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RESUMEN

Existe un grupo pequefio de levaduras capaces de deteriorar alimentos que han
sido procesados de acuerdo a los estandares de buenas practicas de manufactura
(GMPs), estas son llamadas “levaduras deterioradoras” (spoilage yeasts).
Zygosaccharomyces bailii y Zygosaccharomyces bisporus son consideradas
levaduras pertenecientes a este grupo, siendo Z. bailii una de las mas peligrosas
debido principalmente a su gran resistencia a conservantes quimicos y su alta
habilidad fermentativa.

Seguin investigaciones sobre comunidades de levaduras en uvas, Z bailii se
encuentra principalmente en uvas dafadas, sobreviviendo a la fermentacién con S.
cerevisiae. Los efectos comunes del deterioro del vino por levaduras son:
formacién de film, enturbiamiento, aparicién de sedimentos, produccién de gas en
vinos embotellados, y olores y sabores no deseados. Z bailii y Z. bisporus
fermentan azlcares generando abundante gas, son resistentes al etanol, bajo pH,
restriccion de oxigeno y a conservantes utilizados en la industria del vino.

La presente investigacion estudia la incidencia de contaminacion por levaduras Z.
bailii y Z. bisporus en 17 bodegas del Uruguay ubicadas en los departamentos de
Canelones, Montevideo, Colonia, Soriano, Maldonado, Artigas y Salto. La
metodologia elegida para el andlisis de vinos fue la filtracién por membrana de
0.45 pm y posterior incubacién de las membranas en un medio de cultivo
diferencial y selectivo para Z. bailii y Z. bisporus (ZBDM).

Segun los resultados obtenidos el 29,4% de las bodegas muestreadas presentd
contaminacion por Z. bailii y/o Z. bisporus en alguno de sus vinos. Las muestras
contaminadas fueron originarias de los departamentos de Artigas, Maldonado y
Canelones. Las poblaciones de Z. bailii y/o Z. bisporus detectadas estuvieron en
todos los casos dentro de lo reportado como muy riesgoso para la estabilidad del
vino. Los vinos contaminados presentaron niveles de SO molecular promedio de
0,54 mg/L 0,09 y valores de pH promedio de 3,67%0,04. Este trabajo evidencia y
localiza por primera vez la presencia de levaduras “deterioradoras” Z. bailii y Z.

bisporus en la industria vitivinicola del Uruguay.



INTRODUCCION

Las levaduras en la vitivinicultura

Las uvas poseen una compleja biodiversidad microbiana, que abarca desde hongos
filamentosos, levaduras y bacterias; todos estos con diferentes caracteristicas e
impactos quimico-sensoriales sobre la produccién del vino. Algunos son capaces
de sobrevivir en el vino, principalmente bacterias lacticas, bacterias acéticas y
levaduras. Las levaduras son los microorganismos que llevan a cabo la conversion
del mosto de uva a vino, principalmente a través de la fermentacién alcohdlica de
los azucares presentes a alcohol y otros compuestos. La diversidad y riqueza de
las levaduras en las uvas varia segun el estado de maduracidn, la disposicion de
nutrientes y la integridad de las bayas, asi como de la regidén geografica, las
condiciones climaticas, las practicas culturales de viticultura y las enfermedades
que las vides enfrenten. La ecologia de las levaduras presentes en las uvas es un
area de estudio en creciente desarrollo (Barata, Malfeito-Ferreira et al. 2011).

Se conoce actualmente que luego del envero la microbiota de las uvas intactas es
dominada por levaduras Basidiomycetes (e.g. Cryptococcus spp., Rhodotorula spp.
Sporobolomyces spp), y a raiz del aumento en la disponibilidad de nutrientes a
medida que avanza la maduracion (debido al afinamiento y las posibles
microfisuras de la cuticula) dominan también levaduras oxidativas o malas
fermentadoras, del grupo de los Ascomycetes (e.g. Candida spp., Hanseniaspora
spp., Metschnikowia spp., Pichia spp.) (Barata, Malfeito-Ferreira et al. 2011). En
uvas dafiadas, las altas concentraciones de azucares salen del jugo de la pulpa al
exterior del grano posibilitando el crecimiento de levaduras que en uvas sanas no
encontrarian un ambiente propicio. Aumenta aqui aun mas la diversidad,
encontrandose levaduras del grupo de los Ascomycetes, Issatchenkia spp. y
Zygoascus hellenicus, de las peligrosas levaduras deterioradoras de vinos (e.g.
Zygosaccharomyces spp., Torulaspora spp ) y de las levaduras tradicionales de la
fermentacion alcohdlica, Saccharomyces cerevisiae (Fleet 2003; Barata, Gonzalez
et al. 2008; Barata, Seborro et al. 2008; Barata, Malfeito-Ferreira et al. 2011).

Las levaduras que resisten las condiciones del vino y son encontradas en mostos



en fermentacion o en vinos terminados son llamadas levaduras del consorcio
microbiano del vino (WMC). Este comprende levaduras H. uvarum/K. apiculata
(apiculadas), Candida spp. (formadoras de films), Metshinikowia spp., Pichia spp.
(formadoras de films), Debariomyces lachancea spp. Torulaspora spp.,
Zygosaccharomyces spp. (Z. bailii y Z. bisporus), Dekkera/Brettanomyces spp.,
Saccharomyces spp. (S. cerevisiae, S. paradoxus, S. bayanus, S. pastorianus),
Schizosaccharomyces spp. y Sacharomycodes spp. (S. ludwigii) (Barata, Malfeito-
Ferreira etal. 2011).

