpoblacion SA-A y SA-B. Por otro lado, Rodriguez et al., (2017) proponen gque un grupo
de cepas Hol probablemente originaron a la subpoblacion SA-A en un evento mucho mas
reciente (=500 afos) asociado a la colonizacion de los espafioles en el continente americano.
Las dos teorias hasta el momento son muy consistentes y los datos nuevo aportados en esta
Tesis no terminan de respaldar ni una ni la otra. Del analisis de la hipdtesis de Almeida et al.,
(2014) resulta dificil de comprender porqué divergieron tanto las subpoblaciones SA-A 'y
SA-B coexistiendo en los mismos ambientes, si bien la explicacion de los autores es sélida,
proponiendo que han seguido el mismo camino evolutivo asociado a la evolucion de
Nothofagus (en donde se reportd un fuerte aislamiento reproductivo por barreras geograficas

relacionadas a las glaciaciones) esto no explicaria porque las cepas encontradas en A.
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araucana (que no se vié sometida a este fenémeno ecoldgico) también estan tan separadas a
nivel filogenético. Ademas, tampoco ofrecen una explicacion a como pudieron llegar estas
poblaciones a los ambientes fermentativos, fendmeno que no fue explorado en este trabajo
debido a hasta el momento no se habia reportado el hallazgo de las cepas fermentativas en la
Patagonia.

Almeida et al., (2014) reportaron que 20 de 34 cepas Holarticas presentaban
introgresiones con diferentes especies del género Saccharomyces (S. kudriavzevii, S.
cerevisiae y principalmente S. eubayanus), mientras que en Sudamérica no detectaron este
fendmeno. Los autores proponen que los eventos de introgresion son favorecidos en
ambientes fermentativos, como mecanismos propios de la domesticacion, y eso podria
explicar por qué en la Patagonia, donde se encuentra a la especie S. uvarum coexistiendo con
su especie hermana S. eubayanus no ocurren este tipo de eventos debido a que ambas ocupan
nichos en ambientes naturales (todo esto extraido del andlisis de estos autores). Por ende,
posiblemente este tipo de introgresiones ocurrieron en Europa en respuesta a la adaptacion a
ambientes fermentativos. Esta hipétesis fue reforzada por el estudio de la ontologia genética
donde encontraron que la mayoria de las regiones introgresadas poseen genes involucrados
en el metabolismo de compuestos nitrogenados, regulacion y resistencia al sulfito entre otras
caracteristicas involucradas en la adaptacion a los ambientes fermentativos (Almeida et al.,
2014). A favor de esta hipdtesis, Rodriguez et al., (2017) reportaron la presencia de una
introgresion con la especie S. cerevisiae en la region subtelomérica del cromosoma VII
(evidenciada a través del analisis de secuencia del gen MNL1) en la cepa NPCC1309 aislada
de chicha de manzana en la Patagonia. Interesantemente, esta introgresion es similar a la que
poseen las cepas europeas aisladas de sidras de Irlanda S4, S10 y S14. Practicamente toda la
extension del amplicon (aproximadamente 230pb) es exactamente idéntico para estas cuatro
cepas El andlisis de Blastn de estas secuencias evidencié un 100% de identidad con multiples
cepas de S. cerevisiae provenientes de ambientes fermentativos en Europa (datos no
mostrados). Resulta dificil inferir si este evento se produjo en una Unica cepa y en un Gnico
lugar y en caso de ser asi si se produjo en la Patagonia o en Europa, debido a que en tanto en
las chichas donde se aisl6 la cepa NPCC1309 como en las sidras donde se aislaron las cepas
S4, S10 y S14 se observo la coexistencia de S. uvarum con S. cerevisiae. En el caso de las

cepas de S. cerevisiae de chichas de la Patagonia, todas presentaron una estrecha relacion
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filogenética con las cepas de la poblacién vinica europea de esta especie (Rodriguez et al.,
2017), por lo que no se puede diferenciar el origen de la porcidn S. cerevisiae introgresada.
Datos preliminares obtenidos en el laboratorio en colaboracion con el grupo de la Dra.
Amparo Querol parecen evidenciar que los sitios de recombinacidn no son exactamente los
mismos en las cepas europeas y sudamericanas, lo cual sugeriria que fueron eventos
independientes en respuesta al ambiente de fermentacion de mosto de manzana.

El hallazgo de cepas incluidas en la subpoblacién Holartica en ambos continentes, pero
de cepas correspondientes a la subpoblacion SA-A solo en Sudameérica refuerza la idea de
una colonizacién de la poblacion Hol desde Europa hacia Sudamérica. Si bien con el analisis
de estructura poblacional (para los genes nucleares) se observo una cepa aislada de ambientes
naturales de Hungria (NCAIMS868) incluida en la subpoblacion SA-A, la misma cepa se
ubicé en la subpoblacion Hol cuando se analizaron las secuencias completas (Almeida et al.,
2014). Esta discrepancia podria deberse a un sesgo por la baja cantidad de informacion al
utilizar sélo algunos genes en lugar de secuencias completas. Por Gltimo, el hallazgo de cepas
mixtas Holartica/SA-A solo en Sudamérica es una evidencia adicional que soporta esta
hipdtesis, debido a que si la poblacion SA-A origind a las europeas seria mas probable
encontrar alguna cepa mixta en Europa y no en Sudameérica.

No es el objetivo de esta Tesis evaluar el origen de las poblaciones de S. uvarum en el
mundo, no obstante, si resulta de interés conocer los posibles eventos que permitan explicar
la diversidad genética y fisioldgica de las poblaciones encontradas en la Norpatagonia. En
este sentido el escenario propuesto por Rodriguez et al., (2017) resulta particularmente
interesante, ya que proponen la existencia de una dispersion de cepas de S. uvarum desde
Europa hacia América asociada con la introduccién de las manzanas. Los colonos
introdujeron manzanas en el continente americano en los siglos XVI al XVII, particularmente
en Estados Unidos, México, Chile y Argentina. EI hecho que S. uvarum ha sido
frecuentemente aislada de sidras, llegando incluso a niveles poblacionales superiores o
iguales a los de S. cerevisiae en algunos casos (Coton et al., 2006; Morrissey et al., 2004;
Suéarez Valles et al., 2007), permiti6 proponer la idea de la entrada de la subpoblacion Hol de
esta especie en asociacion con los manzanos en Sudamérica. Como sugiere Rodriguez et al.,
(2017), la explotacion de los manzanos fue adoptada por las comunidades aborigenes
Mapuches en el sur de Chile (Pardo y Pizarro, 2005) quienes los introdujeron en el lado
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argentino de los Andes durante sus viajes como comunidades ndmades (Bandieri 2005). Los
manzanos propagados por las comunidades mapuches sobrevivieron y se reprodujeron
naturalmente en la region norte de la Patagonia Andina, compartiendo habitat con otras
especies de arboles nativos, incluidas las del género Nothofagus y la gimnosperma A.
araucana (Barrera et al., 2000). Calvo et al., (2010) evidenciaron la existencia de al menos
tres poblaciones diferentes de manzanos silvestres en la actualidad y una fuerte influencia
humana en su distribucion geografica. En este nuevo ambiente, las cepas Holarticas de S.
uvarum se encontraron con las cepas nativas de Sudameérica (al menos las de la subpoblacién
SA-B que se encuentra distribuida a lo largo de toda la cordillera de los Andes y presenta una
gran variabilidad tipica de las poblaciones naturales) lo que represent6 el primer contacto
entre estas subpoblaciones (SA-B y Hol). Interesantemente en las zonas mas australes de la
cordillera (por debajo del paralelo 45°), donde no se introdujeron los manzanos, tampoco se
advierte la presencia de la subpoblacion SA-A ni tampoco la subpoblacion Hol de esta
especie. El hecho de haber encontrado cepas pertenecientes a la subpoblacién Hol en las
sidras evaluadas en esta Tesis, también refuerza la propuesta de Rodriguez et al., (2017) sobre
la migracion de estas cepas desde Europa. Sin embargo, proponemos que probablemente
pudo existir un segundo contacto mas reciente con la llegada de los inmigrantes
(principalmente europeos) en el siglo XIX en el Alto Valle de Rio Negro (detectado en
Cipolletti) quienes introdujeron en esta zona nuevas variedades domesticadas de manzana y
vid dispersando a S. uvarum. Esto se soporta por el hecho de que las cepas aisladas de sidra
son principalmente Holarticas en el analisis de estructura poblacional y estan mas
cercanamente relacionadas a las cepas europeas. Un evento similar también fue descripto por
Zhang et al., (2010) quienes demostraron que cepas de S. paradoxus (de corteza de arbol)
estan intimamente relacionadas con cepas europeas de S. paradoxus. Los autores sugieren
que estas cepas pueden haber sido introducidas recientemente en asociacion con las bellotas
traidas con los inmigrantes. En la Figura 2.7 se expone un esquema que explica la hipotesis
expuesta en esta Tesis.

Todos estos supuestos se interpretan con mayor precision al analizar la dinamica
poblacional a escala regional, que en si es el objetivo de este capitulo, el poder comprender
la historia evolutiva de las poblaciones patagonicas. Una marcada estructuracion geografica
se evidencié en la red de haplotipos, observada en la mayoria de las areas de estudio,
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principalmente en Villarrica, TirGa, Tromen y Cipolletti. Pero en la zona de Huechulafquen,
las cepas se encontraron representadas en las dos poblaciones detectadas con el anélisis de
estructura poblacional (SA-A y SA-B). Esta area es un ejemplo de coexistencia simpatrica
entre dos subpoblaciones genéticamente distantes. Este fendmeno se puede atribuir al hecho
de que Huechulafquen, a diferencia de Tromen (con cepas solo de la subpoblacion SA-B), es
un area mas antropica cerca de la region habitada de Junin de los Andes (Neuquén). Como
ya fue sugerido por Rodriguez et al., (2017), la poblacion intimamente relacionada a las cepas
europeas parece estar presente tanto en ambientes de fermentativos como en ambientes
naturales con mayor presencia del hombre, mientras que la poblacion SA-B esta presente
solo en ambientes naturales donde la presencia del hombre es muy baja.

La dinamica poblacional en la Patagonia puede ser interpretada en el andlisis de
Missmatching Distribution. Para ambos sitios de muestreo donde se aislaron Unicamente
cepas de ambientes naturales (Tromen y Huechulafquen) se obtuvo un modelo de
distribucion de tipo multimodal, indicativo de una poblacién estable, no sometida a ningun
tipo de seleccion sino mas bien a eventos de tipo estocasticos, donde los genes actualmente
estdn en equilibrio. Este tipo de poblaciones son frecuentemente observadas cuando el
numero poblacional de la muestra de estudio es muy grande (Marjoram y Donnelly, 1994);
sin embargo, aun cuando en nuestro andlisis el namero no es lo suficientemente grande se
observo este mismo fendmeno. Esto posiblemente esté relacionado a que las presiones
selectivas en un ambiente natural son muy distintas, quizas las cepas al no verse sometidas a
presiones selectivas artificiales (fendmenos observados por la influencia antrdpica) no se
observa el efecto de la seleccion sino méas bien eventos de tipo neutrales. Un evento similar
fue observado por Arias Garcia, (2008), quién evalud el efecto de la evolucion neutral (con
el Test de Fisher o, Test D Tajimay Pruebas de Neutralidad de Hudson Kreitman y Aguadé)
en poblaciones vinicas y no vinicas de S. cerevisiae (utilizando 128 cepas vinicas y 118 cepas
no vinicas), en las primeras observo que no hay efecto de la teoria neutral, proponiendo que
las cepas son sometidas a seleccion positiva (o direccional) favoreciendo la seleccion de un
determinado tipo de genotipos, mientras que en las segundas no observd efecto de la

seleccién proponiendo que el comportamiento se adapta a la teoria de evolucion neutral.
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Figura 2.7. Esquema representativo de la posible historia evolutiva y dispersion poblacional de la especie S. uvarum, basado en la teoria de Rodriguez
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En los sitios donde se aislaron cepas de ambientes fermentativos se observé un modelo
poblacional de tipo bimodal (chichas de Pucon, Tirda y Villarrica) o unimodal (sidra de
Cipolletti). El primer modelo se podria explicar por la presencia de la cepa NPCC1309 (que
contiene una porcion de S. cerevisiae donde se ubica el gen MNL1). Probablemente, la
presencia de esta introgresion confiera una ventaja adaptativa en la poblacion y esto esté
direccionando la seleccién en un sentido, mientras que el resto de los genotipos estén siendo
seleccionados en otro sentido. Este modelo es tipico de una seleccion balanceadora (o
disruptiva), un proceso que mantiene dos genotipos opuestos durante un periodo de tiempo
y que por lo general termina originando una nueva poblacion mientras que la otra desaparece,
o diferenciando dos poblaciones si se sostiene en el tiempo (Ray et al., 2003). En la especie
S. uvarum se han detectado multiples introgresiones en la mayoria de los cromosomas,
principalmente con la especie S. eubayanus (Almeidaetal., 2014) y también con S. cerevisiae
(Warren et al., 2017). Interesantemente se reporta que la mayor cantidad de introgresiones se
presentan en las cepas Holarticas fermentativas, mientras que en las cepas salvajes (de
Europa, Canada y Estados Unidos) este fendomeno es poco frecuente (Almeida et al., 2014;
Warren et al., 2017). Al contrario de lo observado en nuestro analisis Warren et al., (2017)
pudieron detectar una mayor frecuencia de introgresiones en las cepas aisladas de uva y vino
que en las de sidra y jugo de manzana, pero especificamente en el cromosoma Il detentan
una sobre-presencia (tres veces mayor) de una introgresion que involucra al gen ASP1 -gen
que codifica la asparaginasa citosélica involucrada en el metabolismo de la asparagina
principal aminoéacido en la manzana (Dunlop et al., 1978)- mecanismo de adaptacion
directamente relacionado con la adaptacion al medio, con lo que concluyen que
probablemente las introgresiones sean la principal fuente de variabilidad fenotipica aunque
la variabilidad genotipica sea baja en las cepas aisladas de ambientes fermentativos de
Europa.

En el ambiente méas antropico (sidra) se observé un modelo unimodal desplazado a la
izquierda, que indica el principio de una expansion poblacional y el marcado efecto de la
seleccion normalizadora (Excoffier et al., 1992). Esto significa que la mayoria de los genes
gue estan siendo seleccionados son de un fenotipo particular y que en este momento es el
fenotipo mas frecuente en la poblacion. Este tipo de seleccion puede deberse a que en un

ambiente fermentativo existen practicas que determina situaciones de estrés para las
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levaduras diferentes de las que pueden encontrarse en una fermentacion tradicional (como
podria ser el uso de SO> como antimicrobiano, las elevadas concentraciones de etanol, la
necesidad de competir por los sustratos con levaduras que son inoculadas en concentraciones
mucha mas elevadas a las del mismo mosto). La drastica reduccion de la variabilidad
observada en la sidra respecto de la evidenciada en ambientes naturales o chichas, también
podria estar relacionada a estos factores de estrés tipicos de los procesos fermentativos
industriales que favorecen la seleccion de un namero reducido de cepas, es decir un nimero
reducido de fenotipos. En la especie S. cerevisiae se observo un fendmeno similar al
comparar cepas de ambientes fermentativos Europeas en relacion con cepas aisladas de
bebidas tradicionales de Latinoamérica (Mexico), el autor evalud ademas la heterocigosidad
en las poblaciones y observo que en la mayoria de los casos las cepas aisladas de ambientes
fermentativos presentaban una alta homocigosis, generada por el mecanismo de genoma
renewal descripto por Mortimer et al., (1994), en este trabajo se propone que con este
mecanismo la mayoria de los genes recesivos deletéreos sufren un barrido répido y se
seleccionan una cantidad muy baja de alelos, lo que reducia drasticamente la variabilidad.

Finalmente, al realizar el analisis con todas las cepas (S. uvarum general), se observo
un modelo unimodal desplazado hacia la izquierda, con un pequefio pico en el extremo
derecho, esto indica una reciente expansién poblacional. Probablemente el pico mas
importante corresponda con todas las cepas pertenecientes a las subpoblaciones Holartica,
SA-A y SA-B mientras que el pequefio pico en el otro extremo represente las cepas con la
region que contiene al gen MNLL1 de S. cerevisiae (representadas por la cepa NPCC1309). La
clina en el medio del grafico muchas veces se relaciona con un aislamiento reproductivo o
un bajo flujo génico entre estos dos grupos, fendmeno que también fue observado en la red
de haplotipos. En un analisis mas detallado del pico mas grande, se podria evidenciar la
presencia de dos picos que podrian corresponder a las subpoblaciones Hol/SA-A y SA-B, ya
que los valores obtenidos del nimero de diferencias alélicas en los sitios donde se
encontraron cepas de estas poblaciones son similares (datos del analisis separado por region)
a los observados en el gran pico detectado en el analisis de S. uvarum general.

Por ultimo, el analisis de las secuencias del gen mitocondrial COX2 revelé una historia
mucho méas compleja que la resuelta por el analisis del genoma nuclear. En una primera

mirada se aprecian muchos haplotipos entre las cepas de ambientes naturales de Sudamerica,
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una cantidad intermedia de haplotipos entre las cepas de chicha y muy pocos entre las cepas
europeas y de sidra (solo tres). Estos haplotipos no se relacionan directamente con las
subpoblaciones detectadas a partir del analisis de estructura poblacional realizado a nivel
nuclear ya que parece haber un mayor flujo génico al analizar este gen mitocondrial. De
hecho, el analisis del Neighbor Net Joining evidencio un grupo de cepas més distanciado del
resto, formado por cepas de ambientes naturales incluidas en ambas subpoblaciones SA-A'y
SA-B que parece evidenciar la existencia de flujo génico entre estas subpoblaciones que
parecia no existir al analizar los genes nucleares, tal como se discutio previamente. Esta
observacion parece l6gica ya que lo eventos de evolucion reticulada, que incluyen la
hibridizacion interespecifica, introgresiones y transferencia horizontal (Dunn et al., 2012;
Gladieux et al., 2014; Liti et al., 2009, 2006; Novo et al., 2009; Peris et al., 2012) tienen
mayor impacto en el genoma mitocondrial que en el nuclear. La reconstruccion filogenética
bajo eventos de evolucién reticulada requiere del uso de nuevos modelos evolutivos, el
analisis Neighbor net Joining permite considerar este tipo de conflictos lo que amplia la
comprension de las relaciones evolutivas a nivel del genoma mitocondrial (Leducq et al.,
2013), tal como se hizo en los trabajos de (Peris et al., 2017, 2014, 2012).