El rol que juegan las levaduras en la produccion del vino puede ser positivo o
negativo, o un balance de ambos. Y depende principalmente de las caracteristicas
metabolicas de las levaduras, las caracteristicas del mosto y de las practicas de
vinificacion empleadas. Actualmente es muy popular el uso de levaduras S.
cerevisiae comerciales para la fermentacion alcohélica del mosto de uva. El uso de
estos preparados comerciales se acompana de la supresion del resto de las
levaduras nativas presentes en el mosto mediante la adicién de pequefias dosis de
anhidrido sulfuroso en las etapas iniciales de la fermentacion alcoholica. La
inoculacion de estas levaduras comerciales de S. cerevisiae tiene la ventaja de
generar un facil control del proceso, ya que la levadura que llevara adelante la
fermentacion alcohdlica posee un metabolismo primario capaz de fermentar casi la
totalidad de los aztlcares presentes en el mosto debido a su resistencia al etanol
(Peynaud 1996). Asi se logra hasta cierto punto una fermentaciéon segura, sin
paradas de fermentacién y sin defectos sensoriales. Por otro lado su uso tiene la
desventaja de no aportar gran complejidad, identidad y variabilidad al sabor de los
vinos (Romano, Fiore et al. 2003). Ademas a menudo estas cepas no se encuentran
bien adaptadas a los niveles de nitrégeno asimilable presentes en los mostos, y es
necesaria la adicion de amonio. Lo cual trae consigo la perdida de aromas e
identidad del vino y la produccién de aminas bidgenas (Carrau, Medina et al.
2008).

Es por los motivos anteriores que nos encontramos a nivel mundial en un
momento de intensa y creciente investigacion en la busqueda y caracterizacion de
levaduras del WMC no pertenecientes al género Saccharomyces y sus posibles

aportes positivos en la elaboracién del vino (Fleet 2008). Algunas de estas
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levaduras poseen caracteristicas diferentes e interesantes en cuanto a su
metabolismo secundario, aportando agradables aromas fermentativos, una mayor
producciéon de compuestos que estabilizan el color del vino (polisacaridos y
compuestos derivados de antocianos) y un aumento en la produccion de glicerol la
que mejora el cuerpo del vino, entre otras (Medina, Boido et al. 2005; Fleet 2008).

Paradojicamente, uno de los principales contaminantes de vinos también son las
levaduras, es asi que a menudo vinos terminados se ven deteriorados por el
desarrollo de levaduras que resisten las condiciones estresantes de este medio,

generando grandes pérdidas a nivel mundial.
El control microbiolégico y la contaminacién por levaduras

El cumplimiento de estadndares estrictos de higiene y esterilizacion en las
instalaciones de las bodegas, es el punto inicial y principal del control
microbiolégico en la produccién del vino (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003;
Tristezza, Lourenco et al. 2010). El control microbiolégico se prolonga durante
toda la cadena productiva, siendo mas estricto en las etapas iniciales de la
vinificaciéon y durante el proceso de envasado. Para la higiene y desinfeccion de
instalaciones de bodega, se utilizan detergentes y desinfectantes, cuyos
ingredientes activos son: hidroxido de sodio, acido peracético, hipoclorito de sodio
(cada vez menos frecuente), yodoforos, alquibenzenesulfonato de sodio y acetato
de alquilamina. También es frecuente la ozonizacion, principalmente en la
desinfeccion de barricas de roble. Cuando las aplicaciones mencionadas
anteriormente no son suficientes, se forman biofilms en las superficies de tanques,
superficies y conductos. Estas comunidades microbianas adheridas a superficie y
embebidas en una matriz polimérica extracelular autoproducida son mucho mas
resistentes que los microorganismos en suspension a los biocidas y antibi6ticos,
una vez formados son muy dificiles de remover y constituyen una importante
fuente de contaminacion (Tristezza, Lourenco et al. 2010).

En los primeros pasos del procesamiento de la uva para la elaboracién del vino, es
muy corriente y tradicional a nivel mundial el sulfitado del mosto, para luego
proceder a la inoculacién de las levaduras que llevaran adelante la fermentacidn,
usualmente S. cerevisiae. El objetivo del sulfitado del mosto es inhibir la flora
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nativa de bacterias y levaduras (y con ello también los posibles microorganismos
contaminantes) mediante la utilizaciéon de este conservante quimico del grupo de
los acidos débiles. Actualmente la forma mas utilizada para sulfitar es el agregado
de metabisulfito de sodio o de potasio, pero también puede ser utilizado en forma
de gas comprimido, o mediante la combustién de azufre. Ademas este conservante
posee efecto antioxidante protegiendo de la oxidacién y de la perdida de color en
vinos tintos. También potencia la extraccidon de polifenoles de la cascara de la uva
durante la maceracion y por otro lado en dosis bajas puede generar una mejora
gustativa por reaccionar con el acetaldehido y bloquearlo (Peynaud 1996). En su
forma molecular este conservante posee poder antimicrobiano, dicha forma activa
es ajustada con periodicidad luego de terminada la fermentaciéon para mantener
una concentracion que prevenga contra el desarrollo microorganismos
deterioradores del vino en las etapas de maduracién y envejecimiento. La accién
antimicrobiana de este conservante es dependiente del pH, siendo mucho mas
activo en medios acidos, a pH = 3 el 5-10% del anhidrido sulfuroso se encuentra
en la forma molecular y a pH = 4 este porcentaje tiende a cero. A nivel mundial
existe una tendencia a reducir las cantidades de conservantes utilizados en
alimentos y de sulfitos en vinos, esto se debe a la creciente preocupacion por la
salud y la preferencia por los alimentos mas naturales. La legislacion de la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), autoridad regulatoria que
incluye a la mayoria de los paises productores de vino, establece para el contenido
de anhidrido sulfuroso en vinos un nivel maximo autorizado de 150 mg/L de
sulfitos totales para vinos tintos secos, 200 mg/L para vinos blancos y rosados
secos, 300 mg/L para vinos dulces rosados y blancos, y 400 mg/L para vinos
blancos dulces especiales y vinos con Botrytis (oeno 9/98)(0IV 2012). Segun el
reglamento vitivinicola del MERCOSUR (MERCOSUR/GMC/RES N2 45/96) los
limites admitidos de anhidrido sulfuroso total en vinos son como maximo de 250
mg/L, y segun la legislacion Uruguaya para vinos de calidad preferente (Decreto
283/993) de 200 mg/L para vinos con menos de 4 g/L de azucares residuales y
300 mg/L para vinos con mas de 4 g/L de azucares residuales.

Por otro lado en los ultimos afios se ha comenzado a utilizar también el fungicida

dimetildicarbonato (DMDC), principalmente antes del embotellado del vino.
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Generalmente su uso es complementario al de anhidrido sulfuroso ya que sus
efectos son sinérgicos, lo cual permite reducir los niveles de sulfitos en vino. La
eficiencia del DMDC depende de las cepas y cantidad de levaduras presentes, la
temperatura, el pH y la graduacién alcohdlica. Sus limites de aplicaciéon son
200mg/L en Europa, 200 ppm en Estados Unidos y 200 mg/kg en Australia
(Delfini, Gaia et al. 2002; Divol and Lonvaud-Funel 2005). En Uruguay ha sido
recientemente permitido su uso. Tanto el DMDC como el SOz producen la muerte
de las levaduras (su resistencia varia entre especies y cepas) y también la entrada
parcial de estas en un estado viable pero no cultivable (VBNC) en el cual son
metabodlicamente activas pero incapaces de multiplicarse, al cambiar las
condiciones fisicoquimicas del medio estas pueden salir de dicho estado y
proliferar (Divol and Lonvaud-Funel 2005).

Los avances en la tecnologia para la produccién de vino, en la aplicaciéon de los
estandares de buenas practicas de manufactura (GMP’s), como en el disefio de los
equipos, los procedimientos de sanitizaciéon y el uso de conservantes entre otras,
ha llevado a que los deterioros mas frecuentes en vinos hayan pasado de estar
dadas por la accion de bacterias lacticas y acéticas a deberse a la proliferacion de
levaduras (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003). Las levaduras se convierten en
los organismos contaminantes dominantes cuando la competencia con los otros
microorganismos (bacterias y hongos filamentosos) esta restringida por el bajo
pH, la presencia de conservantes y el alcohol. En vinos las levaduras contaminantes
pertenecen a las especies: Z bailii, T. delbruekii, D. bruxellensis, S. cerevisiae, S.
ludwigii, K. apiculata, P. membranifaciens, Candida spp., P. anémala, L. elongisporus,
Rhodotorula spp. y Trichosporon spp. De estas, las mdas peligrosas, capaces de
afectar vinos que han sido procesados de acuerdo a las GMP’s son Z. bailii, D.
bruxellensis y S. cerevisiae, debido principalmente a su tolerancia a los ambientes
acidos y a su resistencia los conservantes acidos débiles, estas son llamadas
“levaduras deterioradoras” (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003).

S. cerevisie, S. ludwigii, T. delbruekii y K. apiculata/H. uvarum, son también capaces
de generar grandes deterioros en ciertas condiciones. Pichia spp., Candida spp., L.
elongisporus, Rhodotorula spp y Trichosporon spp. son consideradas de menor

importancia e indicadoras de mala higiene y bajos niveles de GMP’s, dado que con
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buenas practicas se previene facilmente su desarrollo. P. membranifaciens, P.
andmala, y Candida spp. son levaduras conocidas por formar films en las
superficies del vino.

En las bebidas fermentadas el concepto el deterioro debido a levaduras tiene un
significado mas complejo que en alimentos no fermentados, ya que en vinos la
actividad de las levaduras es esencial durante la fermentacion, y sus metabolitos
contribuyen al aroma, sabor y caracteristica del producto final, aqui es dificil
distinguir claramente entre la actividad beneficiosa y negativa.

Generalmente se advierte la actividad de levaduras deterioradoras de vino durante
el almacenaje o maduracion de este, cuando los efectos nefastos sobre el vino
terminado son mas evidentes (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003).

Los defectos comunes generados por la contaminaciéon con levaduras son la
formaciéon de films en superficie, de turbidez por levaduras en suspension, de
precipitados o sedimentos, de gas en vinos embotellados, y la produccién de
aromas y sabores no deseados en todas las etapas de la produccién del vino
(Loureiro and Querol 1999; Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003). Desde el punto
de vista aromatico, los tipicos defectos producidos por levaduras son la produccion
de etilacetato (aroma avinagrado) por levaduras apiculadas después de la
fermentacion, la produccion de acetaldehido por levaduras formadoras de film
durante el almacenaje y la produccion de fenoles volatiles por Dekkera bruxellensis
durante el almacenaje. Dentro de las levaduras apiculadas (forma alimonada) se
encuentran especies de los géneros Kloeckera/Hanseniaspora, dichas levaduras
pueden ser controladas facilmente con las medidas adecuadas, como el agregado
de anhidrido sulfuroso, el control de baja temperatura y la higiene. Las levaduras
formadoras de film son especies de los géneros Candida y Pichia, aunque S.
cerevisie, D. bruxellensis y Z. bailii también han sido encontradas en films en vinos.
Candida y Pichia producen acetaldehido (aroma oxidado, a manzana podrida),
estas levaduras son facilmente controladas debido a su poca tolerancia a bajas
presiones de oxigeno, lo cual aumenta el efecto inhibitorio del etanol y los
conservantes, estas especies son indicadoras de deficientes GMP’s. Las levaduras
fermentadoras, S. cerevisiae y S. bayanus pueden también causar defectos

aromaticos en vinos debido a la producciéon de compuestos reducidos de azufre
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durante la fermentaciéon (acido sulfhidrico, huevo podrido) (Malfeito-Ferreira
2011).

Una vez detectado el deterioro producido por levaduras, se suelen aumentar los
niveles de conservantes hasta los maximos niveles permitidos o filtrar el vino,
medidas que a menudo no logran revertir las pérdidas generadas, y en cierta
medida también contribuyen a una disminucién en la calidad del producto.