El hecho de encontrar flujo génico entre las subpoblaciones SA-A y SA-B (ya se
demostrd que entre las subpoblaciones SA-A y Hol si existe flujo génico y de hecho esto
hace que sea muy dificil separar estas dos subpoblaciones) indica que no existen barreras
postzigoticas entre las subpoblaciones (barreras precigétigas obviamente no existen por
tratarse de una misma especie). Sin embargo, podria ocurrir que la progenie (resultante del
cruzamiento entre ambas subpoblaciones) no presente un fitness adaptativo elevado al menos
en ambientes naturales que es donde se podrian encontrar representantes de estas
subpoblaciones, y es por esto que no perduran cepas con admixture de ambas subpoblaciones
a nivel de genoma nuclear. En este sentido, Almeida et al., (2014) detectaron s6lo dos cepas
que parecen corresponder a cepas mixtas entre las poblaciones SA-A y SA-B en ambientes
naturales. A fin de descartar la falta de compatibilidad gameética que pueda explicar la
existencia de las dos subpoblaciones con un limitado flujo génico en los ambientes naturales
de la Patagonia, estos autores realizaron cruzamientos entre cepas de las subpoblaciones SA-
Ay SA-B y entre cepas de las poblaciones SA-A y Hol y encontraron porcentajes de
viabilidad muy elevados en ambos casos (97,2% y 96,8%, respectivamente). Estos datos
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bioldgicos, ademas de evidenciar que todas las subpoblaciones poseen la misma
compatibilidad gamética, reforzaron los resultados de los andlisis filogenéticos ya que
indican que las subpoblaciones SA-A y Hol se encuentran mas cercanas entre si. La causa de
por qué se observa mayor flujo génico a nivel mitocondrial que a nivel nuclear es un
fendmeno a discutir. Una posible explicacion podria ser que el ADN mitocondrial presenta
un gran nimero de elementos repetitivos tales como zonas ricas en AT y clusters ricos en GC
que favorecen la recombinacion y se relacionan con la plasticidad del genoma mitocondrial
respecto del genoma nuclear (Solieri, 2010). De lo que no cabe ninguna duda es que el
genoma mitocondrial evidencia intercambio de material genético en varias direcciones entre
las cepas en estudio. Un caso interesante es que cepas de la subpoblacion SA-B aisladas de
ambientes naturales (NPCC1290, NPCC1415 y NPCC1416 de la zona de Tromen)
presentaron exactamente el mismo haplotipo que un gran grupo de cepas aisladas de chicha
(NPCC1317 y 1323) y sidra (NPCC1417 y NPCC1420) de la Patagonia y que correspondio
también a uno de los tres haplotipo que se observaron entre las cepas de Europa,
especificamente las cepas de sidra S4, S10y S14 y la cepa CBS2986 aislada de vino en Suiza.

Si bien seria mas consistente realizar el analisis de todo el genoma mitocondrial o por
lo menos de varios genes, la situacion observada en el COX2 evidencia que existi6 contacto
entre las subpoblaciones fermentativas y las de ambientes naturales, lo que refuerza ain mas
la teoria propuesta por Rodriguez et al., (2017). El flujo génico entre el genoma mitocondrial
para estas poblaciones también pudo detectarse en los indices de diversidad nucleotidica que
fueron en la mayoria de los casos mas altos que en analisis de los genes nucleares, aunque la
diferencia en el tamafio de la secuencia fue muchisimo menor. El test D’ de Tajima fue
también negativo y muy similar al observado para el genoma nuclear, indicando que hay
efecto de la seleccion también sobre estos genes. Aungue es evidente que hubo contacto entre
las poblaciones y flujo génico (a nivel del genoma mitocondrial), la baja variabilidad en la
secuencia de los haplotipos méas heterogéneos (es decir los que contuvieron cepas europeas
y patagonicas, de diferentes ambientes) también se debe a que se analizd un solo gen
mitocondrial (COX2), sin embargo el perfil mitocondrial (detectado por mtDNA-RFLP en el
primer capitulo de esta tesis) advierte que al menos todas las cepas Patagonicas utilizadas en
este trabajo poseen un genoma mitocondrial diferente, diversidad que ha fue detectada con

el analisis de un unico gen mitocondrial.
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Dentro de los eventos de evolucién reticulada que pueden observarse en el genoma
mitocondrial y que constituyen la principal causa de variabilidad genética entre las
poblaciones que confiere a las levaduras ventajas adaptativas rapidas al momento de
adaptarse a nuevos nichos (Peris et al., 2017, 2014) se encuentran las introgresiones y las
fendmenos de transferencia horizontal. Las introgresiones con otras especies han sido
reportadas en varias especies de genero Saccharomyces a nivel mitocondrial, como en S.
eubayanus (Peris et al., 2017), S. uvarum (Almeida et al., 2014) y S. cerevisiae (Legras et al.,
2018). En esta Tesis también se evidencid un evento de introgresion en tres cepas aisladas de
chicha de lazona de Tirua, se observé un fragmento correspondiente a la especie S. cerevisiae
que podria conferir una ventaja adaptativa. Una de las cepas en donde se encontro este
fragmento de S. cerevisiae (cepa NPCC1309) es la misma que mostré también la regién del
ADN gendmico conteniendo el gen MNL1 de esta misma especie, como se menciond
anteriormente. Este descubrimiento es consistente con lo observado por Peris et al., (2017)
quienes reportan que existe un sitio caliente de recombinacion ubicado exactamente en el
mismo lugar detectado en las cepas patagdnicas y que se encuentra relacionado con cluster
GC tipicos del genoma mitocondrial.

En resumen, en esta Tesis se pudieron evidenciar las subpoblaciones propuestas por
Almeida al analizar las secuencias nucleares de las cepas de S. uvarum analizadas en esta
Tesis. De hecho, esta es la primera vez que la existencia de estas tres subpoblaciones es
soportada por el andlisis de estructura poblacional y no sélo resultan de una estructuracion
artificial basada en la distancia geografica. Este hecho fue producto de la incorporacion de
cepas asociadas a chicha y sidra en este tipo de estudios. Las cepas aisladas de ambientes
naturales incluidas en la subpoblacion SA-B, presentaron una gran distancia genética con el
resto de las subpoblaciones, asi como una estabilidad genética (observada en el modelo de
dindmica poblacional Missmatching distribution), bajo flujo génico a nivel nuclear y un
cierto flujo génico a nivel del genoma mitocondrial.

En las cepas aisladas de chicha (incluidas en las subpoblaciones SA-A y Hol) se
observo una amalgama de adaptaciones relacionadas con procesos fermentativos (una baja
variabilidad, introgresiones en el genoma nuclear y mitocondrial) y adaptaciones a ambientes
naturales (mantenimiento de dos genotipos opuestos observado en el modelo de dindmica

poblacional de tipo bimodal, flujo génico a nivel mitocondrial con cepas de la subpoblacion
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SA-B). Con estos resultados se podria concluir que la chicha resulta un nicho intermedio, de
tipo disruptivo, donde por un lado se mantuvieron los genotipos que hoy encontramos en los
ambientes mas antropicos y por otro lado los que ingresaron al ambiente natural.
Probablemente las cepas de chicha hayan podido colonizar el ambiente de la sidrera
(manzanas, equipos de sidrera, etcétera, propuesto como 1° contacto) o bien este ambiente
pudo haber sido colonizado por cepas holarticas directamente desde Europa (2° contacto).
La reducida variabilidad observada en la sidra puede estar relacionada con un efecto fundador
de este grupo reducido de cepas, y actualmente la poblacion asociada a la sidra manifiesta un
comienzo de expansion poblacional que podria favorecer la seleccion de las cepas “mas
domesticadas”.

Todas estas comparaciones nos impulsaron a pensar si a nivel fenotipico se observan
los mismos agrupamientos en subpoblaciones que permitan obtener respuestas sobre los
posibles eventos de domesticacion relacionados con estas levaduras, aspecto que seré

abarcado en la siguiente parte de este capitulo.
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RESULTADOS PARTE Il

2. Andlisis fisiologico comparado de cepas de S. uvarum

De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera parte de este Capitulo, existen en
la Patagonia cepas de S. uvarum que podrian ser representantes de diferentes subpoblaciones
de esta especie incluyendo Sudamérica-A (SA-A), Sudamérica-B (SA-B) y Holarticas. Con
el fin de poner en evidencia posibles propiedades fisioldgicas que puedan ser caracteristicas
de cada uno de estos grupos de cepas, 0 bien que puedan relacionarse con el sustrato de origen
o0 procedencia de las mismas, se procedi6 al estudio de la respuesta de estas cepas a diferentes
factores de estrés tipicos del proceso fermentativo.

2.1. Respuesta de las levaduras a la disponibilidad de nitrégeno facilmente asimilable
(FAN)
2.1.1. Ensayos en microplacas

La respuesta de las levaduras a la presencia de concentraciones crecientes de nitrogeno
se realizd mediante ensayos de crecimiento en microplacas. Se evaluaron concentraciones de
FAN en el rango de 20 a 300 mg/L. Los datos experimentales obtenidos por medicion
periddica de absorbancia de los cultivos realizados en microplacas se ajustaron al modelo de
Gompertz modificado (Lambert y Pearson 2000) a fin de obtener los parametros que
describieron las diferentes cinéticas: pmax (maxima velocidad de crecimiento) y A (duracion
de la fase de latencia).

Los valores obtenidos para los pardmetros de crecimiento se expresaron en forma de
mapas de calor. Para ello se procedi6 primero a estandarizar los datos en funcion de la media
para cada condicién, lo cual permitié comparar cada condicién de manera mas adecuada. En
la Figura 2.8 se representd el mapa de color correspondiente a los dos parametros
mencionados y ademas realizamos un grafico de agrupamiento utilizando el estadistico
UPGMA. En el caso de los valores de pmax Se observan tres grupos denominados A, By C.
El grupo A se caracteriz6 en términos generales por agrupar a las cepas que presentaron
valores bajos de pmax €n todas las condiciones, esto se puede apreciar facilmente dado que en
general predomina el color verde en este grupo. El grupo B, por el contrario, mostré en

general valores mayores a la media en las diferentes condiciones y para todas las cepas
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analizadas, predominando el color rojo. El grupo C correspondio en realidad a una Gnica cepa
CECT1969, cuyo comportamiento fue similar al de las cepas del grupo A (Figura 2.8.A). En
el grupo B se observaron comportamientos marcados que se subdividieron en tres subgrupos:
el subgrupo i y iii formado por cepas que presentaron Hmax altas en las mayores
concentraciones de nitrégeno y bajas en concentraciones menores, interesantemente estos
subgrupos estuvieron representados por cepas europeas fermentativas y de ambientes
naturales (de la subpoblacién genética Holartica). Por el contrario, el subgrupo ii estuvo
formado por cepas aisladas de chicha y del ambiente natural (de las subpoblaciones SA-A'y
SA-B) y presentd altas Hmax €n bajas concentraciones de nitrogeno y bajas en altas
concentraciones de este nutriente. Sin embargo, en los otros grupos (A y C) no se observo
para este pardmetro una separacion de las cepas por procedencia geogréafica, sustrato de
origen o subpoblacion.

El mapa de calor obtenido para el parametro A también demostrd dos grandes grupos
de cepas (grupos Ay B), junto con otros grupos minoritarios (grupos C, D, E y F). El grupo
A, formado por 23 cepas mayormente pertenecientes a las subpoblaciones Holartica y SA-
A, mostraron valores de A mas elevados que el resto en casi todas las condiciones de
nitrégeno evaluadas. Por el contrario, el grupo B estuvo formado por 26 cepas de diferentes
origenes que mostraron en general valores de A menores a las medias en las diferentes
condiciones. Interesantemente, en este grupo quedaron incluidas la mayoria de las cepas de
ambientes naturales de la Patagonia pertenecientes a la subpoblacién SA-B. Los grupos E y
F incluyeron cepas que fueron incapaces de desarrollarse en los medios con las
concentraciones mas bajas de nitrogeno y los grupos minoritarios C y D mostraron un
comportamiento similar al del grupo A (Figura 2.8.B).

Ademas de los gréaficos de calor que se utilizaron para agrupar las cepas en funcion de
los valores obtenidos para sus parametros cinéticos, se decidié contrastar especificamente
tres condiciones que se relacionan con concentraciones de FAN baja (40 mg/L), intermedia
o0 estandar (140 mg/L) y elevada (300 mg/L). En esta oportunidad se representaron los valores
obtenidos para los pardmetros cinéticos pmax y A en forma de graficos de dispersion para
observar mejor los valores absolutos obtenidos para cada cepa (Figura 2.9). En este caso se

ordenaron las distintas cepas de acuerdo al origen (geogréafico y sustrato) y también se indico
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a qué subpoblacién pertenecian de acuerdo al analisis de estructura poblacional realizado
anteriormente en esta Tesis.

En cuanto a los valores de p (Figura 2.9.A), se observé que para la mayor parte de las
cepas analizadas la velocidad fue mayor en los medios con la concentracion de nitrogeno
mas elevada (300 mg/L, puntos rojos), intermedia en la concentracion de nitrogeno de 140
mg/L (puntos naranjas) y menor en las concentraciones mas bajas (40 mg/L, puntos verdes).
En relacion a los valores de A, esta relacion no fue tan clara. La mayor parte de las cepas
patagonicas -independientemente del origen- mostraron valores de A mas bajos a 40mg/L que
a 300mg/L (o a lo sumo igual). Por el contrario, las cepas europeas -particularmente las
aisladas de fermentaciones- presentaron valores de A elevados a baja concentracién de
nitrégeno y bajos a concentraciones de nitrégeno intermedia y alta (Figura 2.9.B).

Otro comportamiento interesante que pudo apreciarse a partir de esta Figura fue que
para algunas el aumento en la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo no influy6
significativamente en los pardmetros cinéticos evaluados, mientras que para otras la
influencia fue significativa. Entre las primeras se podrian incluir las cepas patagénicas, cuyos
valores de ambos parametros cinéticos Umax y A a diferentes concentraciones de nitrégeno
fueron similares. Para las cepas europeas aisladas de ambientes naturales, este efecto se
observé Gnicamente para el parametro cinético A. Por el contrario, las cepas europeas aisladas
de ambientes fermentativos mejoran significativamente su performance (aumenta la pmax Yy
disminuye la A) a medida que aumenta la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo,
con excepcion de las cepas aisladas de sidra en Irlanda y de mosto en Eslovenia (S04,
S10,S14,S20, ZIM212, ZIM2113) quienes presentaron un comportamiento similar al
observado en los ambientes naturales de la Patagonia, es decir valores de lag inferiores a la

media en las tres concentraciones evaluadas.
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Figura 2.8.A: Representacion mediante mapa de calor de los parametros de crecimiento: velocidad méxima
de crecimiento (umax) de las cepas analizadas a concentraciones crecientes de Nitrégeno. Cada linea
corresponde a una cepa Yy cada columna a una concentracion determinada (indicada en la columna superior).
La barra de color superior indica los valores de pmax €standarizados que van de -3.0 a 3.0. VValores negativos
(verde) indican una pimax menor a la media. Mientras que valores positivos (en rojo) indican una pmax Mmayor
a la media. En el lado izquierdo se muestra un agrupamiento jerarquico UPGMA y las letras en recuadros
A-D indican los cuatro grupos generados en este analisis. Las letras i, ii, y iii indican los subgrupos
generados dentro del grupo B. En la columna derecha se encuentran las 58 cepas analizadas diferenciadas
por color segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas
aisladas de ambientes naturales; Verde cepas Patagonicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas
Patagonicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagénicas aisladas de Sidras. H, SA-A y SA-B hace
referencia a la subpoblacion gendmica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica
B respectivamente.
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Figura 2.8.B: Representacion mediante mapa de calor del parametro de crecimiento: fase lag A (h) de las
cepas analizadas a concentraciones crecientes de Nitrogeno. Cada linea corresponde a una cepa y cada
columna a una concentracion determinada (indicada en la columna superior). La barra de color superior
indica los valores de A estandarizados que van de -3.0 a 3.0. Valores negativos (verde) indican una A menor
a la media. Mientras que valores positivos (en rojo) indican una A mayor a la media. En el lado izquierdo se
muestra un agrupamiento jerarquico UPGMA vy las letras en recuadros A-F indican los seis grupos
generados en este andlisis. En la columna derecha se encuentran las 58 cepas analizadas diferenciadas por
color segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas
aisladas de ambientes naturales; Verde cepas Patagonicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas
Patagonicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagénicas aisladas de Sidras. H, SA-A y SA-B hace
referencia a la subpoblacion gendmica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica
B respectivamente.
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Figura 2.9: Gréfico de dispersion de los parametros cinéticos modelados. A: pmax (h1). B: fase lag A (h). Las lineas de puntos verde, naranja y roja
representan el valor medio para cada parametro en las concentraciones 40, 140 y 300 mg/L de nitrdgeno. Las 58 cepas analizadas se representan
diferenciadas por color segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas aisladas de ambientes
naturales; Verde cepas Patagonicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas Patagénicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagonicas aisladas
de Sidras. H, SA-A y SA-B hace referencia a la subpoblacion genémica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica B
respectivamente.
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2.1.2. Ensayos de competencia

En base a los resultados obtenidos en cuanto al requerimiento de nitrogeno de las
diferentes cepas y su posible relacion con el origen de las mismas, se decidio evaluar el
comportamiento de algunas de estas cepas en ensayos de competencia en medios con
diferente concentracion de nitrogeno. Se selecciond por un lado una cepa europea aislada de
fermentaciones (CECT12600), perteneciente a la subpoblacion Holartica de ambientes
fermentativos (con elevados valores de pmax Y bajos valores de A en diferentes
concentraciones de nitrogeno). Por otra parte, se agregaron a la competencia dos cepas
patagénicas que también presentaron buen comportamiento sobre todo a bajas
concentraciones de nitrégeno: cepas NPCC1298 y NPCC1414, ambas de ambientes naturales
pero pertenecientes a las subpoblaciones SA-B y SA-A, respectivamente, de acuerdo al
analisis de estructura poblacional.

Las competencias entre las tres levaduras se realizaron en mosto sintético con las
condiciones de nitrégeno mas contrastantes (40 y 300 mg/L) vy al finalizar el crecimiento se
aislaron las levaduras en medio GPY-A y se tomaron 20 colonias al azar para evaluar la
cantidad de cada una de las cepas mediante analisis de mtDNA-RFLP. En la Figura 2.10.A
se representan los perfiles mitocondriales de cada una de las tres cepas inoculadas.

Al finalizar los ensayos realizados en medio conteniendo baja concentracion de
nitrégeno (40 mg/L FAN), se pudieron recuperar las tres cepas inoculadas, aunque en
diferentes porcentajes. La cepa Holartica CECT12600 representd Unicamente el 15% de las
colonias aisladas, mientras que las cepas patagdnicas representaron el 85% restante. De este
85%, la cepa NPCC1298 representante de la subpoblacion SA-B (asociada a ambientes
naturales Unicamente y mas distanciada filogenéticamente del resto) represento el 35% de las
colonias y la cepa NPCC1414 represento el restante 50% (Figura 2.10.B).

Por el contrario, al analizar la condicién de mayor concentracién de nitrégeno (300
mg/L FAN), domino la cepa Holartica CECT12600 con una implantacion de 60%, seguida
de la cepa de la subpoblacion SA-A con un porcentaje de implantacion de 40%. En esta

condicion ninguna colonia correspondi6 a la cepa de la NPCC1298 (Figura 2.10.C).
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Figura 2.10. Competencia entre tres cepas de S. uvarum para dos condiciones de nitrogeno (40 y
300mg/L). A: Perfil mitocondrial de las cepas inoculadas en las fermentaciones con mosto sintético
MS300. B y C: Los graficos de torta representan el porcentaje de implantacion en la condicion 40
mg/L y 300 mg/L respectivamente, calculado a partir de 20 perfiles mtDNA-RFLP de colonias
tomadas en el estadio final de fermentacion por duplicado.

2.2. Respuesta de las levaduras a la temperatura
2.2.1. Ensayos en microplacas

Existen multiples estudios que reportan a la especie S. uvarum como una levadura
criotolerante comparada con la especie S. cerevisiae; sin embargo, poco se conoce sobre este
aspecto en diferentes cepas de S. uvarum. En esta parte de la Tesis se evalu0 la respuesta a la
temperatura de las diferentes poblaciones de S. uvarum. El estudio se realiz6 en microplacas
utilizando medio de cultivo YNB y la cinética de las fermentaciones realizadas a seis
temperaturas diferentes (8, 13, 20, 25, 30 y 37°C) se evalué mediante seguimiento de la
DO630. Tal como se procedié para evaluar la respuesta a concentraciones crecientes de
nitrégeno, se ajustaron las curvas obtenidas en las diferentes condiciones al modelo de
Gompertz modificado y se obtuvieron los pardmetros cinéticos pmax y A. En las dos
condiciones mas extremas; 8°C y 37°C no se observo crecimiento luego de seis dias de
incubacion.