Para la evaluacion de la calidad microbiologica del vino de acuerdo a métodos
estandarizados, es necesaria la utilizacion de indicadores microbioldgicos. En vinos
producidos bajo las GMP’s la mayor preocupacién microbioldgica es el desarrollo
de las “levaduras deterioradoras” por lo cual un indicador apropiado deberia
evaluar la presencia de levaduras Z. bailii, D. bruxellensis, etc. Estas podrian ser
evaluadas mediante indicadores basados en medios de cultivo selectivos y
diferenciales, por indicadores quimicos u organolépticos que evidencien su
presencia, 6 por indicadores basados en biomarcadores. Sin embargo las
evaluaciones microbiolégicas que se realizan en bodegas, casi sin excepciones,
corresponden a un recuento de levaduras viables totales, para el cual es utilizado
algin medio de cultivo general, por lo cual los resultados no son buenos
indicadores de la calidad microbioldgica, la estabilidad y calidad de los vinos
(Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003).

No existen reglamentaciones serias en cuanto a la contaminacién por levaduras, la
OIV no define una poblaciéon maxima permitida de levaduras totales en vino, s6lo
establece que este debe ser lo mas limpido posible (sin turbidez y sin presencia de
sedimentos de origen microbioldgico). Para ello la poblacién debera ser inferior a
104-105 UFC/mL para levaduras que producen sedimentos finos, o menor de 102-
103 UFC/mL para levaduras que producen sedimentos grumosos (Loureiro and
Malfeito-Ferreira 2003).

En respuesta a la problematica de la contaminacién de vinos se han desarrollado
modelos matematicos comerciales predictivos de su estabilidad, con los cuales es
posible calcular el anhidrido sulfuroso libre necesario para asegurar la estabilidad
microbiolédgica en funcion del pH y la graduacion alcohoélica que presenta cada vino
en particular. Estas herramientas no han tenido aceptaciéon por parte de la

industria, donde en general se contintia considerando el recuento de levaduras
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viables totales para estimar la estabilidad microbiolégica del vino. En Australia,
segun datos recolectados en 2001, el medio de cultivo mas utilizado para este fin
es el Wallerstein Laboratories Nutrient (WLN; composicién en Anexo), un medio

general con caracteristicas diferenciales (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003).
Levaduras del género Zygosaccharomyces

Las levaduras del género Zygosaccharomyces son conocidas por ser contaminantes
muy problematicos en la industria de los alimentos y generar grandes pérdidas a
nivel mundial. Las especies mas reportadas en alimentos contaminados son Z.
rouxii en jugos y concentrados de jugos y Z. bailii en jugos, mayonesas, salsas y
vinos (Thomas and Davenport 1985; James and Stratford 2003; Dang, Vermeulen
et al. 2009; Pitt and Hocking 2009). Z. bailii es la segunda levadura mas peligrosa
como contaminante de vinos (luego de D. bruxellensis) y Z. bisporus comparte la
mayoria de las caracteristicas fisiol6gicas de esta pero se encuentra mucho menos
distribuida y reportada (Romano and Suzzi 1993; Schuller, Corte-Real et al. 2000;
James and Stratford 2003; Di Maro, Ercolini et al. 2007; Barata, Malfeito-Ferreira et
al. 2011). Ambas pueden resistir las condiciones del vino y desarrollarse en él.

La presencia de Z. bailii es bien conocida en bodegas, fundamentalmente en las que
producen vinos dulces, encontrandose en las lineas de embotellado donde se
utiliza mosto sulfitado o concentrado, pero también ha sido hallada en vinos secos
(Thomas and Davenport 1985; Fleet 1992; Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003;
Pitt and Hocking 2009). Los efectos de su desarrollo y proliferaciéon en vinos
terminados son: generacion de turbidez, produccién de abundante gas por
fermentacion de los aztcares residuales, formacién de precipitados, de films en
superficie y el consiguiente deterioro sensorial, visual, de sabor y aromatico sin
implicar un aroma no deseado caracteristico de esta especie (Loureiro and
Malfeito-Ferreira 2003).

Microscopicamente Z. bailii posee forma ovoide a cilindrica, presenta gemacién
multipolar y formacién de seudohifa simple. Estas levaduras son haploides y
heterotalicas por lo cual la esporulacion requiere la unién previa por conjugacién
de dos levaduras de tipo compatible. Los ascos son de forma globular para Z. bailii
(donde cada conjugante produce dos ascoesporas suavemente redondeadas) a
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diferencia de Z. bisporus en la cual son como mancuernas (Fugelsang and Edwards
2007).

Debido a su importancia como contaminante, las caracteristicas fisiologicas de Z.
bailii han sido estudiadas ampliamente. En general los experimentos han sido
realizados en YEPD y no en vino o medio simil vino por lo cual los resultados no
son totalmente aplicables a lo que ocurre en los vinos. Por otro lado se ha
observado mucha variabilidad en cuanto a dichas caracteristicas dentro de esta
especie. De todas formas, casi todos los autores concluyen que esta especie
presenta buena capacidad fermentativa, gran resistencia a conservantes,
osmotolerancia y resistencia a etanol, todas estas implicadas en su capacidad para
desarrollarse en vinos. Levaduras de esta especie sobreviven durante la
fermentacion con S. cerevisiae (Barata, Gonzalez et al. 2008).

Z. bailii posee gran habilidad fermentativa de los azdcares presentes en el vino, y es
fructofilica  (en presencia de glucosa y fructosa utiliza la fructosa mas
rapidamente). Este comportamiento ha sido estudiado en detalle. La fructosa es
transportada por un sistema especifico de alta capacidad y baja afinidad; la
presencia de fructosa inactiva el transportador de glucosa siendo esta inactivacion
mas rapida a altas concentraciones, ademas la fructosa compite con la glucosa por
el transportador de glucosa (Sousa-Dias, Goncalves et al. 1996). Estas especies
fermentan vigorosamente los azucares, generando abundante gas. En medios ricos
nutricionalmente son capaces de proliferar atin en ausencia total de oxigeno y bajo
presion por presencia de COz (Rodrigues, Corte-Real et al. 2001; Pitt and Hocking
2009). Z. bailii es incapaz de crecer a 4°C, y a 372C sélo algunas de las cepas se
desarrollan (Martorell, Stratford et al. 2007), su temperatura oOptima de
crecimiento es entre 29-312C dependiendo la cepa (Jermini and Schmidt-Lorenz
1987). En cuanto al pH, estas especies son en general capaces de crecer a pH de
2,2, lo cual explica su presencia en vinos (Jermini and Schmidt-Lorenz 1987;
Fugelsang and Edwards 2007). Z. bailii es osmotolerante (James and Stratford
2003) y resistente a la presencia de etanol. Las concentracion de etanol a la cual
puede desarrollarse varia segun la cepas estudiada, y se encuentra entre 10-20%
V/V (Fugelsang and Edwards 2007; Martorell, Stratford et al. 2007). Por ultimo su