Nuevamente los valores obtenidos para los dos parametros, estandarizados para cada

condicion de temperatura, se representaron en forma mapas de calor (Figura 2.11). En cuanto
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a la velocidad de crecimiento se observa claramente es que en general no hay diferencia
significativa en el crecimiento a 20°C y 25°C, mientras que a las temperaturas méas extremas
de 13°C y 30°C se observan valores opuestos. Ademas, las cepas tuvieron un comportamiento
variado e independiente de su procedencia geografica y sustrato de origen. Las cepas del
grupo A (en el anélisis UPGMA) se caracterizaron por presentar valores de pmax superiores a
la media a 25 y 30°C, las del grupo B por presentar valores mas elevados de velocidad de
crecimiento a 13°C y las del grupo C presentaron valores mayores que la media a 30°C
(Figura 2.11.A).

En cuanto a la fase de latencia (1), se observaron también tres grupos bien diferenciados
y asociados parcialmente por el origen de las cepas. Los grupos A 'y B -formados mayormente
por cepas patagonicas (aisladas de chicha y de ambientes naturales) y algunas cepas europeas
de ambientes naturales- se caracterizaron por presentar valores de A mas elevados a 13°C en
relacion a las demas y mas bajos que las demas en el resto de las temperaturas ensayadas
(Figura 2.11.B). Por daltimo, el grupo C estuvo formado principalmente por cepas
fermentativas europeas y por todas las cepas aisladas de sidra en la Patagonia; este grupo
presentd el comportamiento inverso a los otros, presentado fases de latencia mas cortas a
13°C en relacion al resto y mas largas en el resto de las condiciones (20°C, 25°C y 30°C).
Todas las cepas del grupo C corresponden a la subpoblacion Holartica, excepto las cepas
NPCC1415 y 1416, aisladas de ambientes naturales de la Patagonia, que corresponden a la
subpoblacion SA-B (Figura 2.11.B).

De la misma manera que se hizo para el caso del nitrégeno, se procedi6 a realizar los
diagramas de dispersion con los valores absolutos obtenidos para cada cepa y cada parametro
cinético evaluado (Figura 2.12). En este caso, los puntos celestes representaron el valor del
parametro obtenido a 13°C, los puntos naranjas a los obtenidos a 20°C y los rojos a 30°C.
No se agregaron los valores a 25°C ya que, como se mencion0 previamente, resultaron muy
similares a los obtenidos a 20°C. Analizando los datos a nivel global se observo que en la
mayoria de los casos (salvo algunas excepciones) el mejor comportamiento cinético (valores
mas elevados de Pmax y mas bajos de A) se observo a 30°C (Figura 2.12).

En lo que respecta al pardmetro pimax, NO Se observo un comportamiento particular que
pueda relacionarse al origen de las cepas, ya que todos los puntos se ubicaron alrededor de
las lineas que marcan los valores medios obtenidos a cada temperatura (Figura 2.12.A). No
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obstante, y en concordancia con lo observado en el anélisis de los mapas de calor (Figura
2.12.B), se evidenci6 una tendencia en los valores de A. Para este pardmetro se observo que
las cepas aisladas de ambientes naturales y chicha de la Patagonia (mayormente incluidas en
las subpoblaciones SA-A y SA-B), presentaron todos valores menores a la media tanto a
20°C como a 30°C. Por el contrario, las cepas aisladas de sidra de la Patagonia y las cepas
fermentativas europeas (todas cepas Holarticas de acuerdo al analisis de estructura
poblacional) presentaron valores de A por encima de las medias a esas mismas temperaturas
(Figura 2.12.B). Las uUnicas excepciones fueron las cepas S4 y S10 aisladas de sidras
irlandesas y la cepa CECT1189 aislada de cerveza en Inglaterra, cuyos valores de A fueron
menores a 13°C que a 30°C (Figura 2.12.B).

2.2.1. Ensayos de competencia

Para el ensayo de competencia a diferente temperatura se seleccionaron las mismas
cepas que se seleccionaron por los requerimientos de nitrégeno: una cepa europea aisladas
de fermentaciones y perteneciente a la subpoblacién Holartica (CECT12600) y dos cepas
patagonicas aisladas de ambientes naturales NPCC1289 (perteneciente a la subpoblacion SA-
B) y NPCC1414 (perteneciente a la subpoblacion SA-A). Las competencias se realizaron
nuevamente en las condiciones extremas (13°C y 30°C) utilizando el mismo sustrato (YNB)
usado en los ensayos en microplacas. Al finalizar el ensayo se compararon los porcentajes de
implantacion de las cepas en base a los perfiles de mtDNA-RFLP tal como se describid
previamente. Como resultado de este analisis se observo que a 30°C las tres cepas se
recuperaron en cantidades similares al finalizar el ensayo con una leve mayor implantacion
de la cepa NPCC1414, mientras que a 13°C predomind la cepa Holartica aislada de ambiente
fermentativo CECT12600 (54% del total de aislamientos, Figura 2.13).

191



) A

oC , = 13 20 25 30 °c
. = ! CBS2986 H
H 1 {H
SA-B ‘ H
H C( SA-B
A i A o ot
4 g 5 SA-A
NPCC1289 H
1 : NP( SA-B
2 . SA-A
o’ - CBS431 H
- - NPCC1298 ;.-\-B
i::; NPCC1413 SA-A
SA-A
H
SA-B
H
SA-A
H
H
SA-A
H
H
B SA-A B
4 H |
SA-A
SA-A
SA-A
CECTI0174
CECT12669
CBsal
- NPCC1418 H
SA-A
510 H
CECTI2627H
mel: H
me1 H
S04 H
NPCC1419 H
H
CECT1189 H
C NPCC1415 SA-B
| NPCC1417 SA-A
NPCC1329 H
CECT10174H
C H

CECT11036H
1

$9
NPCC1420 H
S20 H
CECT12669H
S14 H
CBS377 H

Figura 2.11: Representacion mediante mapa de calor de los parametros de crecimiento: velocidad maxima de crecimiento (Umax) Y fase lag (1) de las 58 cepas analizadas
en diferentes Temperaturas. A: valores estandarizados de Mmax. B: valores estandarizados de A . Cada linea corresponde a una cepa y cada columna a un valor de
temperatura (se indica en la columna superior). La barra de color superior indica los valores de pumax Y A estandarizados que van de -3.0 a 3.0. Valores negativos (verde)
indican una velocidad de crecimiento y fase lag menor a la media. Mientras que valores positivos (en rojo) indican una p y A mayor a la media. En el lado izquierdo se
muestra un agrupamiento jerarquico UPGMA vy las letras en los circulos A, B y C indican los grupos generados en este analisis. Las cepas se diferenciaron por color
segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas aisladas de ambientes naturales; Verde cepas Patagdnicas aisladas de
ambientes naturales; Fucsia cepas Patagénicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagonicas aisladas de Sidras. H, SA-A y SA-B hace referencia a la subpoblacion
gendmica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica B respectivamente.
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Figura 2.12: Grafico de dispersion de los parametros cinéticos modelados. A: velocidad de crecimiento, pmsx (h™). B: fase lag, A (h). Lineas
celestes, naranjas y rojas representan el valor medio (para todas las cepas) del parametro correspondiente en la condicion 13°C, 20°C y 30°C,
respectivamente. Las 58 cepas analizadas se representan diferenciadas por color segln el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente
fermentativos; Naranja cepas europeas aisladas de ambientes naturales; VVerde cepas Patagonicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas
Patagonicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagdnicas aisladas de Sidras. H, SA-A y SA-B hace referencia a la subpoblaciéon genémica a la
que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica B respectivamente.
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Figura 2.13. Competencia en medio YNB entre tres cepas de S. uvarum para dos condiciones de
temperatura 13°C y 30°C indicados como porcentaje de implantacion calculado a partir de 20 perfiles
mMtDNA-RFLP de colonias tomadas en el estadio final de fermentacién por duplicado.

2.3. Respuesta de las levaduras al etanol
2.3.1. Ensayos en microplacas

Se evaluo posteriormente la respuesta de todas las cepas al etanol. El ensayo se realiz6
en microplacas de 96 pocillos (200uL) en medio YNB adicionado con concentraciones de
etanol entre 0% y 8% v/v. Las curvas de crecimiento se ajustaron al modelo de Gompertz
modificado, se calcularon los parametros de crecimiento y estos datos estandarizados se
representaron en un mapa de calor (Figura 2.14).

Nuevamente los mapas de calor se realizaron primero para los valores estandarizados
de pmax (Figura 2.14.A) y posteriormente para los valores estandarizados de A (Figura
2.14.B). Con respecto a los valores de pmax, Se formaron tres grandes grupos que contuvieron
a la mayor parte de las cepas analizadas (A-C) y dos grupos minoritarios (D-E). El grupo A
presento valores de pmax elevados en la mayoria de las condiciones ensayadas; este grupo
estuvo conformado por cepas de diferente origen e incluidas en distintas subpoblaciones de
acuerdo al andlisis de estructura poblacional. El grupo B, formado mayormente por cepas
patagonicas y sobre todo aquellas aisladas de ambientes naturales, mostré valores de pmax
elevados hasta niveles de etanol de 5% v/v, mientras que para las concentraciones superiores

la velocidad fue menor. El grupo C, por otra parte, presentd valores de este parametro
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inferiores a la media para todas las condiciones. Esto puede observarse en la Figura 2.14.A
como una gran zona verde, que correspondio sobre todo a cepas Holarticas. El grupo D estuvo
formado sélo por la cepa NPCC1323 aislada de chicha, con velocidades de crecimiento bajas
a concentraciones de etanol bajas y velocidades mas elevadas a 5, 7 y 8% etanol. Por ultimo,
el grupo minoritario E (cepas NPCC1309, NPCC1314 y CECT1369) presentd caracteristicas
similares al grupo C, evidenciando una velocidad de crecimiento baja en todas las
concentraciones de etanol evaluadas (Figura 2.14.A).

Nuevamente, los valores obtenidos para el parametro A fueron mas explicativos que los
obtenidos para pmax. EI mapa de calor generado con estos valores estandarizados generd
cuatro grupos (Figura 2.14.B). Los grupos A y C, formados casi exclusivamente por cepas
patagonicas aisladas de diversos sustratos (incluyendo todas las de ambientes naturales
pertenecientes a la subpoblacion SA-B) se caracterizaron por presentar valores de A elevados
en todas las condiciones. Por el contrario, el grupo B, representado mayormente por cepas
patagdnicas y europeas incluidas en la subpoblacion Holartica, mostraron valores de A bajos
en todas las condiciones. El grupo D, también compuesto casi exclusivamente por cepas
Holarticas, mostrd valores cercanos a la media para cada condicién. Finalmente, el grupo E
solo conformado por la cepa NPCC1428, también presentd valores variables y cercanos a la
media (Figura 2.14.B).

De igual manera que se procedio para los factores de estrés mencionados previamente,
se realizd un diagrama de dispersion comparativo entre las concentraciones de etanol mas
contrastantes (0 y 8% v/v). El diagrama se realiz6 individualmente para cada uno de los dos
pardmetros analizados y utilizando los valores no estandarizados, por lo que pueden
apreciarse los datos reales (Figura 2.15). Con este analisis se observd que, en términos
generales, y como era de esperarse, la velocidad de crecimiento de las diferentes cepas
siempre fue mayor en la condicién sin etanol, mientras que las fases de latencia siempre
fueron menores, demostrandose que el etanol representa una condicion de estrés para la
levadura.

No se observd un comportamiento diferencial por origen al analizar el parametro
velocidad de crecimiento, aunque si se pudo apreciar a partir de esta Figura que las cepas
aisladas de ambientes naturales de la Patagonia mostraron valores superiores a la media (linea

continua) en ausencia de etanol (Figura 2.15.A).
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Figura 2.14: Representacién mediante mapa de calor de los parametros de crecimiento: velocidad maxima de crecimiento pmax Y fase lag A de las cepas
analizadas a concentraciones crecientes de etanol (% v/v). Cada linea corresponde a una cepa y cada columna a una concentracion determinada (indicada en la
columna superior). La barra de color superior indica los valores de p max (A) y A estandarizados (B) que van de -3.0 a 3.0. Valores negativos (verde) indican
una velocidad de crecimiento y fase lag menor a la media. Mientras que valores positivos (en rojo) indican una tmax y A mayor a la media. En el lado izquierdo
se muestra un agrupamiento jerarquico UPGMA y las letras en el arbol A-E indican los grupos generados en este analisis. En la columna derecha se encuentran
las 58 cepas analizadas diferenciadas por color segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas aisladas de
ambientes naturales; Verde cepas Patagdnicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas Patagénicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagonicas aisladas
de Sidras. H, SA-A y SA-B hace referencia a la subpoblacién genémica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudameérica B respectivamente.
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Figura 2.15: Gréfico de dispersion de los parametros cinéticos modelados. A: velocidad de crecimiento tmax (h). B: fase lag A (h). Lineas celestes y
rojas representan el valor medio (para todas las cepas) del parametro correspondiente en la condicion 0% y 8% v/v respectivamente. Las 58 cepas
analizadas se diferenciaron por color segun el origen: Azul cepas europeas aisladas de ambiente fermentativos; Naranja cepas europeas aisladas de
ambientes naturales; Verde cepas Patagdnicas aisladas de ambientes naturales; Fucsia cepas Patagonicas aisladas de Chicha y Rojo cepas Patagdnicas

aisladas de Sidras. H, SA-A y SA-B hace referencia a la subpoblacion genémica a la que pertenece cada cepa; holartica, Sudamérica A y Sudamérica B
respectivamente.
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Con respecto a la fase de latencia (A), se volvid a observar una mayor relacion con el
origen de las cepas. Las cepas aisladas de ambientes naturales en la Patagonia y la mayor
parte de las cepas de chichas de la misma procedencia geografica presentaron un tiempo de
latencia mayor en ambas condiciones. Por otro lado, las cepas patagénicas aisladas de sidra
y las cepas europeas (de ambos origenes) presentaron tiempos de latencia inferiores a la
media en ambas condiciones (Figura 2.15.B).

2.3.2. Ensayos de competencias

En funcion de los resultados obtenidos previamente, y con fines comparativos, se
seleccionaron las mismas cepas utilizadas en las competencias anteriores. Los ensayos se
realizaron de manera similar a los llevados a cabo para los factores de estrés evaluados
anteriormente, pero utilizado una condicion con 0% v/v de etanol y la contrastante con 8%
v/v de etanol.

Al finalizar el ensayo de competencia en ausencia de etanol, las tres cepas fueron
detectadas en similar proporcion. Contrariamente, en el ensayo con 8% v/v de etanol, se
observo una implantacion del 55% de la cepa Holartica CECT12600, mientras que las dos
cepas patagbnicas NPCC1414 y NPCC1298 (subpoblaciones SA-A y SA-B,
respectivamente) se detectaron en porcentajes minoritarios: 25 y 20% respectivamente
(Figura 2.16).

2.4. Respuesta de levaduras al SO2
2.4.1. Ensayos en placa

El Gltimo factor de estrés analizado para las 58 cepas de S. uvarum fue la tolerancia al
sulfito (didxido de azufre molecular SO2). Para ello se realizé un ensayo en medio sélido con
8 condiciones crecientes de Metabisulfito de Sodio (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4mM) en
placas con medios YEDP-TA que fueron inoculadas con diluciones seriadas de las cepas a
analizar. Se registré la capacidad de crecer en las placas con las distintas concentraciones de
SO2 y la dilucidn hasta la cual se observé crecimiento (Tabla 2.7).

A partir de este andlisis se observo que la mayor tolerancia al SO fue exhibida por seis
cepas Holarticas aisladas de ambientes fermentativos: cepas CECT12627, ZIM2113,
CECT12600, CECT12922, CECT1884 y CECT12930. Las tres primeras fueron incluso
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. CECT12600
NPCC1298

@ rccra4

Figura 2.16. Competencia entre tres cepas de S. uvarum en presencia de etanol. Porcentaje de
implantacion calculado a partir de 20 perfiles mtDNA-RFLP de colonias tomadas en el estadio final de
fermentacidon por duplicado para la condicién 0% y 8% respectivamente.

capaces de crecer en medios conteniendo la maxima cantidad de metabisulfito de sodio
evaluada (4 mM). A este grupo altamente tolerante, le siguen otras nueve cepas con tolerancia
intermedia (entre 1,5 y 2,5mM de Metabisulfito de Sodio), también todas incluidas en la
subpoblacion Holartica de acuerdo al analisis de estructura poblacional realizado en esta
Tesis. Interesantemente, este grupo de tolerancia intermedia incluyo las cepas de ambientes
fermentativos CECT12629, CECT12638 y CECT12669, las cepas de ambientes naturales
CECT1969 y CBS7001, las cepas aisladas especificamente de sidras irlandesas S4, S10 y
S20 y las cepas aisladas de sidras patagénicas NPCC1417, NPCC1418, NPCC1419 y
NPCC1420. Las cepas aisladas de ambientes naturales y de chichas de la Patagonia
(subpoblaciones SA-A y SA-B y un pequefio grupo de Holarticas) presentaron una resistencia
baja (entre 0,5 y 1mM), mientras que las aisladas de ambientes naturales de Europa
(Holarticas) mostraron un comportamiento mas heterogéneo, presentando algunas,
resistencia intermedia, mientras que otras, baja.

En la Figura 2.17 se muestra a modo ilustrativo el crecimiento en placas de seis cepas
representativas, dos con alta resistencia (CECT12627 y ZIM2113), dos con resistencia
intermedia (S20 y CECT1969) y dos con baja resistencia (CBS431 y NPCC1323).
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Tabla 2.7: Resistencia al SO de diferentes cepas de S. uvarum

Concentracion de Na,S,0s (mM)
15 2 25 3 35

o
o
o

Cepas

CECT12627
ZIM2113
CECT12600
CECT12922
CETC1884
CECT12930
NPCC1418
NPCC1419
S04
NPCC1420
CECT12629
NPCC1417
CECT12638
CETC1969
S10
S20
CECT12669
CBS7001
CECT10174
CBS2986
CBS2898
CBS377
CECT11036
ZIM2122
NPCC1298
CECT10618
NCAIMT789
NCAIM868
S14
CECT1189
CBS431
NPCC1309
NPCC1311
NPCC1314
NPCC1315
NPCC1317
NPCC1321
NPCC1322
NPCC1323
NPCC1324

H NPCC1329
SA-A NPCC1330
SA-B NPCC1293
SA-B NPCC1290
SA-A NPCC1413
SA-A NPCC1414
SA-B NPCC1416
SA-B NPCC1415

H NPCC1412

H NPCC1289

H NPCC1323

H NPCC1316
SA-A NPCC1328
SA-A NPCC1319
SA-A NPCC1320
SA-B NPCC1288
SA-A NPCC1427
SA-A NPCC1428
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Los nameros representan la dilucion hasta la que crecieron los indculos de cada cepa. En azul y naranja cepas europeas
de ambiente fermentativo y natural respectivamente, en rojo, rosa y verde cepas patagonicas de sidra, chicha y ambiente
natural. H: Holartica; SA-A y SA-B: Sudamérica Ay B.
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Figura 2.17: Resistencia al Metabisulfito de Sodio de seis cepas de S. uvarum en medio YEDP-TA ensayo
por goteo. Los recuadros a la izquierda de cada cepa representan la concentracion que resisten las cepas.

2.4.2. Ensayos de competencia

Se realizaron los ensayos de competencia utilizando las mismas cepas seleccionadas
para los ensayos anteriores y las concentraciones extremas de Metabisulfito de Sodio (0 mM
y 4 mM). Este ensayo evidencid que el 100% de las cepas detectadas en el medio con la
maxima concentracion correspondié a la cepa Holartica CECT12600, mientras que en
ausencia de este compuesto se detectaron las tres cepas (CECT12600, NPCC1414 y
NPCC1298) en porcentajes similares (Figura 2.18).

2.4.3. Analisis gendémico

Debido al fuerte efecto selectivo demostrado por el SO, en los ensayos previos, se
profundizo el estudio del efecto de este factor de estrés en cepas de diferente origen. En este
caso y a fin de detectar posibles cambios en el genoma que pudieran explicar estas diferencias
observadas a nivel fenotipico se seleccionaron cepas para las cuales se dispusiera de los
genomas completos y anotados. Se seleccionaron tres cepas representativas, una europea
fermentativa (subpoblacion Holartica) con alta resistencia al sulfito (cepa CECT12600) y dos
cepas patagonicas con resistencia baja: una aislada de ambientes naturales (NPCC1290) y
una de chicha (NPCC1314). Con fines comparativos se utilizo la secuencia de la cepa de
referencia CBS7001 (Scannell et al., 2011).
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Figura 2.18. Competencia entre tres cepas de S. uvarum en presencia de metabisulfito de sodio
(en mM). Porcentaje de implantacion calculado a partir de 20 perfiles mtDNA-RFLP de
colonias tomadas en el estadio final de fermentacion por duplicado para la condicion sin sulfito
y con 4mM del mismo.

En primera instancia se realiz6 una busqueda del gen SSU1, que codifica para el
transportador de sulfito, en los genomas completos.

Al comparar los genomas con el de la cepa de referencia CBS7001 se localizo una
traslocacion reciproca entre el cromosoma XV1 'y el VII, que involucra al gen SSU1 y a su
promotor FZF1 en la cepa europea CECT12600, mientras que las dos cepas patagdnicas
evaluadas no se observo esta traslocacion.

En la Figura 2.19.A se representaron los 16 cromosomas alineados de la cepa
CECT12600 y de la cepa de referencia CBS7001. En la misma, se indico el sitio donde se
encuentra la traslocacion entre los cromosomas VIl 'y XVI. Ademas, en la Figura 2.19.B se
realiz6 una representacion esquematica de estos dos cromosomas Yy los sitios donde se
localiz6 la traslocacion en la cepa europea CECT12600 y del genotipo wild type (sin la
traslocacion) que presentaron la cepa europea de ambiente natural CBS7001 y las cepas
patagonicas de ambiente natural NPCC1290 y de chicha NPCC1314.

Debido a este hallazgo resulto interesante evaluar si la traslocacion estaba presente
ademas en otras cepas de S. uvarum. Para ello, y en base a las secuencias completas
disponibles, se disefiaron cuatro cebadores que incluyeron el sitio donde se localizé la
traslocacion para los dos cromosomas, los cuales fueron identificados como XVI-F
(GCTGGCTAAACGCGTGAT), XV-R (ACTCGTGTGACTGGGGTC), VII-F
(GTGACGTAAACGACTTTTGCGC) y VII-R (GAACGTCCATTGCGTACGAG). Estos
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cebadores fueron utilizados para amplificar por PCR la region de interés en las 58 cepas de
estudio, con la siguiente combinacion: XVI-F/XVI-R y VII-F/VII-R representando la
condicion wild-type y XVI-F/VII-R y XVI-R/VII-F representando la condicion traslocada.
El sitio de localizacion de los cebadores se represento esquematicamente en la Figura 2.20.A.
La amplificacion fue exitosa con los cebadores disefiados y se observaron cepas con y sin
translocacion. En la Figura 2.20.B se pueden observar los amplicones obtenidos para dos
cepas que tienen la traslocacion (CECT12627 y CECT12600) y dos que no la tienen
(NPCC1290 y NPCC1314) mencionada como genotipo wild type. Las primeras amplificaron
en la combinacién XVI-F/VII-R y XVI-R/VII-F y las segundas en la combinacién VII-F/V11-
Ry XVI-F/XVI-R.

De todas las cepas analizadas se pudo detectar la misma traslocacion en 10 cepas
(CECT12600, CECT12627, CECT12922, CECT12930, CECT1884, CECT12629 Y ZIM
2113), todas ellas aisladas de ambientes fermentativos. Tres de ellas (NPCC1417,
NPCC1418, NPCC1419) fueron aisladas de sidra en la Patagonia, las demés fueron cepas
europeas aisladas de diferentes bebidas fermentadas. Ademas, todas pertenecieron a la
subpoblacion Holartica con la excepcion de la cepa NPCC1417 que pertenece a la
subpoblacion SA-A. Interesantemente, las cepas que presentaron la traslocacion fueron las
que mayor resistencia al Metabisulfito de Sodio tuvieron, soportando concentraciones desde
2 mM a 4 mM de este compuesto. La cepa con la recombinacion que presentd la menor
resistencia fue la cepa CECT12629. Sin embargo, esta cepa mostré una condicion
heterocigota, presentando la traslocacion en un cromosoma y no en su homologo. Esto se
detectdé debido a que hubo amplificacién en las cuatro combinaciones de cebadores
mencionadas previamente.

Por altimo, en la Figura 2.21 se resume, utilizando el arbol filogenético obtenido con
los siete genes nucleares evaluados en la primera parte de este Capitulo, la informacion en
forma de mapa de calor sobre la resistencia al Metabisulfito de Sodio de cada una de las cepas
y las cepas que poseen la traslocacion entre el cromosoma XVIy el VII.
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Figura 2.19. A: Alineamiento entre la cepa de referencia CBS7001 con la cepa traslocada CECT12600
donde se observa el sitio donde ocurre la traslocacion. B: Representacion esquematica de la traslocacion
encontrada entre el cromosoma XVI1vy el VII que involucra al gen SSUL..
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Figura 2.20. Traslocacion reciproca entre el cromosoma XV1 y el cromosoma VII que involucra al gen de
resistencia al sulfito SSU1. A: Representacion esquematica del sitio de amplificacion para la combinacion de
los cuatro primers: VII-F, VII-R, XVI-F, y XVI-R. B: geles de agarosa 1,5% que muestran la amplificacion
para las cuatro combinaciones de primers. La combinacion VII-F/XVI-R y VII-R/XVI-F indica presencia de
la traslocacion, mientras que la amplificacion en la combinacion VII-F/VII-R y VII-F/XVI-R implica genotipo
wild type (wt). Las letras en color rojo indican las cepas traslocadas, mientras que las cepas en rosa indican el

genotipo wt.
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Figura 2.21: Arbol Filogenético (NJ) de S. uvarum para siete genes nucleares. Los recuadros laterales derechos representan la concentracion de
metabisulfito de sodio hasta la que crecen cada una de las cepas, la barra a la izquierda representa la escala de 0 a 4 mM. La estrella representa
las cepas que poseen la traslocacion entre el cromosoma XV1'y el VII. La estrella de cuatro puntas representa la cepa heterocigota.
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2.4.4. Ensayos de expresion del gen SSU1

Por ultimo, se utilizaron las tres cepas analizadas en el estudio genémico y que
presentaron resistencia diferencial al SO»: la cepa europea CECT12600 y las cepas
patagonicas NPCC1290 y NPCC1314 para evaluar la expresion del gen SSU1 durante el
proceso de fermentacion con y sin el agregado de Metabisulfito de Sodio. Para ello se
realizaron fermentaciones individuales en mosto sintético MS300 con agregado de 1mM de
SO libre (concentracion subletal para las cepas de baja resistencia) y sin el compuesto. Todas
las fermentaciones se realizaron en frascos de 100 mL conteniendo 90mL de mosto. La
incubacidn se realiz6 a 25°C sin agitacion y por triplicado y la cinética se siguid por pérdida
de peso.

En funcién de los datos cinéticos se tomaron cuatro muestras correspondientes a los
primeros cuatro dias de fermentacion para realizar la extraccién de RNA. En lo referente a
las cinéticas de fermentacion, todas las cepas tuvieron un comportamiento similar en ausencia
de Metabisulfito de Sodio. Respecto de las fermentaciones con Metabisulfito de Sodio, la
cepa resistente CECT12600 tuvo un comportamiento superior a las demaés (Figura 2.22.A).
Los datos obtenidos de expresion del gen SSU1 estandarizado por los respectivos controles
de expresion constitutiva en las dos condiciones (ausencia y presencia de metabisulfito de
Sodio) y para las tres cepas analizadas se representaron en la Figura 2.22.B. La cepa que
presentd menor expresion de este gen en todos los tiempos analizados fue la cepa aislada de
chicha NPCC1314, la cual se utilizd para calcular la expresion relativa de las demas.
Independientemente de la presencia de Metabisulfito de Sodio, se observo una
sobreexpresion del gen SSU1 significativamente mayor en la cepa tolerante CECT12600 que
en las cepas patagonicas (Figura 2.22.B). Sin embargo, en las fermentaciones sin agregado
del agente antimicrobiano la diferencia relativa fue menor que en presencia de este
compuesto. Se observo ademas, que en las fermentaciones sin antimicrobiano la mayor
diferencia de expresion entre cepas ocurri a los cuatro dias de comenzada la fermentacion
(correspondiente ya a un estadio medio de la fermentacion), mientras que en las
fermentaciones con Metabisulfito de Sodio la mayor diferencia relativa se observé en el
estadio inicial. De hecho, en el primer dia de fermentacién la sobreexpresion del gen SSU1
en cepa europea CECT12600 resultd 10 veces mayor a la observada en las dos cepas
patagonicas (Figura 2.22.B).
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Figura 2.22: A: Cinética de fermentaciones en mosto sintético MS300 con y sin agregado de
Metabisulfito de Sodio para cepas de S. uvarum con elevada (CECT12600) y baja (NPCC1290
y NPCC1314) tolerancia. B: Expresion diferencial relativa a la cepa NPCC1314 del gen SSU1
en fermentaciones con y sin Metabisulfito de Sodio. *: diferencias significativas ANOVA
Test de Tuckey=2.

DISCUSION

Al someter a los organismos a condiciones estresantes (definida como una condicion
en donde se ve afectado el crecimiento del microorganismo) e inclusive limitante (que lleva
a la muerte del mismo) se pone en evidencia la plasticidad de los mismos. Esta plasticidad,
intimamente relacionada tanto con aspectos genotipicos y/o fenotipicos, representan la
capacidad de adaptacion de los organismos a las nuevas condiciones ambientales (Sato et al.,
2003). En la parte anterior de este capitulo ya se ha profundizado sobre los genotipicos de
esta especie, particularmente en la Patagonia, y su relacion con los diferentes nichos
ecoldgicos asociados a ambientes naturales y fermentaciones tradicionales e industriales. En
esta parte, y a través del estudio de diferentes factores de estres relacionados con los procesos

fermentativos, se pretende realizar aportes sobre las diferencias fisiologicas que quizas
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tuvieron relacion con (o quizas son el resultado de) la adaptacién de las diferentes cepas a
los diversos ambientes analizados. Muchos autores han demostrado que el ambiente
fermentativo promueve una variedad de mecanismos genéticos y fisioldgicos en las levaduras
que les permiten adaptarse a estas condiciones en las que coexisten varios factores de estrés
simultdneamente y de forma cambiante en el tiempo (Ansanay-galeote et al., 2001;
Auesukaree, 2017; Belloch et al., 2008; Galeote et al., 2010; Ramos et al., 2013). Spor et al.,
(2009), estudiando cepas de S. cerevisiae observaron que las distintas poblaciones presentan
estrategias diferentes dependiendo de sus nichos ecoldgicos. Los autores evidenciaron que
cepas de laboratorio y de ambientes naturales logran un mayor nimero de células en la
poblacion y presentan células de tamafios mas pequefios en condiciones de fermentacion que
cepas industriales. En condiciones de respiracion, sin embargo, estas mismas cepas presentan
una menor tasa de reproduccion y producen menor cantidad de etanol. Hasta el momento no
se han llevado a cabo trabajos similares con cepas de S. uvarum de diferentes ambientes.

De acuerdo a estos mismos autores, la variacion en la calidad, cantidad y disponibilidad
en la fuente nutricional son factores claves en las estrategias evolutivas de la historia de vida
de las levaduras (Spor et al., 2009). En particular, las fuentes de nitrogeno (calidad y
cantidad) son el factor nutricional mas importante en las fermentaciones, en las que por lo
general existe un exceso de fuente carbonada (azlcares) (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Tanto
el mosto de uva como el mosto de manzana contienen diferentes fuentes de nitrégeno que
pueden ser asimiladas por las levaduras (mayormente sales de amonio y aminoacidos) y que
constituyen lo que se conoce como FAN o nitrégeno facilmente asimilable (FAN) (Fleet y
Heard 1993). Existen diferentes factores que influyen en la concentracion de esta fuente
nutricional como la variedad de uva 0 manzana, el origen geografico, las condiciones
climaticas y algunos procesos tecnologicos (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010;
Swiegers y Pretorius, 2005). Cuando las concentraciones de FAN son limitantes, la cinética
de fermentacion se ve afectada, lo que en muchos casos pueden ocurrir las denominadas
“paradas de fermentacion” (Buzke et al., 1998; Dubois et al., 1996; Nicolini et al., 2004).
Multiples trabajos relacionados con el proceso de vinificacion manifiestan el gran problema
que constituyen las paradas de fermentacién directamente relacionadas con la escasez de
nitrégeno (Ivorra et al., 1999; Larue et al., 1984; Mufioz y Ingledew 1989). No obstante, no

se observa lo mismo en sidras. Esta diferencia puede deberse a que aun cuando la
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concentracion de nitrgeno en diferentes mostos de manzana es muy variada (desde 50 a 200
mg/L FAN) (Blanco Gomis y Mangas Alonso, 2010) las concentraciones de azucares
(glucosa y fructosa) son inferiores (100-130g/L) a la mayoria de los mostos de uva (200-
2500/L), esto se traduce en una menor relacion carbono/nitrégeno en sidras (1:1 g de azucares
por cada mg de FAN) que en el vino (2:1), es decir en las sidras el nitrogeno no pareceria
constituir un recurso tan escaso.

Los resultados observados en esta Tesis realizados en microplacas, evidenciaron un
mejor crecimiento de las levaduras fermentativas europeas (también algunas de ambientes
naturales de Europa) en altas concentraciones de nitrégeno (a partir de 140 mg/L en adelante),
superando significativamente la performance de las cepas aisladas de la Patagonia (ambiente
natural, chicha y sidra). Es decir, que las cepas provenientes de Europa (mayormente vinicas)
mejoraron significativamente sus parametros cinéticos de crecimiento (aumentaron los
valores de pmax y disminuyeron los valores de A) a medida que se incrementaron las
concentraciones de nitrogeno en el medio. A bajas concentraciones de nitrogeno ocurrio el
fendmeno inverso, las cepas Patagonicas presentaron un mejor comportamiento que las
europeas, sugiriendo que las cepas europeas exhiben un mayor requerimiento de nitrogeno.
Como se menciono previamente, el nitrgeno pareceria no ser una limitante del crecimiento
en sidras (ni en chichas, un sustrato similar), y seria esperable que las cepas aisladas de estos
ambientes presenten un alto requerimiento de este nutriente, mientras que en las
fermentaciones vinicas podriamos esperar que se seleccionen cepas con bajo requerimiento
que puedan competir por este recurso limitante. Sin embargo, los resultados evidencian lo
contrario. Una posible explicacion para esto podria relacionarse con una de las préacticas
tecnoldgicas propias del proceso de vinificacion, que consta en agregar a los mostos de uva
grandes concentraciones de nitroégeno a fin de evitar las paradas de fermentacion debidas a
su escasez. Este hecho pudo haber provocado una seleccion de aquellas levaduras que
crezcan mejor en estas condiciones artificiales. En nuestro ensayo las principales levaduras
que incrementaron su cinetica fueron las cepas vinicas de la subpoblacion Hol (no
disponemos de cepas vinicas patagonicas).

El agregado de nitr6geno no es una préactica tan difundida en la elaboracién de sidras y
por supuesto tampoco en chichas de manzana, esto podria explicar por qué las cepas de estos

origenes no se ven afectadas por el incremento en la concentracion de este nutriente. En la
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industria sidrera en nuestro pais el agregado de nutriente no es una practica ampliamente
difundida, algunos productores utilizan esta estrategia mientras que otros sostienen que no es
necesaria, evidenciando que esta practica de adicidn de nitrégeno no es tan frecuente en la
industria de la sidra como en la del vino. Con estos antecedentes se pretende contextualizar
como practicas realizadas por el hombre impactan en la seleccion de ciertas levaduras. En
este contexto, algo interesante que vale la pena remarcar, es que las cuatro cepas aisladas de
sidra de Irlanda (S04, S10, S14 y S20) tuvieron un comportamiento muy similar al observado
en la Patagonia aun cuando corresponden a cepas europeas de la subpoblacion Hol.
Sorprendentemente tres de estas cepas son las que comparten la misma introgresion con una
de las cepas aislada de chicha (que ademas era un perfil molecular mayoritario en las chichas
como se demostrd en el primer capitulo) lo cual pone en evidencia ademas de la relacion
filogenética observada anteriormente, una relacion fisiologica por lo menos en lo que al
consumo de nitrégeno se refiere.

Claramente nuestros resultados evidencian que la respuesta al nitrégeno en las
condiciones ensayadas no se asocia con las relaciones filogenéticas, sino que debe haber otro
factor en juego que esté relacionado con el ambiente de origen. El caso mas contrastante lo
evidencian las cepas patagonicas incluidas en las subpoblaciones SA-A y SA-B que, aunque
poseen una gran distancia genética y poco flujo génico, muestran un comportamiento
fisiolégico fue similar. Los ambientes naturales son pobres en nitrogeno por ende
probablemente son seleccionadas aqui aquellas levaduras con bajos requerimientos
nutricionales. Un resultado similar fue observado por Origone, (2017), quien evidenci6 una
mayor tasa de crecimiento a bajas concentraciones de nitrégeno en cepas de S. eubayanus
respecto S. uvarum (cabe recordar que S. eubayanus solo ha sido asociada a ambientes
naturales). Posiblemente patrones diferenciales en la expresion a nivel intraespecifico estén
involucrados en la adaptacion a estos procesos. Treu et al., (2014) evaluaron el patron de
expresion global de diferentes cepas de S. cerevisiae distanciadas filogenéticamente y de
origenes diversos en respuesta al nitrdgeno. Los autores observaron que en concentraciones
bajas de nitrégeno todas las cepas presentaron un perfil de expresion similar (aun las mas
alejadas filogenéticamente), pero a concentraciones altas la cepa industrial sobreexpresaba
varios genes involucrados en el metabolismo y transporte de compuestos nitrogenados.

Similares eventos podrian estar ocurriendo en S. uvarum en respuesta al nitrogeno; sin
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embargo, se requiere de estudios adicionales que permitan confirmar esta hipotesis y/o
entender estas diferencias.

En el ensayo de competencias realizado en este capitulo entre una cepa vinica de la
sobpoblacion Hol y dos cepas de ambientes naturales incluidas en las subpoblaciones SA-A
y SA-B se confirm6 que ambas cepas aisladas de ambientes naturales lograron implantarse
mejor que la cepa vinica en concentraciones bajas de nitrogeno, mientras que esta situacion
se revirtio completamente a concentraciones elevadas de nitrégeno, donde se implanté mejor
la cepa vinica Hol. Algo interesante de observar es que la cepa de ambiente natural SA-A
(NPCC1414) se encontrd representada en una buena proporcién en ambas condiciones,
mientras que la cepa méas asociada a ambientes naturales de la subpoblacién SA-B (cepa
NPCC1298) no fue detectada al finalizar el ensayo a elevada concentracién de nitrégeno.
Esto implicaria que la cepa de la subpoblacién SA-A se logré adaptar bien en bajas y altas
concentraciones de nitrégeno (lo cual no se observd en ensayos en microplacas) y podria
representar una situacion intermedia.

Por otro lado, la estimacion del rango de temperatura en el cual los microrganismos
son capaces de crecer resulta también un factor importante, tanto para los estudios en
fermentaciones la industria como para estudios ecoldgicos y taxonémicos (Salvadé et al.,
2011). Son muchos los trabajos que demuestran la importancia de la temperatura en
comportamiento de las levaduras en fermentaciones (Arroyo-Lopez et al., 2006; Charoenchai
et al., 1998; Serra et al., 2005; Sorensen et al., 1997) asi como en la distribucion natural de
las especies en la naturaleza (Lachance et al., 2003; Libkind et al., 2011; Lopes et al., 2010;
Rodriguez et al., 2014; Sampaio y Goncalves, 2008; Sniegowski et al., 2002; Sweeney et al.,
2004).