caracteristica mas importante consiste en presentar resistencia muy alta a los
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conservantes acidos débiles utilizados en la industria alimenticia (acido sérbico,
acido acético, acido benzoico, acido lactico, anhidrido sulfuroso, etc.), por ejemplo
crece a 800mg/L de acido benzoico (Pitt and Hocking 2009). La baja
permeabilidad de Z. bailii a estos conservantes acidos a bajo pH y su habilidad para
metabolizar compuestos acidos adn en presencia de glucosa son algunos de los
mecanismos implicados en su alta tolerancia. En particular las resistencias
reportadas para el anhidrido sulfuroso son: 2-3mg/L en su forma molecular
(Fugelsang and Edwards 2007), entre 65-307 mg/L de anhidrido sulfuroso total
(Pilkington and Rose 1988; Martorell, Stratford et al. 2007). El grado de inhibicion
de la fermentacion de glucosa por la presencia de etanol en Z. bailii es exponencial
y de magnitud comparable con la reportada para S. cerevisiae. El acido acético
también inhibe la fermentacién de forma exponencial pero mucho menos
pronunciada que para S. cerevisiae, ademas en Z. bailii los efectos del acido acético
no son potenciados por la presencia de etanol. Z bailii tiene la habilidad de
metabolizar el acido acético en presencia de mezclas de diversos azucares (Sousa,
Miranda et al. 1996; Fernandes, Corte-Real et al. 1997; Sousa, Rodrigues et al.
1998).

Las resistencias reportadas de Z. bailii frente al DMDC son de 250-400 mg/L segun
el trabajo de Delfini y col. (2002), segin Divol y col. es de 200 mg/L para cultivos
puros y en cultivos mixtos entra en estado VBNC (2005), el trabajo de Martorell y
col. reporta una concentracién minima inhibitoria entre 241-255 mg/L (2007), y
seguin Fugelsang y col. la resistencia a DMDC de Z. bailii se encuentra entre 50-150
mg/L (2007).

Z. bailii puede generar deterioros en vinos terminados aiin a partir de poblaciones
muy pequefas (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003; Fugelsang and Edwards
2007; Pitt and Hocking 2009), lo que hace dificil su deteccion en la bodega. Por
esta razon, el control de calidad mas efectivo, es evaluar la presencia de Z. bailii en
el producto final (Pitt and Hocking 2009).

Por otro lado Z. bailii también es considerada una especie interesante a investigar
para posibles aplicaciones enolédgicas por su habilidad fermentativa, su resistencia
a etanol asi como su resistencia al SO2. Se han estudiado fermentaciones de mosto

de uva con cultivos puros de cepas de Z. bailii observandose que estas levaduras
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presentan caracteristicas beneficiosas. Fermentan de forma lenta casi la totalidad
de los azucares presentes, floculan, consumen alrededor del 50-70 % del acido
malico, y producen bajas cantidades de acido sulfhidrico, de di6xido de azufre y
acido acético (Romano and Suzzi 1993). Ademas también fueron estudiadas la
produccion de acetoina, de 2,3-butanodiol y de glicerol en fermentaciones puras de
mosto de uva encontrandose que los niveles de 2,3-butanodiol son altos, de 0,3 g/L
cantidad comparable a la producida por S. cerevisiae, y la produccién de acetoina
baja, 20 mg/L, estos resultados fueron caracteristicos de la especie (Romano,
Brandolini et al. 1998), y la produccién de glicerol es alta y comparable con la
producida con S. cerevisiae, de 6,81-8,15 g/L (Brandolini, Salzano et al. 2002).
Tanto para Z. bailii como para Z. bisporus se observaron niveles 6ptimos con baja
variabilidad en la pureza de fermentacion (acidez volatil/etanol), ademas la acidez
volatil producida y los niveles de acetaldehido y etil-acetato fueron variables pero
bajos e inferiores a los producidas por S. cerevisiae (Domizio, Romani et al. 2011).
En cuanto a la produccién de polisacaridos se ha encontrado un aumento de estos
tanto en fermentaciones puras como en mixtas de Z. bailii/S. cerevisiae en
comparacién con la fermentacion pura de S. cerevisiae (Domizio, Romani et al.
2011). Por otro lado, levaduras de esta especie se consideran referentes en cuanto
a consumo de acido acético y se estudian sus condiciones para la reduccién de
acidez volatil en vinos defectuosos (Vilela-Moura, Schuller et al. 2008). Debido a las
caracteristicas antes mencionadas es coherente pensar que es posible encontrar y
seleccionar cepas de Z. bailii y Z. bisporus con buenas aplicaciones enologicas
(Fleet 2008).