En los ensayos realizado en microplacas con cepas de S. uvarum, nuevamente se volvio
a observar un comportamiento diferenciado por origen mas que por las relaciones
filogenéticas existentes entre cepas. Mientras a bajas temperaturas no se observa diferencia
en los valores obtenidos de los parametros pmax y A, a temperaturas mas elevadas (20°C y
30°C) las cepas europeas (subpoblacion Hol) y las cepas de sidra de la Patagonia
(subpoblaciones Hol y SA-A) mostraron valores especificamente del parametro A
significativamente superiores (requirieron mas tiempo para comenzar el crecimiento

exponencial) que los evidenciados para el resto de las cepas patagonicas (de ambientes
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naturales y de chicha). En los ensayos de competencia, sin embargo, este efecto entre cepas
se evidencié a baja temperatura, donde la cepa europea domind las fermentaciones mientras
que a 30°C se observaron proporciones similares de las tres cepas inoculadas.

Debido a que todas estas levaduras fueron aisladas de zonas geograficas caracterizadas
por las bajas temperaturas, parece poco probable que la temperatura ambiental sea el factor
determinante para el comportamiento diferencial que se observo entre las cepas. Una posible
explicacion a nuestro resultado podria estar relacionada con el nicho ecolégico que ocupan
estas cepas en los diferentes sitios geograficos de los cuales fueron aisladas. Para ello cabe
mencionar que la teoria de la biodiversidad propone dos tipos de hipotesis para explicar la
composicion de una comunidad determinada: i) el primero engloba factores geograficos e
historicos (factores externos, abioticos) base de la biogeografia (Avise, 1998) y ii) el segundo
tipo, denominado reglas de ocupacidn de nicho, se refiere a las propiedades intrinsecas de la
poblacion que afectan su interaccion con otros miembros de la comunidad (Vandermeer,
1972). Un ejemplo para este ultimo caso, quizds menos evidente, lo representa el efecto
Crabtree descubierto en la especie S. cerevisiae (de Deken, 1966). Por este mecanismo la
levadura produce etanol en presencia de oxigeno (lo cual energéticamente es menos eficiente
y contradice lo estipulado en el efecto Pasteur) cuando las concentraciones de azucares son
altas. Goddard, (2008) propone que este mecanismo es un ejemplo de modificacién de nicho
(una estrategia de invasion) que provoca que las especies que coexisten adquieran habilidades
como la resistencia al etanol. En relacidn con lo observado en esta Tesis, se podria suponer
que aquellas levaduras que tuvieron que compartir nicho ecoldgico con la especie S.
cerevisiae, altamente invasiva y ndmada como la describié Goddard, (2008), tuvieron que
diferenciarse de ella a fin de garantizar su subsistencia. Este podria ser el caso observado en
las cepas de S. uvarum de ambientes fermentativos (cepas de Europa y cepas de sidra de la
Patagonia), debido a que una de las pocas adaptaciones que no ha adquirido hasta el momento
la especie S. cerevisiae es la capacidad de crecer a bajas temperaturas. Como estrategia para
crecer a bajas temperaturas esta especie ha recurrido principalmente a mecanismos como la
hibridizacion con levaduras criotolerantes como S. kudriavzevii, S. uvarum y S. eubayanus
(Bradbury et al., 2005; Masneuf et al., 1998; Peris et al., 2012). Este efecto de la temperatura
también fue observado en el capitulo anterior, donde Unicamente bajando las temperaturas

de fermentacion (a 13°C) se logré recuperar las cepas de sidra en la Patagonia.
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En ambientes naturales de la Patagonia la situaciéon es diferente ya que no existen
reportes de la presencia de cepas naturales (no introducidas) de S. cerevisiae en los mismos
aun cuando se han muestreado zonas muy variadas. Sin embargo, en estos ambientes S.
uvarum comparte nicho con su especie hermana, también criotolerante, S. eubayanus; siendo
la Patagonia hasta el momento el Unico sitio donde se ha reportado la coexistencia de dos
especies criotolerantes tan frecuentemente (Libkind et al., 2011; Rodriguez et al., 2014). La
presencia de esta especie criotolerante podria impactar de modo opuesto a como lo hace S.
cerevisiae en las poblaciones de S. uvarum europeas. Aungue los unicos estudios en los que
se evalud el crecimiento de cepas de S. uvarum y S. eubayanus a diferentes temperaturas no
parecen demostrar una preferencia de una u otra por temperaturas elevadas (Libkind et al.,
2011; Origone et al., 2017), este fendmeno podria estar ocurriendo en ambientes naturales
donde estas especies no encuentran otra especie del género que compita a temperaturas
superiores. Un fendmeno similar al propuesto aqui ha sido observado por Sampaio y
Goncalves (2008) entre las especies simpatricas S. cerevisiae y S. paradoxus en Portugal.
Estos autores observan que, aun cuando las dos especies comparten la preferencia por la
temperatura, S. cerevisiae es capaz de crecer hasta temperaturas levemente superiores a S.
paradoxus. Estas dos especies han sido encontradas en simpatria también en sitios de
Norteamérica (Sniegowski et al., 2002) Croacia (Redzepovic et al., 2002) y Nueva Zelanda
(Zhang et al., 2010), por lo que quizas existan, ademas de diferencias de temperatura, otras
diferencias fisiologicas que permitan explicar la coexistencia de las dos especies. Algo
similar podria estar relacionado con las dos especies criotolerantes en la Patagonia.

Aun cuando las explicaciones expuestas anteriormente resultan logicas y explicarian
por que las cepas patagénicas de S. uvarum de ambientes naturales crecen mejor que las
europeas a temperaturas mas elevadas, mientras que las europeas (mayormente vinicas) son
mas competitivas a temperaturas bajas, no explican del todo el caso de las cepas de chicha.
Muchas de las cepas de chicha fueron aisladas de fermentaciones en las que también se
encontrd S. cerevisiae, por lo que se esperaria encontrar un comportamiento similar al de las
cepas de S. uvarum europeas o de sidras de la Patagonia; de hecho, sus relaciones
filogenéticas las asocian mas a éstas dado que se han caracterizado como de las
subpoblaciones SA-A o Hol. Sin embargo, su comportamiento es mas parecido al de las cepas

de ambientes naturales de la Patagonia, tanto en cultivos puros en los ensayos en microplaca
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como en los cultivos mixtos en los ensayos de competencia. Algo que podria justificar este
comportamiento es el hecho que las chichas en las que S. uvarum coexiste como especie
minoritaria con S. cerevisiae fueron realizadas a 20°C en condiciones de laboratorio, es decir
las muestras de mosto se transportaron y fueron fermentadas en el laboratorio (Rodriguez et
al., 2017). Por el contrario, las chichas donde se observé dominancia de S. uvarum (y en
algin caso no se detectd S. cerevisiae) y un mayor nimero de cepas fueron fermentadas
totalmente por las familias Mapuches locales, probablemente a temperaturas inferiores ya
que las manzanas se colectan en otofio cuando las temperaturas de esas zonas de la Patagonia
son muy bajas. Esta es probablemente la situacion comun en las chichas. Probablemente el
contacto y el flujo génico que existe entre estas cepas y las aisladas de ambientes naturales
(SA-A y SA-B) les han otorgado a las cepas de chicha una mejor adaptacion a temperaturas
mas altas.

Con todos estos antecedentes se vuelve a poner en evidencia un marcado efecto en
cuanto a adaptaciones en otro nivel que no es el genético (al menos con los genes estudiados),
siendo para este ensayo las poblaciones SA-A y SA-B indistinguibles a nivel fenotipico.

Uno de los factores de estrés méas importantes relacionados con la adaptacién de las
levaduras durante los procesos fermentativos es la tolerancia al etanol. El efecto del etanol
en el crecimiento de la célula estd intimamente relacionado con el aumento de la
permeabilidad y con cambios en la fluidez de la membrana plasmatica (Alexander et al.,
1994; Sales et al., 2000; Stanley et al., 2010). Para este factor de estrés nuevamente se
evidencié un marcado efecto por origen en los ensayos en microplaca, siendo las cepas
aisladas de ambientes fermentativos (en Europa y sidra en la Patagonia) las que mayor
resistencia a este compuesto presentaron. Contrariamente, las cepas aisladas de ambientes
naturales de la Patagonia (independientemente de la subpoblacion a la que corresponden,
subpoblacion SA-B o SA-A) fueron las que menor resistencia presentaron a concentraciones
de etanol elevadas, es decir vieron méas afectado su crecimiento en medios con elevado
contenido de este compuesto. Estos resultados se confirmaron posteriormente en los ensayos
de competencia donde predomind la cepa Holartica de ambientes fermentativos a
concentracion de etanol elevada (8%). Es l6gico esperar que las cepas que han estado en
contacto con concentraciones elevadas de este compuesto por generaciones (en un ambiente

fermentativo como el vino o la sidra) puedan haber adquirido una mayor tolerancia a este

214



Capitulo II: Discusion: Parte Il

compuesto. Existen varios trabajos que han reportado la resistencia diferencial al etanol, de
cepas fermentativas en relacion a cepas de ambientes naturales (Ansanay-galeote et al., 2001;
Stanley et al., 2010). También se ha reportado, mediante estudios de evolucion dirigida, que
la tolerancia al etanol puede mejorarse (Peris et al., 2017; Querol y Barrio, 2003). Los
mecanismos por los que las levaduras logran adaptarse a las concentraciones elevadas de
etanol involucran cambios en la ploidia, nimero de copias de ciertos genes, y alta frecuencia
de mutacion, lo que involucra a poblaciones con una alta interferencia clonal (Dunham et al.,
2002; Gresham et al. 2008; Lang et al., 2013; Toprak et al., 2011; VVoordeckers et al., 2015).

Nuevamente las cepas de chicha constituyen un caso especial, ya que su
comportamiento fue muy heterogéneo en respuesta a este factor de estrés, es decir, algunas
cepas se comportaron como las cepas fermentativas europeas y las otras como las de
ambientes naturales de la Patagonia. Esto podria relacionarse también al hecho que entre las
cepas de chicha se encontraron algunas identificadas como pertenecientes a la subpoblacion
SA-AYy otras ala Hol. Aunque esto no se relaciond directamente con su tolerancia (no ocurrié
que las Hol sean mas tolerantes y las SA-A menos), esto si explicaria su variabilidad. Origone
et al., (2017) estudiaron este comportamiento previamente, utilizando un gran ndmero de
cepas de ambientes naturales y de chicha de las especies S. eubayanus y S. uvarum (en esta
ultima se incluyeron algunas cepas también utilizadas en este trabajo). Los autores remarcan
la gran homogeneidad fenotipica observada en las poblaciones aisladas de ambientes
naturales (en las dos especies estudiadas) mientras que las cepas aisladas de chicha (solo de
la especie S. uvarum) presentaron respuestas muy variadas. Como se sugirié previamente, las
cepas de chichas parecen comportarse como si estuvieran en zonas de transicion o de contacto
entre dos subpoblaciones. Este hecho también se apoyaria en lo observado en la distribucion
alélila de estas cepas que correspondio al modelo bimodal, que evidencia que las presiones
selectivas actuales favorecen la presencia de dos genotipos opuestos, y evidentemente tal
como se observé en esta parte del capitulo también de dos fenotipos opuestos, algunos que
podrian presentar mejores habilidades para desarrollarse en un ambiente natural (baja
requerimiento nutricional, crecimiento a temperaturas mayores) y otros en ambientes
fermentativos (tolerancia al etanol).

Un dato interesante es que las cepas aisladas de ambientes naturales de Europa

(subpoblacion Hol) presentaron un comportamiento similar que el resto de las cepas europeas
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aisladas de ambientes fermentativos. Este hecho indicaria que no se trataria de cepas
originarias del ambiente natural, sino que podrian ser cepas domesticadas (en bodega o
ambientes similares) que se dispersaron desde los ambientes antropicos donde adquirieron
esta caracteristica fisiologica hacia los ambientes naturales. Existen varios trabajos en los que
se evidencia una circulacion de levaduras desde la bodega hacia el vifiedo, mediada
mayormente por insectos (Goddard et al., 2010; Hyma y Fay, 2013; Quan y Eisen, 2018) por
lo que nuestra hipdtesis no resultaria descabellada. De hecho, como se mostré en la primera
parte de este capitulo, las cepas de ambientes naturales de Europa comparten por ejemplo los
mismos 3 haplotipos encontrados para el gen mitocondrigal COX2 detectados en las cepas
vinicas del mismo continente, mientras que las cepas de ambientes naturales en Sudamérica
son mucho mas variadas genéticamente.

El ultimo factor de estrés que se analizo en esta Tesis, y al que adjudicamos en principio
durante el primer capitulo la baja implantacion de la cepa de chicha NPCC1314 en los
ensayos a escala semipiloto, fue la resistencia al sulfito (SO2). Como ya se coment6 en detalle
en la introduccion de esta Tesis, la adicion de SO2 es una practica comun en la industria de
lasidray el vino y es por eso que la resistencia a este compuesto antimicrobiano por parte de
las levaduras resulta de particular relevancia en estas industrias (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). En el ensayo de resistencia al SO> realizado en placas se observd que un gran grupo
de cepas fermentativas de Europa y la mayoria de las cepas de sidra de la Patagonia
manifestaban una alta resistencia a este compuesto (de hasta 2-4 mM), mientras que la
totalidad de las cepas aisladas de chicha y de ambientes naturales en la Patagonia, junto con
un grupo de cepas aisladas de ambientes naturales de Europa presentaron una baja resistencia
a este mismo compuesto (0-1 mM). Estos resultados evidencian nuevamente un
comportamiento similar entre las cepas de sidra de la Patagonia y las fermentativas europeas,
mientras que las cepas de chicha presentan un comportamiento similar a las cepas de
ambientes naturales de la Patagonia. La resistencia diferencial a este compuesto entre cepas
salvajes e industriales en S. cerevisiae ha sido descripta por numerosos autores (Nardi et al.,
2010; Pérez-Ortin et al., 2002; Yuasa et al., 2004). No obstante, hasta el momento no se habia
realizado un ensayo similar en S. uvarum, comparando cepas de diferentes origenes y areas
geograficas. Una de las causas asociadas a la resistencia de las levaduras a este compuesto

ha sido relacionada con la expresion constitutiva del gen SSU1 (transportador de sulfito) dado
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por una traslocacion reciproca entre los cromosomas XVI1 'y VIII que modifica al promotor
del gen, otorgadndole una mayor resistencia a este compuesto (Pérez-Ortin et al., 2002). Esta
traslocacion se encuentra en subpoblaciones de S. cerevisiae vinicas, pero no en las naturales
(Brion et a., 2012; Clowers et al., 2015; Nardi et al., 2010; Pérez-Torrado et al., 2017; Yuasa
et al., 2004). La translocacién XVI/VIII contribuye no solo a la diferenciacién ecologica de
las levaduras vinicas, sino también como una barrera genética que podria llevar al aislamiento
reproductivo de las poblaciones vinicas y las de ambientes naturales dentro de la especie S.
cerevisiae (Hue et al., 2014; Clowers et al., 2015). Zimmer et al., (2014), describieron
posteriormente otra translocacion entre los cromosomas XV1y XV que aumenta la expresion
del gen SSU1 en la misma especie S. cerevisiae.

El hecho de haber encontrado una resistencia diferencial entre cepas de S. uvarum de
diferentes origenes y los datos ya conocidos sobre el gen SSU1 en S. cerevisiae motivaron a
profundizar el estudio en este caso y por ello se procedid a la busqueda de esta region
particular en cepas de S. uvarum. Se analizaron en las secuencias completas disponibles de
algunas cepas representantes de diferentes subpoblaciones estudiadas en esta Tesis y que
presentaban marcada diferencia en cuanto a su resistencia. A partir de este analisis de
identifico una nueva translocacién entre los cromosomas XVI'y VII que también afectan al
promotor del gen SSUL1 en la cepa de S. uvarum europea (de la subpoblacion Hol)
CECT12600 vinica. Esta translocacion no se encontraba presente en el genoma de dos cepas
patagonicas (de la subpoblacion SA-A y SA-B de chicha y ambiente natural respectivamente)
de las que disponiamos también del genoma completo. El estudio de expresion demostro
también que la cepa vinica present6 una expresion diferencial al menos 10 veces mayor del
transportador que las no vinicas (independientemente de la presencia o ausencia de SOz en
el medio), indicando que esta traslocaciéon le confiere una mayor expresion y mayor
resistencia al sulfito, de igual forma que se observd en S. cerevisiae. Liu et al., (2017)
estudiando un gran numero de genes relacionados con la tolerancia al sulfito en una cepa de
S. uvarum, evidencié que solo cuando se realizo transformacion del gen SSU1 evidencio
cambios en la resistencia al sulfito, demostrando la importancia de este gen en la tolerancia
al sulfito en esta especie.

Finalmente se evidencié que en total 10 de las cepas analizadas en esta Tesis

presentaron esta recombinacion todas aisladas de fermentaciones industriales.
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Interesantemente de estas 10 cepas con la recombinacion, siete correspondieron a cepas
vinicas europeas Yy tres correspondieron a cepas aisladas de sidra de la Patagonia en esta
Tesis. Este hecho, sumado a que la traslocacion en todas las cepas evaluadas en este trabajo
se produjo en el mismo sitio recombinante, aporta mayor evidencia de que la traslocacion
ocurrié en Europa y que las cepas de sidra, tan similares fisioldgica y genéticamente a las
europeas corresponden a una invasion (colonizacion) de cepas europeas en la Patagonia. Esta
colonizacion, como se menciond en la primera parte de este capitulo, pudo ser posterior a la
que dio origen a las que ingresaron a la Patagonia por Chile y diseminadas por los Mapuches
por el camino de las manzanas (Rodriguez et al., 2017). De hecho, podrian estar méas
asociadas a las levaduras vinicas (dentro de las cuales se encuentran las cepas con
translocacion en Europa), ya que la zona de Cipolletti de donde se aislaron las cepas de sidra
es una zona donde ademas de las manzanas se encuentran grandes plantaciones de vid para
la elaboracion de vino (Instituto Nacional de Vitivinicultura, INV 2017).

Saccharomyces uvarum presenta una divergencia significativa dentro del género
respecto de S. cerevisiae con solo ~ 80% de identidad en secuencias codificantes (Scannell
et al., 2011), que es comparable a la distancia genética entre humanos y vacas (Elsik et al.,
2009). En este contexto, los datos observados en relacion al SO,, demostrarian un caso de
convergencia entre dos especies diferentes que se adaptan de una manera similar a un
ambiente particular. Este fendmeno se denomina evolucion convergente. En los Gltimos afios,
los estudios genémicos comparativos han sugerido que la evolucion paralela puede ser mas
frecuente de lo esperado. Hay ejemplos de convergencia genética debido a mutaciones
puntuales, duplicaciones de genes o hibridaciones de especies (Stern, 2013). En el caso de
las levaduras, la evolucion convergente por mutaciones puntuales ha sido descrita en
ambientes naturales (Hittinger et al., 2004) y en estudios de evolucion dirigida en laboratorio
en S. cerevisiae (Segre et al., 2006). Hasta ahora, estos datos corresponden al primer ejemplo
de convergencia genética producida por reordenamiento cromosomico en dos especies
independientes y divergentes. EI mecanismo mas utilizado por estos organismos para generar
variabilidad genética son los reordenamientos cromosomicos a gran escala (Selmecki et al.,
2009) y ocurren tanto en la evolucién experimental en el laboratorio (Gorter et al., 2017)

como en poblaciones de levaduras de ambientes naturales. Uno de los casos mas
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sorprendentes de este tipo lo constituyen las levaduras aisladas de Evolution Canyon (Israel),
adaptadas a niveles extremadamente altos de cobre (Chang et al., 2013).