Cabe aclarar que aun pese a lo expuesto anteriormente Z. bailii y Z. bisporus son
levaduras contaminantes de vinos. El hecho de que cepas de dichas especies
presenten muy alta resistencia a los conservantes utilizados en la industria del
vino y las caracteristicas metabdlicas descriptas anteriormente, hacen que estas
levaduras sean capaces de desarrollarse en los vinos terminados lo cual implica los
defectos ya mencionados. Es por esto que el uso de cepas de Z. bailii o Z. bisporus

en la produccién del vino debe ser minuciosamente evaluado y controlado.
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Deteccion de Zygosaccharomyces

Las técnicas tradicionales para la recuperacion de levaduras resistentes a
conservantes de alimentos y bebidas son la siembra en un medio de cultivo
conteniendo 0,5% de acido acético glacial (Pitt and Hocking 2009). Esto es debido
a que cuando se quieren recuperar levaduras de crecimiento lento, que estan
presentes en una baja proporcion en la muestra, es aconsejable la utilizacién de un
medio selectivo que favorezca las condiciones para el desarrollo de dichas
levaduras y/o mejore su competitividad frente al resto. Una posible técnica a
utilizar, cuando no se pretende cuantificar la poblacién presente, es la siembra de
un volumen dado de muestra en un medio de cultivo liquido selectivo, con lo cual
se promueve la proliferacién de las levaduras de interés, y la posterior siembra del
cultivo en un medio solido para aislar e identificar la levadura de interés. La otra
técnica adecuada para estos casos es la filtraciéon de la muestra a través de una
membrana de 0,45 pm de poro, con lo cual se logra concentrar las levaduras
presentes en la muestra sobre la superficie de la membrana y la posterior siembra
de esta membrana sobre el medio de cultivo selectivo. De esta forma luego de
haber identificado el niumero de colonias correspondientes a las levaduras de
interés, se puede cuantificar la concentracion de estas en la muestra. En general
mediante la utilizacidon del medio general suplementado con 0,5% de acido acético
se recuperan las especies Z bailii, S. Pombe, algunas cepas resistentes a
conservantes de P. membranifaciens, S. cerevisiae, y también otras cepas de
resistencia intermedia a conservantes como Debaryomyces hansenii, Candida krusei
y Torulaspora delbrueckii (Pitt and Hocking 2009).

En particular para la detecciéon de Z. bailii, se han desarrollado dos medios de
cultivo selectivos. El primero, Z. bailii selective agar (ZBA), esta basado en el medio
Sabouraud dextrosa agar con el agregado de fructosa, NaCl, triptona, extracto de
levadura, trypan®, acido acético 0,5% y sorbato de potasio 0,01%. ZBA fue
disenado para la deteccion de Z. bailii en alimentos acidificados mediante la técnica
de filtracion por membrana. Este es mucho mas selectivo para Z. bailii que el medio
general suplementado con &cido acético, pero las recuperaciones obtenidas de

células estresadas son menores que en el primero, ademas su preparaciéon es mas
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compleja (Pitt and Hocking 2009). Posteriormente otro medio selectivo y
diferencial fue disefiado para detectar Z. bailii y Z. bisporus en vinos: Z. bailii
differential media (ZBDM) (Schuller, Corte-Real et al. 2000). ZBDM esta basado en
investigaciones previas sobre la metabolizacién y transporte de acidos por Z. bailii
(Sousa, Miranda et al. 1996; Sousa, Rodrigues et al. 1998), este medio contiene
como Uunica fuente de carbono y energia: 0,1% glucosa y 0,4% acido férmico,
dichas concentraciones fueron optimizadas en su validaciéon y resultaron del
compromiso entre selectividad y recuperacion de Z. bailii y Z. bisporus. Este es un
medio rico en minerales, oligoelementos, vitaminas y fuente de nitrégeno,
formulado a pH 4,5 con verde de bromocresol como reactivo indicador de pH.

Z. bailii y Z. bisporus logran desarrollarse en ZBDM al ser capaces de metabolizar el
acido férmico adn en presencia de glucosa, consumen ambos sustratos en una
primera etapa y luego el &cido remanente, por lo tanto alcalinizan el medio virando
el indicador de pH de verde a azul. Este medio de cultivo es ain mdas complejo que
el ZBA pero posee la ventaja de ser diferencial y permitir la diferenciacién entre las
colonias de Z. bailii, P. membranifaciens y S. cerevisiae (Schuller, Corte-Real et al.
2000). ZBDM fue desarrollado para detectar estas levadura en muestras de vino
utilizando la técnica de filtracién a través de membrana e incubacién a 30°C, Z
bailii y Z. bisporus viran el color del medio de verde a azul y solo ellas se
desarrollan como colonias circulares de coloracion celeste-azulada. Este medio de
cultivo ha sido patentado y existen muy buenos antecedentes de su uso en la
recuperaciéon de Z. bailii de uvas, mostos y vinos (Barata, Gonzalez et al. 2008;
Barata, Seborro et al. 2008).

Por otro lado, actualmente se cuenta con el desarrollo tecnolégico para detectar Z.
bailii mediante técnicas moleculares rapidas de analisis de ADN 6 ARN. Estas
pueden ser utilizadas directamente sobre la muestra de vino, o indirectamente
para identificar las colonias que fueron cultivadas previamente. Cuando se utilizan
indirectamente se debe tener en cuenta que los resultados representan a las
especies que fueron recuperadas con el medio de cultivo utilizado, para la
recuperacién de Z. bailii es necesario utilizar medios de cultivo selectivos. El
analisis indirecto (Hibridizacion, secuenciacion, ARDRA, RAPD/PFGE/AFLP, mt-

RFLP, etc.) es generalmente mas sensible y logra diferenciar cepas de la misma
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especie mientras que las técnicas directas (DGGE/TGGE, PCR en tiempo real,
secuenciacion, PCR, FiSH, EMA-PCR, etc.) son en general mas rapidas y menos
especificas, siendo muy utilizadas para el andlisis de comunidades o la rapida
identificaciéon (Ivey and Phister 2011). Los métodos directos tienen la ventaja de
detectar las levaduras en estado VBNC que no son cultivables, ademas para Z. bailii
se ha optimizado el uso del colorante EMA en qPCR (PCR en tiempo real) para
descartar las células no viables de la cuantificacion. Esto es de interés ya que como
el ADN es estable puede ser detectado por PCR aunque el microorganismo este
muerto, EMA se une al ADN de las células muertas dejandolo inactivo para las
reacciones de la PCR (Rawsthorne and Phister 2009).

Todas estas técnicas moleculares presentan la ventaja de permitir una precisa
identificacidn de las levaduras a nivel de especie, lo cual no es posible lograr en la
misma medida con las técnicas clasicas. En general es reconocido que con la
identificacién clasica: morfolégica, bioquimica o fisiolégica, se ha llegado a
identificaciones erréneas debido a la alta diversidad de fenotipos posibles dentro
de una misma especie (Barata, Malfeito-Ferreira et al. 2011). Por otro lado la
desventaja de las técnicas moleculares radica en ser todavia lejana su
implementacion en la industria, debido a los costosos equipamientos y reactivos

que involucran, y a la necesidad de personas especificamente entrenadas.

La produccién vitivinicola Uruguaya y el control

microbioldgico de vinos

La industria del Vino Uruguaya se compone por 258 bodegas productoras de vino,
de las cuales el 52% son pequefios establecimientos que producen menos de
100.000 litros anuales. La producciéon nacional anual de vino es de 800.000
hectolitros (2009), el 97 % de estos son consumidos localmente y el 3%
exportados. La variedad de vitis vinifera con mayor superficie de cultivo es la
Tannat con 1.784 Ha. correspondiendo al 25% del total de 7.500 Ha. plantadas.
Desde los afios 70’s se producen en Uruguay vinos finos, la variedad Tannat es
considerada actualmente la variedad insignia del pais gracias a la estrategia de
producir vinos de alta calidad con esta uva, optimizando las herramientas

tecnoldgicas y desarrollando el conocimiento y la investigaciéon sobre las
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propiedades y caracteristicas de su vinificacion (Boido, Lloret et al. 2003; Boido,
Medina et al. 2009; Carrau, Boido et al. 2011).

En cuanto a la investigacion referente a la contaminacién debida a
microorganismos en vinos Uruguayos, se han realizado trabajos en relacion a la
levadura contaminante D. bruxellensis y de la micotoxina ocratoxina A (OTA).

Se ha desarrollado y patentado a nivel nacional un medio de cultivo selectivo y
diferencial para la deteccion de Dekkera/Brettanomyces en bodega, “AQUIBRETT”
(Pérez, Boido et al. 2010). Durante este trabajo se detect6 Dekkera/Brettanomyces
en vinos Uruguayos de la variedad Tannat tanto en botella como en barrica en
estudios realizados durante los afios 2004 y 2006.

La presencia de la micotoxina OTA fue cuantificada mediante HPLC en 22 vinos de
la variedad Tannat pertenecientes a diferentes bodegas uruguayas, durante dos
aflos consecutivos, 2007 y 2008. En ambos afios, los 22 vinos producidos
presentaron niveles muy inferiores al limite permitido por la OIV de 0,2 pg/L
(Ferrari 2010).

A nivel industrial, en Uruguay, a excepcion de un muy reducido numero de
bodegas lideres en calidad, no se realiza un control de rutina de la calidad
microbiolédgica de los vinos. Por lo general, en las que si lo realizan, éste consiste
en un recuento de levaduras totales en medios generales para cultivo de levaduras
y a veces en WLN. En algunas de estas bodegas se evaltia también la presencia de
Dekkera/Brettanomyces en los vinos que son estacionados en barrica, mediante la
utilizacion de “AQUIBRETT”.

Debido a la creciente conciencia a nivel mundial en la importancia de la calidad
microbiolégica de los alimentos se hace necesario continuar con la investigacion y
la mejora de los controles microbiol6gicos para asi elevar la calidad e inocuidad de
los vinos nacionales. Con dicho fin, dada la ausencia total de referencias y
antecedentes en esta tematica, nos proponemos generar conocimiento acerca de la

presencia de las levaduras contaminantes Z. bailii y Z. bisporus en vinos Uruguayos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudio la presencia de las levaduras contaminantes Z. bailii y Z. bisporus en la

industria nacional del vino.
Objetivos especificos

1. Evaluacion y elecciéon de un medio de cultivo selectivo y diferencial para la
deteccion de Z. bailii.
2. Estudio de la presencia de Z. bailii y/o Z. bisporus en vinos Uruguayos mediante

la utilizacién de un medio de cultivo selectivo y diferencial.

24



MATERIALES Y METODOS

Cepas de levaduras utilizadas

En este trabajo se utiliz6 la cepa comercial Saccharomyces cerevisiae OC2 (8.
cerevisiae 0C2), y una coleccién de cepas de levaduras no pertenecientes al género
Saccharomyces encontradas comunmente en bodegas; todas ellas procedentes de
la Seccion Enologia de Facultad de Quimica. A su vez se utilizaron dos cepas de
Zygosaccharomyces bailii (Z. bailii): Z. bailii 1206 y Z. bailii 1265 proporcionadas
por la Universidad de Minho, Portugal (Tabla I).

Tabla L. Cepas de levaduras utilizadas y su origen.

Cepa Origen (a)
Metschnikowia pulcherrima 00/19 Secc. Enol.
Issatchenkia terricola 06/21 Secc. Enol.
Schizosaccharomyces Pombe Secc. Enol.
Kluyveromyces fragilis Secc. Enol.
Torulaspora delbruecki 1550 Secc. Enol.
Saccharomyces cerevisiae 0C2 Secc. Enol.
Saccharomyces bayanus Secc. Enol.
Pichia stipitis R30 Secc. Enol.
Pichia stipitis 7124 Secc. Enol.
Cryptococcus flavescens 00/7 Secc. Enol.
Candida railensis 00/22 Secc. Enol.
Candida shetae 12878 Secc. Enol.
Brettanomyces bruxelliensis 2121 Secc. Enol.
Hanseniaspora vineae AC 08 02/19 A Secc. Enol.
Hanseniaspora vineae AC 08 02/25 A Secc. Enol.
Hanseniaspora vineae AC 08 02/5 A Secc. Enol.
Zygosaccharomyces bailii 1206 Minho
Zygosaccharomyces bailii 1265 Minho

(a) Secc. Enol.: Seccion Enologia Facultad de Quimica, UDELAR,
Uruguay. Minho: Universidad de Minho, Braga-Portugal.