Los resultados expuestos en esta parte de la Tesis aportan evidencia adicional sobre la
fuerte presion de seleccidn que ejerce el antimicrobiano SO2 en las poblaciones de levaduras,
promoviendo adaptaciones impulsadas por la actividad del hombre.

Por altimo, y retomando una hipdtesis generada en el capitulo 1 sobre la implantacion
de la cepa NPCC1314 en sidras a escala semipiloto, los datos obtenidos de la baja resistencia
al sulfito observada en la cepa de chicha NPCC1314 explicaria este fendmeno. La cepa de
sidra NPCC1420, aun cuando no present6 translocacion en el gen SSU1, mostré una gran
tolerancia a este compuesto, lo cual garantizaria su implantacion en las mismas condiciones.
Estos resultados permiten plantear dos estrategias biotecnoldgicas i) utilizar para la
elaboracion de sidras cepas con alta resistencia al sulfito (como las aisladas de sidra en esta
Tesis), que garanticen una buena implantacion en las condiciones industriales o ii) elegir
précticas tecnoldgicas sin, o al menos con cantidades reducidas, de este antimicrobiano y que
permitan obtener productos quimicamente y aromaticamente diferentes por el uso de cepas
de otros origenes no adaptadas a las condiciones industriales. Actualmente, tanto en la
industria del vino como en la industria de la sidra se estdn explorando las practicas de
reduccion del SO, dado que concentraciones elevadas de este compuesto también ha
generado problemas en la salud en personas sensibles (Blouin y Peunaud 2006), surgiendo y
revalorizando lo que se conoce como bebidas organicas.

En resumen, en esta parte del capitulo se ha explorado a nivel fenotipico una gran
cantidad de escenarios relacionados con factores de estrés tipicos de los procesos de
elaboracion de bebidas fermentadas que pueden poner en evidencia diferentes grados de
domesticacion en las levaduras. Para ello se us6 una amplia cantidad de cepas, con origenes
y caracteristicas genéticas diferentes, constituyendo el trabajo mas amplio en este sentido que
se ha reportado hasta ahora, dado que los trabajos previos no contaban con cepas de
ambientes fermentativos de la Patagonia. Se observd como el efecto del hombre sobre las
levaduras trasciende las relaciones filogenéticas y se pusieron en evidencia fendbmenos de
convergencia evolutiva, expresion diferencial y adaptaciones influenciadas por el nicho

ecologico y la coexistencia con otras especies, desde los ambientes naturales a los mas
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antropicos. Se ha puesto en evidencia ademas que esta especie presenta estrategias similares

con la nébmada e invasiva especie S. cerevisiae.
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CONCLUSIONES
Se observo un marcado comportamiento por origen y no por especie al comparar los
caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas de las sidras obtenidas con las cepas de S. uvarum

y S. eubayanus patagonicas.

Saccharomyces eubayanus y Saccharomyces uvarum producen concentraciones
mayores de glicerol y menores de etanol y &cido acético que S. cerevisiae en fermentaciones

de mosto de manzana.

La cepa de S. uvarum NPCC1314 aislada de chicha present6 la mayor combinacion de
caracteristicas biotecnoldgicas, incluyendo mayor produccion de glicerol, alcoholes
superiores y esteres, y baja produccion de acido acético, por lo que fue seleccionada para ser

evaluada en ensayos a escala semipiloto.

Se logré una mejor implantacion de la cepa seleccionada S. uvarum NPCC1314 en
fermentaciones a escala semipiloto realizadas a baja temperatura, mientras que la cepa

control comercial no logré implantarse independientemente de la temperatura evaluada.

Se observé fermentacion malolactica espontanea Unicamente en las bebidas
fermentadas con S. cerevisiae durante el proceso de segunda fermentacion en botella a las
dos temperaturas evaluadas, lo que evidenciaria una posible inhibicion de la fermentacion

malolactica por parte de S. uvarum.

La temperatura de fermentacion afectd el perfil fisicoquimico de las sidras,
observandose mayores concentraciones de esteres en las sidras fermentadas a 20°C y de
algunos alcoholes superiores en las sidras fermentadas a 13°C, independientemente de la
especie de levadura utilizada.

La temperatura y la variedad de manzana utilizadas influyeron en la diversidad de
levaduras observadas durante las fermentaciones espontaneas. Solamente se detectd S.

uvarum en fermentaciones de mosto Red Delicious realizadas a 13°C, constituyendo el
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primer hallazgo de esta especie relacionada a un proceso de fermentacion industrial en todo

el continente.

La variabilidad intraespecifica de la especie S. uvarum detectada en sidra fue
significativamente menor que la observada en fermentaciones tradicionales (chicha) y en
ambientes naturales en la Patagonia, lo que evidencia el efecto de influencia antrdpica sobre

la diversidad.

En ensayos a escala semipiloto comparando la cepa de chicha S. uvarum NPCC1314 y
una cepa aislada de sidra NPCC1420 (seleccionada por sus propiedades biotecnoldgicas) se
observé un mayor porcentaje de implantacién y una cinética superior cuando se utilizé esta
ultima levadura. Este hecho podria deberse a una mayor tolerancia al SO, lo que convierte

a esta cepa en una interesante herramienta biotecnolégica para la industria sidrera.

El andlisis de genético de las cepas patagonicas permito poner en evidencia la
existencia de tres subpoblaciones, Sudamérica-A, Sudamérica-B y Holarticas. La
subpoblacion SA-B, formada Unicamente por cepas aisladas de ambientes naturales, fue la

mas alejada filogenéticamente.

La subpoblacién SA-A coexiste en ambientes naturales con la subpoblacién SA-B, sin
embargo, presentan un bajo flujo génico. En contraste, la subpoblacion SA-A coexiste con la

subpoblacion Holéartica en las chichas y en la sidra mostrando un gran flujo génico.

En el analisis del gen COX2 mitocondrial revelé un mayor flujo génico que a nivel
nuclear entre cepas de distintas subpoblaciones. La secuencia de este gen obtenida de cuatro
cepas de chicha evidencio una porcion de ADN correspondiente a la especie S. cerevisiae,

evidenciando un posible evento de domesticacion asociado a procesos fermentativos.

En el analisis de distribucion alélica se observo un modelo multimodal en los ambientes
naturales evidenciando un efecto de evolucion en equilibrio. Por otra parte, en las cepas

aisladas de chichas se observé un modelo de distribucion bimodal que evidenciaria un efecto
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de evolucion disruptiva, favoreciendo la seleccion de dos genotipos opuestos. Finalmente,
entre las cepas de sidras se observo un modelo unimodal evidenciando una reciente expansion

poblacional y un efecto de seleccion estabilizadora favoreciendo un solo genotipo.

Las levaduras fermentativas europeas presentaron un mejor crecimiento que las
patagdnicas a elevadas concentraciones de nitrégeno mientras que a bajas concentraciones
de nitrégeno ocurrié el fenémeno inverso sugiriendo que las cepas europeas (principalmente
vinicas) exhiben un mayor requerimiento de este nutriente. Este fendmeno podria deberse a

la adaptacion de estas levaduras a la adicion de nitrégeno en las fermentaciones vinicas.

Las cepas patagoOnicas incluidas en las subpoblaciones SA-A y SA-B (altamente
divergentes) presentaron un comportamiento fisiolégico similar en cuanto al requerimiento
de nitrogeno evidencidndose un comportamiento directamente relacionado con el

origen/sustrato de donde fueron aisladas.

Las cepas europeas Yy de sidra de la Patagonia presentaron un mejor comportamiento a

bajas temperaturas que las cepas de aisladas de chicha y ambiente natural en la Patagonia.

Las cepas fermentativas europeas y las de sidra patagonicas presentaron una mayor
tolerancia al etanol que las de ambientes naturales. Mientras que, las cepas de chicha
presentaron un comportamiento heterogéneo evidenciando un comportamiento intermedio a

los dos origenes mas extremos (ambiente natural/fermentativo industrial).

Las cepas patagonicas de ambiente natural y de chicha presentaron baja tolerancia al
SO2 en comparacion a las cepas de sidra patagonicas y la mayoria de las cepas fermentativas

europeas (principalmente vinicas).

Diez cepas de S. uvarum (7 europeas vinicas y 3 patagénicas de sidra) evidenciaron la
traslocacion reciproca entre el cromosoma XVI/VII. Este fendmeno induce la expresion
constitutiva del gen SSU1 otorgando a la cepa una mayor resistencia al SO». Este hallazgo

evidenciaria un fendmeno de convergencia evolutiva con S. cerevisiae.
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Empresa que comercializa levaduras para sidra en California: Gusmer
Enterprice, Inc ®: https://www.gusmerenterprises.com/

Acceso a software PhyloGeo para analisis biogegraficos: http://phylogeoviz.org

Acceso a software Network: http://www.fluxus-engineering.com/

Noticias relacionadas a actividades por parte de productores regionales de sidra:

https://www.clarin.com/entremujeres/bienestar/despues-cerveza-hora-sidra-
artesanal_0_S1Dblzh2g.html

https://www.rionegro.com.ar/yo-como/bodegas/peer-la-sidra-patagonica-que-no-para-
de-crecer-NK3927618

https://www.cronista.com/negocios/La-sidra-se-reinventa-con-marcas-premium-para-
ganar-mercado-durante-todo-el-ano-20161221-0046.html

Informacién sobre valor nutricional de la manzana: USDA (United Estate
Department of Agriculture):
https://www.nass.usda.gov/Publications/Ag_Statistics/2010/index.php

Informe cadena de Valor de la Sidra en Argentina por el Ministerio de
Agricultura Ganaderia y Pesca, 2016:
https://www.economia.gob.ar/peconomica/docs/Complejo_fruta_pepita. pdf.

Secretaria de Fruticultura de Rio Negro, Alimentos Argentinos, Informe 2010:
http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/AyB/bebidas/productos/Sidra_201
1 09Sep.pdf

ANMAT 2012: http://www.anmat.gov.ar/alimentos/codigoa/capitulo_xiii.pdf
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was to evaluate the most relevant physiological features in a set of Patagonian strains belonging to S. uvarum
and S. eubayanus, in order to analyze their potentiality to be used as starter cultures for cidermaking elaborated
at low temperature.
Keywords: We evidenced that S. uvarum strains isolated from natural habitats (Araucaria araucana bark) showed similar
Cryotolerant yeast physiological features to S. eubayanus strains obtained from the same habitat, and different from S. uvarum strains
Cider from fermentative environments (apple chichas). We also confirm the capacity of S. uvarum to produce high glyc-
erol levels, low acetic acid and elevated production of the higher alcohol 2-phenylethanol and 2-phenylethyl ac-
etate and demonstrated similar properties in S. eubayanus. Finally, we evidenced for the first time the
antagonistic activity of S. eubayanus and selected three strains (two S. uvarum and one S. eubayanus) bearing
the best combination of features to be used as a starter culture in cidermaking.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Aroma
Diversity

1. Introduction national production) and Cuyo, regions that concentrate the production
of pears and apples (Barbagelata, 2010).
As most fermented beverages, the alcoholic fermentation responsi-

ble for cider elaboration can be carried out spontaneously, by making

Apple (Malus domestica Borkh) is one of the most important fruit
crops in temperate regions worldwide. Apple-based beverages such as

ciders have been consumed for centuries by the peoples of Eurasia,
even before the advent of the cultivated apple (Cornille et al., 2014).
Cider is an alcoholic beverage typically produced in many European
countries such as Germany, England, Scotland, France, Spain, Ireland
and Slovenia. After colonization it was introduced in temperate regions
of America and the earliest reports about cider elaboration in Argentina
are associated with the Parana River delta after 1900 a.C. Nowadays, the
cider production is mainly concentrated in North Patagonia (86% of the
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use of the naturally occurring indigenous yeast species (Morrissey et
al., 2004), or conducted by a selected yeast starter culture.

The spontaneous or natural biological conversion of apple must into
cider is known to involve a complex mixture of many different yeast
species that can vary according to climatic conditions, apple varieties
and applied technology (Cabranes et al., 1990, del Campo et al., 2003;
Sudrez-Valles et al., 2007). However, those species belonging to Saccha-
romyces genus - and particularly Saccharomyces cerevisiae — dominate
the alcoholic fermentation from the middle stages until the finalization
of the process (Morrissey et al., 2004; Pando Bedrifiana et al., 2010;
Suarez-Valles et al., 2007). Due to its excellent fermentative behavior,
selected strains of this species have been the traditionally chosen micro-
organisms to perform starter cultures for ciders and wines (Pretorius,
2000; Suarez-Valles et al., 2005). The use of these pure cultures of
yeasts, generally in the form of active dry yeast, provide a useful tool


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ijfoodmicro.2017.02.018&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2017.02.018
mailto:clopes@conicet.gov.ar
Journal logo
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2017.02.018
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01681605
www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro

10 M. Gonzdlez Flores et al. / International Journal of Food Microbiology 249 (2017) 9-17

for standardizing the product allowing the obtention of beverages with
similar features year after year (Fleet and Heard, 1993).

Although S. cerevisiae has been isolated from most natural cider fer-
mentations, another species of the genus known as Saccharomyces
uvarum (in old publications is also referred as Saccharomyces bayanus
var. uvarum) has been obtained from ciders elaborated in specific re-
gions, particularly from those conducted at low temperatures
(Naumov et al.,, 2001; Suarez-Valles et al., 2007). This species has been
also associated with certain wines as Tokaj (Hungary, Slovakia), Amaro-
ne (Italy) and Txakoli (Spain), as well as from French wines as Sauternes
and the whites in Burgundy, Champagne, Val de Loire and Alsace
(Demuyter et al., 2004; Naumov et al., 2000; Naumov et al., 2002;
Rementeria et al., 2003; Sipiczki et al., 2001; Torriani et al., 1999).

S. uvarum has a particular fermentation profile characterized by, be-
sides its preferences for low temperature fermentation, a lower acetic
acid and ethanol but more glycerol and succinic acid concentrations
than S. cerevisiae, while synthesizing malic acid without posterior deg-
radation (Bertolini et al., 1996; Giudici et al., 1995; Kishimoto et al.,
1993). Moreover, S. uvarum produces high concentrations of desirable
volatile fermentative compounds such as phenylethanol and its acetate
(Masneuf-Pomaréde et al., 2010) as well as volatile thiols (Masneuf et
al,, 2002).

An appreciable number of strains belonging to S. uvarum species
have been isolated from fermented beverages in Europe and only a
few strains were obtained from natural environments in both Europe
and North America. In South America the situation is different; a huge
natural population of S. uvarum has been found in Patagonian forests to-
gether with its sibling species Saccharomyces eubayanus (Almeida et al.,
2014; Libkind et al., 2011; Rodriguez et al., 2014), and only a few were
obtained from traditional apple chicha fermentations (Rodriguez et al.,
2017).

S.eubayanus has never been found in association with fermented
beverages and, besides Patagonian strains, this species was only re-
covered from the Tibetan Plateau in West China (Bing et al., 2014),
North America (Peris et al., 2014; Peris et al., 2016) and New
Zealand (Gayevskiy and Goddard, 2016). However, this species
has been proposed to constitute one of the parental species of the
natural hybrids S. pastorianus and S. bayanus (Libkind et al.,
2011), associated with the elaboration of diverse alcoholic
fermented beverages including beer, cider and wine (Pérez-
Través et al., 2014). Due to its recent discovering, no works about
the potential use of S. eubayanus in the elaboration of fermented
beverages have been published until now. However, due to its
close phylogenetic relationship with S. uvarum, S. bayanus and S.
pastorianus, this species could become a biotechnologically rele-
vant microorganism for the fermented beverages industry.

In our laboratory, we possess a diversity of both S. uvarum and S.
eubayanus strains recovered from natural habitats as well as from
traditional fermentations that could exhibit interesting features
for the development of starter cultures. The presence of S. uvarum
in ciders and apple chichas make us to think about the potential
of this two species in cidermaking. The aim of this work was to

Table 1
List of yeast strains used in this study.

evaluate the most relevant physiological features in a set of Patago-
nian strains belonging to S. uvarum and S. eubayanus, in order to
evaluate their potentiality to be used as starter cultures for
cidermaking.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strains

Nineteen S. uvarum and thirteen S. eubayanus strains previously iso-
lated, identified and molecularly characterized in our laboratory were
used in this study. The strains were obtained from both A. araucana
trees and traditionally produced apple chicha (Table 1). An indigenous
S. cerevisiae strain obtained from North Patagonian natural Malbec
wine fermentations was used with comparative purpose. All strains
are deposited in the North Patagonian Culture Collection (NPCC),
Neuquén, Argentina.

2.2. Laboratory scale fermentations

Laboratory scale fermentations were carried out in 50 mL flasks con-
taining 35 mL of sterilized (120 °C, 15 min) Royal Gala apple juice from
harvest 2012 (°Brix: 11.9, density: 1.056 g L™, total reducing sugars:
125.7 g L™ 1; total acidity: 4.73 g L™ '; total SO,: 112 mg L™ '; free SO,:
70 mg L™; pH: 3.56). Fermentations were inoculated individually
with 2-10% CFU mL™! of the respective yeast strain and incubated at
25 °C without shaking. The fermentation evolution was daily followed
by weight loss until constant weight during two consecutive measures.
Experiments were carried out in triplicate.

Scaled up fermentations (1 L flasks containing 800 mL must) were
carried out with a strain of each species and origin in two different
apple juices: Granny Smith (°Brix: 12.5, density: 1.058 g L™, total re-
ducing sugars: 132.3 g L™'; total acidity: 5.58 g L™'; total SO,:
90 mg L™ !; free SO,: 58 mg L™ !; pH: 3.54) and the same Royal Gala pre-
viously described. The fermentations were conducted at 25 °C and in
this case, fermentation evolution was monitored by daily measuring
°Brix. Fermentations were carried out in duplicate.

2.3. Enological parameters

Most general oenological parameters were determined according to
the methods proposed by Ribereau-Gayon et al. (2003). Ethanol con-
centration was determined by steam distillation and expressed as Gay
Lussac degrees (°GL or % v/v). Volatile acidity was determined by
steam distillation followed by titration with NaOH 0.1 N and it was
expressed as acetic acid (g L™ !). Total acidity was determined by direct
titration using NaOH 0.1 N at 20 °C and expressed as tartaric acid (g
L™1). Free SO, was determined by direct titration with iodine and
total SO, was determined by sample treatment with KOH (1 N) follow-
ed by titration with iodine. Glucose, fructose and glycerol concentra-
tions were determined enzymatically using Boehringer Mannheim
commercial kits.

Species Strain (NPCC number)

Origin® Sources

S. eubayanus

S. uvarum 1288-1290, 1293, 1298
1309, 1311, 1314-1317, 1320-1324, 1328-1330
S. cerevisiae 1178 (MMf9)

1282-1287, 1291-1292, 1294, 1296-1297, 1301-1302

Rodriguez et al. (2014)
Araucaria araucana Rodriguez et al. (2014)
Apple chicha Rodriguez et al. (2017)
Wine Lopes et al. (2002)

Araucaria araucana

NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

2 Araucaria araucana: yeast strains were obtained from bark or seed samples collected from three different sampling areas in Northwestern Patagonia, Argentina: Caviahue (S.
eubayanus NPCC 1282-1287), Tromen (S. eubayanus NPCC 1291, 1292, 1294, 1296, 1297, 1301, 1302; S. uvarum NPCC 1288, 1290, 1298) and Huechulafquen (S. uvarum NPCC 1289, 1293)
during 2011 summer season. Apple chicha: yeast strains were isolated from musts obtained from feral apples collected in three different areas of Chile: TirGa (S. uvarum NPCC 1315, 1316,
1320-1322), Villarrica (S. uvarum NPCC 1309, 1311, 1323, 1324) and Pucén (S. uvarum NPCC 1314, 1317) during 2011 summer season. Wine: S. cerevisiae NPCC 1178 was isolated from

Malbec grape must in Cipolletti, Rio Negro, Argentina, during 1999 autumn season.
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2.4. Higher alcohols, esters, acetaldehyde and terpenes determinations

Aliquots of the fermented product were analyzed by headspace
solid-phase-microextraction sampling (SPME) using 50/30 pum DVB/
CAR/PDMS fibers (Sigma-Aldrich) and GC according to Rojas et al.
(2001). Aliquots of 1.5 mL of the samples were placed in 15 mL vials
and 0.3 g of NaCl and 15 pL of 0.1% (v/v) 2-octanol in ethanol were
added as internal standard. The vials were closed with screwed caps
and 3 mm thick teflon septa. Fibers were injected through the vial sep-
tum and exposed to the headspace for 30 min and then desorbed during
10 min in an HP 7890 series Il gas chromatograph equipped with an HP
Innowax column (Hewlett-Packard) (length, 60 m; inside diameter,
0.32 mm; film thickness, 0.50 pum). The injection block and detector
(FID) temperatures were kept constant at 220 and 250 °C, respectively.
The oven temperature was programmed as follows: 40 (7 min) to
180 °C at 5 °C min~ !, and 200 to 260 °C at 20 °C min~ ! and kept
15 min at 260 °C. Total running time: 75 min.

The following standards were purchased from Sigma Aldrich:
isobutilic alcohol, isoamylic alcohol, 1-hexanol, bencylic alcohol, 2-phe-
nyl ethanol, ethyl acetate, isobutyl acetate, ethyl lactate, isoamyl acetate,
hexyl acetate, diethyl succinate, bencyl acetate, ethyl caprylate, ethyl 3-
hydroxibutanoate, 2-penylethyl acetate, 4-terpineol, limonene, linalool,
nerol and geraniol. All standards were of >99% purity. Values calculated
for each different compound were the average of two independent
assays.

2.5. Organic acids determinations

Organic acids were determined by HPLC using a Liquid Chromato-
graph with UV-visible detector (Shimadzu), according to Official
Methods of Analysis AOAC International. The equipment also contained
Bomb LC 20AT, Column oven CTO 6A, Controller CBM 20A, autoinjector
SIL10 A, Detector Diode Array SPD-M10A and a computer software data
acquisition LC Solution. The samples were filtered through a 0.45 um
nylon filters and directly injected (10 pL) onto the chromatographic col-
umn. Standard solutions (malic acid, lactic acid, acetic acid and shikimic
acid) were prepared by dilution of the individual compounds in ultra-
pure water.

2.6. Enzyme screening methods

Qualitative assays of enzymatic activity detection were performed
on solid media using fresh yeast cultures (24-48 h cultures in GPY).

2.6.1. Protease activity

Skim milk agar plates containing basic medium agar (w/v: 0.67%
YNB, 0.2% glucose and 2% agar) were supplemented with 1% w/v skim
milk powder, inoculated with fresh yeast cultures and incubated at
26 °C for 3 days. The appearance of clear halos around the yeast streak
was indicative of proteolytic activity (Gonzalez et al.,, 2004).

2.6.2. Pectinase activity

Pectinase activity was evaluated using basic medium supplemented
with 1% w/v apple pectin (pH 4.5). Plates were incubated at 26 °C for
5 days. Enzyme activity was evidenced by the formation of a clear
zone around the colonies against a purple-brown background on pectin
plate after Lugol's solution addition (Fernandes-Salomao et al., 1996).

2.6.3. Glycosidase activities

Tubes (1.5 mL) containing 500 L of basic medium agar added with
1 mM

p-nitrophenyl-p-b-glucopyranoside (pNPG) and p-nitrophenyl-3-p-
xyloside (pNPX) to evaluate 3-glucosidase ([3Gl) and (3-xylosidase
(PXy) activities, respectively (Rodriguez et al., 2004). Cultures were in-
cubated at 26 °C for 5 days. Yeast strains showing enzymatic activities
developed a yellow coloration in the culture medium after addition of

250 mM Na,CO3 buffer (100 pL). Agar esculin medium (w/v: 0.67%
YNB, 0.5% esculin, 0.1% glucose, 0.02% ferric ammonium citrate, 2%
agar; pH 5) was also tested to confirm BGl activity. In this case, strains
showing 3Gl activity produced a dark brown halo around the colony
(Hernandez et al., 2003).

2.7. Antagonist activity

Antagonistic activity was evaluated using the seeded-agar-plate
technique on YEPD-MB medium (w/v: 1% yeast extract, 2% glucose, 2%
peptone, 2% agar, 0.0003% methylene blue) buffered at pH 4.6 with
0.5 M phosphate—citrate (Sangorrin et al., 2002). The collection strains
S. cerevisiae P351 (PROIMI yeast collection) and Candida glabrata NCYC
388 were used as sensitive yeasts.

2.8. Statistical analysis

2.8.1. Kinetic parameters in microfermentations (50 mL)

Kinetic parameters were calculated from each fermentation individ-
ually using the amount of CO, lost daily by the system and the
reparametized Gompertz equation proposed by Zwietering et al.
(1990):

y=Ax exp(— exp(((umax  e)/A) + (\—1) + 1))

where y = In(Nt / NO), NO is the initial weight of the system (g) and Nt
weight at time t; A = In(N</NO) is the maximum CO, production with
Ne as the asymptotic maximum, pmax is the maximum fermentation
rate (h™1), and \ the period of time needed to start the vigorous fer-
mentation. Growth data from each treatment and yeast were fitted by
anon-linear regression, minimizing the sum of squares of the difference
between experimental data and the fitted model (observed —
predicted)?. This analysis was carried out using the non-linear module
of the Statistica 7.0 software package and its Quasi-Newton option.

2.8.2. Kinetic parameters in 1 L fermentations

°Brix decrease during 1 L fermentations was fitted to the Exponential
decay function previously used by Arroyo-Lopez et al. (2008):
Y=D+S+e—Kx«t. Where Y is the final °Brix value, t is the time (h), D
is a specific value when t — o, S is the estimated value of change, and
K is the kinetic constant (h™1).

ANOVA and Tukey honest significant difference tests (HSD) with
a = 0.05 were performed by mean comparison of kinetic and physio-
logical analysis. The data normality and variance homogeneity in the re-
siduals were verified by Lilliefors and Bartlet tests respectively. Principal
component analysis (PCA) and clusters analysis (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA) were performed on ki-
netic and physicochemical variables using the NTSYS program (Numer-
ical Taxonomic System version 2.11) (Rohlf, 2000). RStudio.Version
(3.3.2) with pvclust statistical package was used for bootstrapping (R
Core Team, 2016).

3. Results
3.1. Physiological characterization

3.1.1. Enological features in laboratory scale fermentations

All 32 Saccharomyces strains belonging to different cryotolerant
yeast species (S. uvarum and S. eubayanus) and origin (A. araucana
and chicha) were tested for their main enological properties in
microfermentation trials (50 mL flasks) using Royal Gala apple juice. Ki-
netic and physicochemical parameters obtained from these fermenta-
tions are shown in Supplementary material Table 1. As a general rule,
all strains completed the alcoholic fermentations, evidencing residual
amounts of total reducing sugars (glucose + fructose) lesser than
0.6 g L~ !. Main differences among strains were observed in the kinetic
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parameters A (maximum CO, production) and \ (time required to start
the vigorous fermentation). While S. cerevisiae showed the highest N
value, both S. uvarum and S. eubayanus from natural habitats evidenced,
in general, the highest A values. This last value is directly related to the
estimated amount of ethanol produced (Supplementary material Table
1). Volatile acidity (acetic acid) levels were also a difference between ci-
ders obtained with S. cerevisiae and the two criotolerant species, being
the first species the highest producer.

Due to the huge amount of data obtained in this stage, we decided to
use multivariate analysis (Principal Component Analysis, PCA) for data
analysis. Fig. 1A shows the graph obtained from the first two principal
components that described 62,2% of the total data variability. This anal-
ysis allowed us to evidence that musts fermented with yeasts isolated
from natural habitats (A. araucana), including both S. uvarum and S.
eubayanus, appeared separated from those obtained from man-made
environments (in our study apple chicha for S. uvarum and wine for S.
cerevisiae). By means of UPGMA analysis, we confirmed the presence
of different clusters (Fig. 1B). Cluster I, composed by ciders fermented
with S. eubayanus and S. uvarum strains from A. araucana, was mainly
characterized by fermentations with the greatest N\ values (Fig. 1A and
C). Cluster II, containing all S. uvarum strains from apple chicha (except
for the strain NPCC 1317 included in cluster III), was characterized by
fermented products with the highest concentration of glycerol and
total acidity levels. Finally, cluster IIl was composed only by the cider
elaborated with S. uvarum strain NPCC 1317 from chicha and evidenced
high total acidity; and cluster IV contained the strain S. cerevisiae NPCC
1178, characterized by the highest fermentation rate () (Fig. 1A and C).

3.1.2. Enzymatic and antagonist activities

Other physiological traits relevant from the technological point of
view, are the presence of some enzymatic activities including protease,
pectinase, B-glucosidase (BGl) and B-xylosidase (3Xy) as well as the an-
tagonist activity of the yeasts.

Protease activity was not detected among S. eubayanus strains, al-
though this activity was evidenced in all S. uvarum strains from A.
araucana and 12 out of 14 S. uvarum strains from chicha. Contrarily,
pectinase activity was found in almost all strains from both S. eubayanus
and S. uvarum species (Table 2).

Independently from the species and origin, all strains exhibited BGl
using the synthetic substrate p-nitrophenyl-glucopyranoside (pNPG);
this activity was not detected in the same amount of strains when
using esculin as a substrate. Finally, with the exception of two S. uvarum
strains from chicha (NPCC 1315 and 1322), all strains were able to hy-
drolyze the synthetic substrate pNPX evidencing (3Xy (Table 2).

Regarding the antagonist activity of the evaluated yeast strains, only
a few of them (six S. eubayanus and five S. uvarum strains) were able to
inhibit the growth of the S. cerevisiae reference sensitive strain. Howev-
er, only two strains S. eubayanus NPCC 1297 and 1302, were also active
against Candida glabrata sensitive strain.

From all previous results, we selected one strain from each species
and origin, with the best combination of physiological features, in
order to carry out a new set of fermentations directed to evaluate both
their ability to conduct successfully fermentations using different
apple musts and their ability to produce desirable volatile aroma com-
pounds. The strains S. eubayanus NPCC 1292 and S. uvarum NPCC 1290
from A. araucana located in cluster I (Fig. 1), were mainly selected be-
cause their combination of enzymatic and antagonist activities, due to
the fact that they exhibited similar enological features. The strain S.
uvarum NPCC 1314 isolated from chicha and located in cluster II (Fig.
1), was also selected by its enzyme profile as well as its intermediate
physicochemical and kinetic characteristics compared to the other
strains of the same origin.

3.2. Scaling fermentation (1 L) with selected strains

3.2.1. Fermentation kinetics

Scaled-up fermentations (1 L) were carried out at 25 °C using two
different apple juices: Granny Smith (GS) and Royal Gala (RG). All fer-
mentations were inoculated individually with the three yeast strains
previously selected and the fermentations monitored by °Brix measures
along the process.

According to the data obtained from °Brix measures during the com-
plete processes, all fermentations were completed in 15 days. The °Brix
decrease curves were fitted to an exponential decay model, obtaining R?
values of 99.2-99.8%. The most important difference in kinetic parame-
ters among strains was the substrate consumption rate (k). In RG juice,
both S. uvarum strains (NPCC 1290 and 1314) showed significantly
higher k value than the rest, while S. cerevisiae NPCC 1178 showed the
lowest one. Contrarily, in GS juice, S. eubayanus was the strain with
the significantly lowest k value (Table 3).

3.2.2. Chemical composition of ciders

Regarding general chemical composition of the ciders fermented
with the selected yeast strains, no significant differences were observed
in concentrations of most parameters including residual sugars (glucose
and fructose), acetaldehyde and ethanol (Table 4). The exceptions were
the high levels of residual fructose observed in GS must fermented with
S. eubayanus, the high glycerol values obtained with S. uvarum (for the
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Fig. 1. (A) Principal Components Analysis (PCA) and (B) UPGMA cluster obtained from both physicochemical and kinetics parameters of microfermentation trials. (C) Projection of the
eigenvectors on the plane PC1-PC2; the length of each eigenvector is directly proportional to the percentage of variability of the involved parameter explained by the first two
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Table 2
Enzymatic and antagonist activities of S. uvarum and S. eubayanus strains.

Species Origin Strain (NPCC number)*®

Enzymatic activities (substrate)”

Antagonist
activity©

Protease
(skim milk)

Pectinase RGl RGI BXy Cg Sc
(citric pectin) (pNPG) (esculin) (pNPX)

1282 —
1283, 1284, 1286, 1287, 1296 —
1285 —
1291, 1292, 1294 —
1297, 1302 —
1301

1289

1288, 1290
1293,1298

1309

1316

1320, 1321, 1330
1317,1328, 1329
1311, 1314, 1324
1323

1315

1322

S. eubayanus A. araucana

S. uvarum

Chicha
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2 NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

b BGl: B-glucosidase, pXy: B-xylosidase, pNPG: p-nitro-phenyl-glucoside, pNPX: p-nitro-phenyl-xyloside.
¢ Cg: Candida glabrata sensitive control strain; Sc: Saccharomyces cerevisiae sensitive control strain.

two apple musts employed and the two strains evaluated) and S.
eubayanus (only in RG juice) and the higher amount of ethanol pro-
duced by S. cerevisiae NPCC 1178 with regards to that produced by S.
uvarum NPCC 1314 in GS must (Table 4).

The effect of the inoculated yeast strain was also evident in the com-
position of the organic acids in the base ciders obtained. Shikimic acid
concentrations were always higher in RG ciders than in GS ones, inde-
pendently from the strain used. Interestingly, both RG and GS musts
juices fermented with the two S. uvarum strains evidenced the highest
concentrations of this acid (Table 4).

Independently from the apple must evaluated, all non-S. cerevisiae
yeast strains produced the highest concentrations of total higher alco-
hols in the ciders. These differences with regards to S. cerevisiae were
particularly due to the elevated concentrations of isoamyl alcohol and
2-phenylethanol (Table 4). In particular, the amount of 2-phenylethanol
produced by S. eubayanus and S. uvarum was at least twice than the
amount produced by S. cerevisiae.

The highest amount of total esters was significantly detected in the
ciders fermented by S. uvarum NPCC 1314, isolated from apple chicha.
This difference was, in part, due to the elevated concentration of ethyl
acetate produced by this strain (twice or more times higher than the
rest). However, this strain also produced high concentrations of other
esters as 2-phenylethyl acetate, isobutyl acetate, hexyl acetate, ethyl
octanoate and ethyl decanoate. The last three esters were particularly
abundant in RG cider (Table 4).

Table 3

Among minor compounds including terpenes and volatile phenols,
significant differences were only observed in the concentrations of gera-
niol and 4-ethylguaiacol (Table 4).

4. Discussion

The yeast species S. cerevisiae, is a well-known microorganism in
bread, wine and beer elaboration processes. Features like its capacity
to survive and grow at high sugar and ethanol concentrations as well
as its worldwide geographic distribution have been where the cause
for the high number of investigations on this species and its status of
model for biological studies in eukaryotes (Moreno Arribas and Polo,
2005).

Other lesser-known species in the Saccharomyces genus can also be
found in fermentation processes. These species can possess similar or
superior industrial characteristics than S. cerevisiae or, at least, they
can be better adapted to processes with particular characteristics. This
is the case of the species S. uvarum (Almeida et al., 2014Sipiczki,
2008), generally associated with fermentation processes carried out at
low temperatures (Sipiczki, 2002). Although several studies on this spe-
cies have been carried out during the last 15 years, only a few of them
have deepened its main metabolic particularities and biotechnological
potential. The main reason for this phenomenon could be the relatively
recent acceptance of S. uvarum as an individual species, separated from
S. eubayanus and the group of hybrids S. bayanus (Rainieri et al., 1999,

Kinetic parameters obtained for 1 L fermentations using the Exponential decay function (Arroyo-Lépez et al., 2008) in two different apple musts.

Kinetic parameters Royal Gala apple must

Granny Smith apple must

S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum

NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314 NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314
D (°Brix) 0.02 £ 0.01 0.23 + 0.02 0.08 £ 0.01 0.02 + 0.01 0.02 4+ 0.01 0.45 + 0.07 0.16 £ 0.08 0.02 + 0.01
mS 1.00 4+ 0.04 0.85 + 0.01 0.11 £ 0.01 0.05 + 0.00 3.5 4+ 0.34% 7.01 + 0.97° 3.2 4+ 0.98* 247 + 0.52°
K (°Brix h™1) 7.83 &+ 0.07 7.66 + 0.17 7.91 &+ 0.03 7.98 + 0.01 7.44 + 0.01° 6.62 + 0.30% 7.24 + 001 6.32 + 0.44*

D is a specific value when t — o, S is the estimated value of change, and K is the kinetic constant (°Brix h—').
Fit of model with R2 between 99.2 and 99.8%. Significant coefficients (p-value < 0.050) by apple must. Different superscript letters in the same row indicate significant differences between

values obtained for the same apple must.
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Table 4

Chemical composition of ciders (1 L) fermented using different yeast strains and apple musts.

COMPOUND Royal Gala apple must Granny Smith apple must
S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum
NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314 NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314
General compounds
Glucose (g L™ 1) 0.02 + 0.01 0.23 + 0.02 0.08 + 0.01 0.02 + 0.01 0.02 + 0.01 0.45 + 0.07  0.16 + 0.08 0.02 + 0.01
Fructose (g L™ 1) 1.00 + 0.04 0.85 =+ 0.01 0.11 + 0.01 0.05 + 0.00 3.5 + 0347 7.01 £ 097° 32 + 0.98° 247 + 0.52°
Ethanol (% v/v) 7.83 + 0.07 7.66 + 0.17 7.91 + 0.03 7.98 + 0.01 744 £ 0.01° 662 + 030" 724 + 001° 632 + 0.44°
Glycerol (g L™ 1) 3.73 + 0.21° 437 +£ 039?476 + 0.05° 415 + 045" 348 £ 028  355+033 417 + 026 429 + 039
Acetaldehyde (g L™1) 17.15 £ 205 985 + 0.77 12.1 + 6.08 12.05 + 0.35 1630 + 226 15.15 + 445 12,50 + 0.71 8.80 + 0.56
Free SO, 350 + 4.2 45.0 + 0.1 35.0 + 0.2 43.0 + 0.2 115 + 2.1 13.0 + 0.1 13.0 + 0.1 13.0 + 0.01
Total SO, 735 + 4.9° 1015 + 2.1° 800 + 4.2° 80.0 + 4.2° 38.0 + 0.1 335 + 2.1 30.5 + 2.1 32.0 + 0.1
pH 3.46 + 0.01 3.33 + 0.01 3.38 + 0.05 3.44 + 0.06 329 +£ 038  3.14 + 0.03 3.31 + 0.09 3.21 + 0.01
Organic acids
Acetic acid (g L™1) 0.20 + 0.02 0.10 + 0.03 0.10 + 0.01 0.20 + 0.02 010 £ 0 0.10 £ 0.02  0.10 + 0.01 0.15 + 0.07
Lactic acid (g L™') 0.10 + 0.01 0.10 =+ 0.01 0.30 + 0.01 0.20 + 0.01 ND ND ND ND
Malic acid (g L™') 6.75 + 0.07 6.5 + 0.1 6.95 + 0.21 6.85 =+ 0.07 7.60 + 0.42% 950 + 0.14° 925 + 0.07° 8.85 + 0.35°
Shikimic acid (mg L™!)  9.05 & 021 5.7 + 0.42° 13.05 & 0.07°  13.30 £ 240°  3.00 + 0.01*  3.00 + 0.01*  4.60 + 0.56° 6.35 + 0.21°
Total organic acids 7.06 + 0.09 6.71 £ 0.11 7.36 + 0,23 7.26 + 0.10 7.70 £ 042* 960 +0,16° 935+ 0,08% 900 + 042
(gLl™
Higher alcohols
1-Propanol 1228 £ 058 1097 £ 015 1471 + 1.11 15.14 + 1.86 10.62 + 1.08  8.68 + 0.44 10.03 £ 013 671 + 416
1-Butanol 217 + 0.22 2.14 + 0.04 231+ 013 2.29 + 0.03 152 + 068  1.23 + 0.13 1.22 + 0.07 1.11 + 0.06
1-Hexanol 1.35 + 0.07 1.26 + 0.01 1.33 + 0.15 1.39 + 0.08 095+ 009 139 +046 097 + 0.07 1.27 + 040
2-Phenylethanol 3.09 + 0.31° 931 + 0.52° 10.88 + 1.83"  7.97 & 2.28% 407 £ 0117 1277 £ 027> 1591 + 0.85°  11.28 + 0.26"
Benzyl alcohol 0.17 4 0.01° 007 +£ 0.01* 013 £ 0.01®* 011 + 0.03® 0.03 £ 6E73" 002 £ 0.01° 002 £ 3E7>® 003 + 1E~*
Isoamy! alcohol 91.2 + 8.63° 133.70 165.35 119.05 108.05 165.85 163.50 + 9.05° 165.30
+ 4.24% + 17.46° + 1591 + 5.30° + 7.28° + 14.28°
Isobutyl alcohol 2470 + 1.13* 203 + 141 3095 + 1.34° 2375 + 1.63°  16.00 + 001 1981 + 1.84 183 + 0.14 2245 + 6.86
Total higher alcohols 134.96 177.75 + 5.33° 225.67 169.71 141.25 209.75 209.96 208.17
+ 10.94° +19.25° + 18.05% + 3337 + 8.74° + 10.33° + 17.05°
Esters
Ethyl acetate 6.37 + 1.51% 6.00 + 0.11*  7.09 + 0.712 1411 +£1.63° 749+ 036 7324102 819 +0.10 29.63 + 10.93
2-Phenylethyl acetate 0.041 4 0.001  0.094 + 0.005 0.084 + 0.024 0226 + 0.095  0.013 0.11 £+ 0.01* 021 + 0.03®® 040 + 0.12°
+ 0.003%
Benzyl acetate (ig L™')  1.40 + 0.01*®  0.75 + 0.03*  0.86 + 0.07° 2.0 + 02° 2.0+ 09 0.60 &+ 0.07  0.40 + 0.03 0.80 + 0.07
Hexyl acetate (ug L™ ') 13.0 + 6.0 7.0 + 0.7 45 + 0.7 22.0 + 6.0 40 + 1.0 3.0 + 0.7 10.0 + 4.0 40 + 1.9
Isoamyl acetate 0.095 4 0.007° 0.025 + 0.001* 0.025 + 0.001° 0.11 &+ 0.014°  0.060 + 0.001 0.05 + 0.007  0.05 + 0.01 0.06 + 0.02
Isobutyl acetate (ug L™') 5.0 + 1.0° 50 + 0.72 50+ 0.3 7.0 + 0.5° 40 + 0.2 5.0 + 0.1 50+ 03 7.0 £ 20
Ethyl butyrate 0.041 4+ 0.001  0.046 + 0.002 0.048 + 0.001  0.045 + 0.005  0.028 0.036 0.042 + 0.002° 0.039 + 0.008°
+ 0.005° + 0.002°
Ethyl decanoate (ug L™')  13.0 + 3.0 2.0 £ 0.1% 7.0 + 1.0 21.0 + 03¢ 13.0 + 0.8° 3.0 + 077 15.0 + 0.8° 10.0 + 0.4
Ethyl hexanoate 0.047 0.032 + 0.001* 0.045 + 0.003%® 0.056 + 0.004°  0.042 + 0.003 0.019 & 0.001 0.040 + 0.012  0.039 + 0.001
+ 0.006%
Ethyl lactate 1.41 + 0.08° 1.78 4+ 0.08  3.32 + 045° 241 £ 0.77%° 111 £ 028  1.72 + 065 1.49 + 0.03 1.88 + 0.02
Ethyl octanoate (ug L™')  48.0 + 14.0 14.0 + 1.0 300 + 120 73.0 + 6.0 25.0 + 3.0 2.0 +02° 15.0 + 0.6° 12.0 + 2.0°
Diethyl succinate 0.015 4 0.003  0.020 + 0.003 0.036 + 0.011  0.044 + 0.009  0.018 4 0.004 0.031 &+ 0.001 0.047 + 0.007  0.021 + 0.024
Total esters 8.11 + 1.54° 8.03 + 0.02° 1071 + 1.09* 1713 £ 0.74° 882 + 0.07* 930 + 1.65°  10.11 + 0.09*  32.11 + 6.02°
Terpenes (ug L™')
4-Terpineol 0.70 + 0.05 0.50 + 0.05 0.70 + 0.09 0.70 + 0.10 0.70 + 0.04 060 + 0.10  3.00 + 2.00 0.60 + 0.04
Limonene 0.035 4+ 0.003  0.018 + 0.002 0.040 + 0.009 ND 0.040 4+ 0.002 0.188 + 0.020 ND 0.018 + 0.002
Linalool 11.0 + 1.0 7.0 +£ 1.0 80+ 1.0 10.0 + 1.0 6.0 + 0.7 40 + 30 80+ 1.0 40 + 3.0
Nerol ND ND ND ND 1.0 £+ 0.1 0.5 + 0.1 1.0 + 0.5 1.0 + 0.8
Geraniol 10.0 + 1.0° 6.0 + 0.3° 3.0 + 077 10.0 + 1.0° 10.0 + 1.0 5.0 + 1.0 9.0 + 04 3.0 + 1.0
Total terpenes 21.7 + 2.0° 135 + 1.0° 11.7 + 1.0° 21.7 + 2.0° 17.7 + 1.0° 103 + 1.0° 21.0 + 1.0° 8.6 + 0.1%
Volatile phenols (ug L™ 1)
4-Ethylphenol 6.0 + 0.4 40 + 1.0 5.0 + 04 6.0 + 08 5.0 + 2.0 1.0 + 0.2 1.0 + 0.1 2.0 + 02
4-Ethylguaiacol 5.0 + 0.1° 3.0 + 03% 40 + 047 5.0 + 0.3° 1.0 +£ 0.7° 04 + 0.1° 0.3 + 0.12 04 + 022
Total volatile phenols 11.0 + 05 70 +£ 13 9.0 + 038 11.0 + 1.1 6.0 + 2.7 14 + 03 13 + 02 24 + 04

Values are expressed in mg L™ except in the indicated cases. ND: not detected.

Different superscript letters in the same row indicate significant differences between values obtained for the same apple juice (ANOVA and Tukey test, n = 2).

Nguyen et al., 2000; Libkind et al., 2011). With regards to S. eubayanus
its recent discovery and the low number of strains available worldwide
are the reason for the lack of studies. Only a few reports related mainly
to its diversity and biogeography can be found (Bing et al., 2014;
Gayevskiy and Goddard, 2016; Hittinger, 2013; Peris et al., 2014; Peris
et al., 2016; Rodriguez et al., 2014), with almost no information avail-
able about its technologically relevant features.

In this work we evaluated the potentiality of a set of strains belong-
ing to S. uvarum and S. eubayanus species isolated from different habi-
tats (Table 1). From a geographic point of view, the sampling areas are

relatively close and show similar climatic features; however, the main
differences are related to the specific ecological habitat from which
the strains were obtained. This different origin clearly influenced the
metabolic features of the strains, as it could be revealed in this work. Ci-
ders obtained after fermentations (50 mL) with strains from natural
habitats (both S. uvarum and S. eubayanus) cluster together in the PCA
carried out on the basis of the kinetic features and the basic chemical
composition analyzed. Besides, these features were different from
those obtained in fermentations carried out with S. cerevisiae. Although
several research publications have make emphasis on the fructophilic
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capacity of S. uvarum, the concentration of residual fructose in the ciders
elaborated with this species, and also with its sibling species S.
eubayanus, were not different from that obtained with S. cerevisiae. Con-
trarily, in 1 L fermentations using GS apple must, the highest residual
fructose concentrations were obtained with S. eubayanus. Nevertheless,
the lower \ value in micro-fermentations conducted with S. uvarum and
S. eubayanus with regard to S. cerevisiae, could be related to the need for
the adaption of this last species to an initial higher amount of fructose
than glucose typical in apple musts, but not in grape must. Different ex-
planations for an improved fructose utilization have been mentioned for
different Saccharomyces species. In S. cerevisiae, the high fructose utiliza-
tion was proposed to be due to the presence of a mutated hexose trans-
porter (Guillaume et al., 2007). In the species S. bayanus and S.
pastorianus, the existence of fructose/H* symport in coexistence with
the facilitated diffusion system for hexoses was proposed as a cause of
the good fructose transport (Gongalves et al., 2000). Interestingly,
Tronchoni et al. (2009) evidenced that S. uvarum, as well as S.
kudriavzevii, showed a slight preference for fructose with regards to S.
cerevisiae, at the beginning of fermentation. This preference could also
be happening in our experiments, as a possible explanation for the
lower N of S. uvarum and S. eubayanus.

According to bibliographic reports in wine, S. uvarum produces
lower ethanol and higher glycerol concentrations than S. cerevisiae
(Castellari et al., 1994; Magyar and Té6th, 2011; Sipiczki, 2002). No infor-
mation about S. eubayanus are reported but, assuming its genetic rela-
tionship with S. uvarum, S. bayanus (hybrid between S. uvarum and S.
eubayanus) and S. pastorianus (hybrid between S. eubayanus and S.
cerevisiae), it is likely to find similar metabolic features between S.
uvarum and S. eubayanus. In this work, significant differences in ethanol
concentration were found in both microfermentations (50 mL) and 1 L
fermentations (GS must). In the case of microfermentations, S. uvarum
strains from chicha produced the lowest levels of ethanol together
with S. cerevisiae; however, in 1 L fermentations in GS must a lower pro-
duction of this compound was observed for the three non-S. cerevisiae
strains. Ethanol is an important flavour component and a product of
the Embden-Meyerhof-Parnas glycolytic pathway whose main function
is the production of energy. This pathway also gives rise to pyruvic acid,
a precursor to acetic acid and a series of other molecules that are related
to the aromatic complexity of fermented beverages. Glycerol is also a
product derived from the glycolytic pathway and is primarily formed
in the early phase of fermentation as a response to osmotic stress
(Nevoigt and Stahl, 1997) and to maintain the redox balance in the
cell altered due to an excess of cytoplasmic NADH typical from the fer-
mentation process (Albers et al., 1998, Valadi et al., 2004). It has been
also associated with a yeast adaptation to low-temperature growth
(Izawa et al., 2004). In fermented beverages, this metabolite contributes
positively to quality by providing slight sweetness, smoothness and full-
ness and reducing wine astringency (Ishikawa and Noble, 1995; Remize
et al., 2000; Swiegers et al., 2005). The production of high levels of glyc-
erol has been proposed as a typical feature of S. uvarum (Antonelli et al.,
1999; Bertolini et al., 1996; Castellari et al., 1994; Gamero et al., 2013;
Giudici et al., 1995; Lépez-Malo et al., 2013; Rainieri et al., 1999). How-
ever, some authors have found that this property is highly variable
among S. uvarum strains (Magyar and Téth, 2011). Moreover, using syn-
thetic medium, Masneuf-Pomarede et al. (2010) found high intraspecif-
ic variation of glycerol production within S. uvarum, with no significant
interspecific difference compared to S. cerevisiae. Our results partially
confirm these reports; evidencing a high variation in the production of
this compound among strains, independently from their origin. A simi-
lar behaviour was observed here for the first time among strains of S.
eubayanus, some of them producing the highest and other producing
the lowest glycerol concentrations among analyzed ciders. Regarding
the balance between ethanol and glycerol in the fermented products,
the preselected S. eubayanus and S. uvarum strains produced higher
amounts of glycerol than S. cerevisiae, making these strains enologically
interesting. A potential explanation for a high glycerol production

without decrease of ethanol generation is the synthesis of low concen-
trations of acetic acid - as it can be experimentally evidenced in the low-
est volatile acidity levels in non-S. cerevisiae fermentations at both
50 mL and 1 L volumes - in order to maintain the mass balance in the
cell.

Pyruvic acid produced during glycolysis is also the substrate for the
synthesis of higher keto acids, key compounds in the production of
the majority of alcohols, acids and esters. Among esters, one of the
most significant compounds that affect flavour in fermented beverages
is ethyl acetate. As ethanol is the dominant alcohol in cider, ethyl ace-
tate, produced from acetyl-CoA and ethanol, is the most abundant
ester. Ethyl acetate together with acetic acid participates in the sensa-
tion of sourness and roughness this beverage and they are not desired
compounds at high concentrations (Whiting, 1976). Although in this
work the concentration of acetic acid was low particularly in fermenta-
tions carried out with S. uvarum and S. eubayanus, the production of
ethyl acetate was always the highest (twice or three times higher than
the rest for RG and GS musts, respectively) in ciders elaborated with S.
uvarum NPCC 1314 isolated from fermentative environment. This strain
was also the highest producer of other esters like 2-phenylethyl acetate,
isobutyl acetate, ethyl octanoate and ethyl decanoate. All this esters
have been related to desired fruity and flowery notes in fermented bev-
erages: isobutyl acetate is associated with fruity flavor, ethyl octanoate
with apple-like notes, ethyl decanoate with pear-like notes and 2-
phenylethyl acetate with flowery flavor (Huang et al., 2001;
Lambrechts and Pretorius, 2000). According to these characteristics, ci-
ders obtained with S. uvarum 1314 showed the best combination of
features.

The nature and concentration of organic acids are also impor-
tant factors influencing the organoleptic characteristics of fruit
and vegetables, i.e. their flavour. Besides, organic acids may have
a protective role against various diseases due to their antioxidant
activity (Silva et al., 2004). The major organic acid in apple ciders
is L(—)-malic, but cider apple varieties commonly contain other
acids like shikimic, quinic, chlorogenic and p-coumarylquinic
acids (Beech, 1972). Quinic and shikimic acids are extremely im-
portant in the flavour balance of ciders, directly affecting the acid-
ity and, as precursors, also affecting the phenolic fraction. Our
results indicate that malic acid was the most abundant acids in
the analyzed ciders; however, important differences in shikimic
acid were also evidenced among treatments. Malic acid content
was significantly higher in ciders fermented with both S. uvarum
and S. eubayanus using GS apple must; this phenomenon could be
related with the described capacity of S. uvarum, probably present
in S. eubayanus too, for synthesizing malic acid instead of
degrading it (Castellari et al., 1994; Giudici et al., 1995). Interest-
ingly, the levels of shikimic acid were significantly higher only in
fermentations carried out with S. uvarum independently from the
origin (natural source or fermentation). It is known that shikimic
acid, formed from phosphoenol pyruvate and erythrose-4-phos-
phate, is involved in the synthesis of the amino acids phenylala-
nine, tyrosine and tryptophan, and phenylalanine is the precursor
for the synthesis of 2-phenylethanol and 2-phenylethyl acetate
(Dietrich and Pour-Nikfardjam, 2009). Both the higher alcohol 2-
phenylethanol and the ester 2-phenylethyl acetate were found, co-
incidently, in the significantly highest concentrations in ciders
elaborated with the cryotolerant strains. Previously reported data
have indicated that the production of these compounds is a typical
trait of S. uvarum (Antonelli et al., 1999; Gamero et al., 2013;
Masneuf-Pomaréde et al., 2010; Stribny et al., 2015). Altogether,
our results could indicate that this metabolic pathway could be
an important difference between the three species studied in this
work.

Together with the 2-phenylethanol, the isoamyl alcohol - and conse-
quently the total amount of higher alcohols - was present in significant-
ly higher proportion in ciders fermented with the cryotolerant (both S.
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eubayanus and S. uvarum) yeasts than in S. cerevisiae fermented ones.
The higher alcohols are quantitatively the major volatile components
in cider (Herrero et al., 2006). They are formed as by-products of both
anabolic (Genevois and Lafon pathway) and catabolic metabolism (Ehr-
lich pathway) (Mangas et al., 1994), and together with the glycerol syn-
thesis pathway, allow the re-equilibration of the redox balance
involving NAD +/NADH cofactors. Some higher alcohols, particularly
isoamyl alcohol, contribute to unpleasant flavour at elevated concentra-
tions (Rous et al., 1983), but 2-phenylethanol is responsible for the
aroma of rose petals and honey and is deemed one of the most impor-
tant aromatic alcohols contributing to flavour in fermented beverages.
It has been previously reported that one of the specific enological prop-
erties of S. uvarum is the high production of total higher alcohols and
specifically 2-phenylethanol (Demuyter et al., 2004; Coloretti et al.,
2006; Gangl et al., 2009; Masneuf-Pomaréde et al., 2010); however,
our work is the first report about the same capacity for S. eubayanus.
The ability to produce high levels of 2-phenylethyl alcohol has been re-
lated to a higher capacity to utilize the assimilable nitrogen in must, a
feature that could be related to the yeast species (Mendes-Ferreira et
al., 2009; Torrea et al., 2003) and that is being currently studied in our
laboratory.

Finally, we included in this analysis the evaluation of the ana-
lyzed yeasts to produce a set of enzymatic activities related to the
improvement of aroma or stabilization of ciders including
pectinases, proteases and glycosidases (Giinata et al., 1988; Hsu
et al.,, 1989; Paillard, 1990; Fleet, 2008; Ugliano, 2009; Pando
Bedrifiana et al., 2012; Martin and Morata de Ambrosini, 2014). It
is known that S. cerevisiae is not a good producer of extracellular
enzymes, however, only a few (S. uvarum) or none (S. eubayanus)
bibliographic reports have evaluated these activities in the
cryotolerant species studied here. Our qualitative enzymatic
screening evidenced the four activities tested in these cryotolerant
species with the only exception of the protease activity absentin S.
eubayanus. On the other hand, it is interesting to highlight the im-
portance of using at least two types of substrates for PGl screening
studies in order to minimize the risk of obtaining false-negative re-
sults caused by the specific substrate selectivity of the enzyme as
reported by Hernandez et al. (2003). The antagonistic activity of a
yeast that will be used as a starter culture is also considered a rele-
vant technological attribute (Rainieri and Pretorius, 2000). Strains
possessing this characteristic will be able to inhibit the growth of
wild S. cerevisiae yeasts present during natural fermentations, im-
proving their implantation capacity. In this work, antagonist activ-
ity particularly effective against S. cerevisiae, was observed for the
first time for S. eubayanus, which constitute a relevant additional
feature to be considered in cidermaking.

5. Conclusions

In this work, we evidenced for the first time that, regarding eno-
logical features of the S. uvarum and S. eubayanus, the source of the
strains is as relevant as the phylogenetic relationships among
them. S. uvarum and S. eubayanus from A. araucana showed similar
physicochemical features and different from those showed by S.
uvarum from fermented beverages, although they were isolated
from close geographic areas in Patagonia. We confirm the proposed
metabolic and enological features of S. uvarum, evidenced in strains
from different origins and characterized by a high glycerol produc-
tion, and high 2-phenylethanol and its acetate. Finally, we demon-
strate that S. eubayanus shows similar physiological characteristics
to S. uvarum and demonstrated for the first time the capacity of this
species to ferment apple juices producing ciders without defects as
well as to produce antagonist molecules active again S. cerevisiae.
Three strains with an excellent combination of properties includ-
ing two S. uvarum and one S. eubayanus were selected to be used
in cidermaking.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.ijffoodmicro.2017.02.018.
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