Medios y condiciones de cultivo

El medio de cultivo general utilizado para la conservaciéon de las levaduras fue
Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD; composicién en Anexo). Este medio

también fue utilizado como medio de cultivo no selectivo de referencia. Todas las



levaduras se mantuvieron en este medio en tubos de agar inclinado. La incubacién
se realiz6 a 25°C en estufa de cultivo durante 48 a 72 hs dependiendo de la cepa.

Se utilizaron dos medios de cultivo selectivos y diferenciales para levaduras del
genero Zygosaccharomyces: General Z. bailii Differential Médium (GZBD) y
Zygosaccharomyces bailii and bisporus Differential Medium (ZBDM). El medio
GZBD fue disefiado durante el desarrollo de este trabajo, basado en
investigaciones previas (Schuller, Corte-Real et al. 2000)(Tabla II); y el medio
ZBDM se fabrico segin datos del equipo de la universidad de Minho que ha

desarrollado su patente.

Tabla II. Composicion final de los medios de cultivo selectivos y
diferenciales para Z. bailii: GZBD* y ZBDM”.

Medio Base GZBD ZBDM
(NH4)SO4 - 0,5%p/v
Peptona 10 g/L -
KH;PO, - 0,5 % p/v
K.HPO, 0,1143% p/v -
MgS04. 7H,0 0,1232% p/v 0,05 % p/v
CaCl,. 2H20 0,044% p/v 0,013 % p/v
Verde bromocresol 0,005% p/v 0,005 % p/v
Agar 2,5%p/v 2%p/v
Glucosa 0,1% p/v 01%p/v
Acido Férmico 0,4% v/v 0,4%v/v
Vitaminas mg/L mg/L
Biotina 0,125 0,005
Ca-pantotenate 1 0,4
Mioinositol 100 20
Niacina 2 0,8
Pyridoxina hidrocloride 2 0,8
Tiamina hidrocloride 0,5 0,8
PABA-K 0,2 -
Riboflavina 0,2 -
Acido Félico 0,2 -
Elementos Traza ug/L ng/L
MnCl; 200 400
ZnCl, 135 400
FeCl; 30 200
CuCl; 15 400
H3BO3 5 500
CO(NO3)2. 2H,0 30 -
Na2M004. 2H20 25 200
KClO3 10 -

KI - 100
pH=4,5

*GZBD fue disefiado en este trabajo segin Schuller et. al. (2000).
“ZBDM es el medio para deteccidn de Z bailii y Z bisporus
patentado de origen Portugués.
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Las sales (macroelementos), el agar y el verde bromocresol, se disolvieron en 4/5
de agua destilada del volumen final y se ajusto el pH a 4,5. Se esterilizé a 1212C en
autoclave, durante 15 minutos. Aparte se disolvieron la glucosa, el 4cido féormico y
los elementos traza en un volumen de agua destilada un poco menor a 1/5 del
volumen de medio a preparar. Se llevé el pH alrededor de 4,5, se agregaron las
vitaminas y ajust6 por ultimo el pH a 4,5. La esterilizacion se realiz6 mediante
filtracion por membrana de 0,2 um. Las dos preparaciones complementarias
anteriores estériles, se termostatizaron a 502C en bafio de agua, se mezclaron y se

repartieron en placas de Petri con un volumen de 30 mL por placa.

[ - Evaluacion del medio de cultivo disenado GZBD

Con la finalidad de confirmar que el medio de cultivo GZBD es adecuado para la

deteccion de Z. bailii se realizaron tres ensayos.

I a - Siembra en superficie de diluciones seriadas de 2 cepas de Z. bailii

Se evalud el tiempo y limite de deteccidon de Z. bailii mediante la siembra en la
superficie del medio de cultivo selectivo y diferencial disefiado GZBD de diluciones
seriadas de cultivos puros de las dos cepas de Z. bailii.

Se inocularon 2 matraces con medio de cultivo liquido YEPD, con dos cultivos
puros de las cepas Z. bailii (1265 y 1206) por separado. Se incub6 en agitador
orbital durante 24 hs a 282C y 100 RPM. Se determind la cantidad de levaduras
presentes mediante recuento en Camara de Neubauer y se realizaron diluciones
seriadas con suero fisiolégico estéril. Se realizaron siembras en superficie por
duplicado, tanto en el medio GZBD como en el medio YEPD. Se sembraron para Z.
bailii 1265, 70 y 700 células, y para Z. bailii 1206, 100 y 1000 células. Los medios
de cultivo GZBD y YEPD fueron incubadas en estufa a 252C durante 10 dias. Las
caracteristicas de las colonias desarrolladas y el viraje del indicador de pH fueron
observados diariamente. Una vez estabilizado el nimero de colonias se calcularon

los porcentajes de recuperacion utilizando como referencia el medio no selectivo.
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I b - Siembra mediante estria de levaduras no pertenecientes al género
Zygosaccharomyces

Se evalué la respuesta de las levaduras no pertenecientes al género
Zygosaccharomyces comunmente encontradas en el entorno microbioldgico
vitivinicola, para determinar sus potenciales como falsos positivos. Se sembraron
16 cepas de levaduras no pertenecientes al género Zygosaccharomyces y dos cepas
de Z. bailii como control (Tabla I) mediante estrias en placas GZBD y en YEPD. Se
incubd en estufa a 252C durante 10 dias y se observé diariamente el crecimiento y

coloracion de las colonias asi como el viraje del indicador de pH del medio.

I c - Aplicacion de la técnica de filtracion por membrana
Mediante la técnica de filtracién por membrana de 0.45 micras y posterior
incubaciéon de la misma en el medio GZBD, se evalué el porcentaje de recuperacion,
tiempo de viraje del indicador de pH, la morfologia y el tiempo que toma la
coloracion celeste de las colonias de Z. bailii mediante esta técnica. Se evalud
también mediante esta técnica el “caracter” de falsos positivos de las levaduras que
en el ensayo Ib fueron consideradas “posibles falsos positivos”.
Se generaron cultivos liquidos puros en YEPD a 252C, para las levaduras a ensayar,
como se describe en el ensayo la. Se filtraron por duplicado diluciones seriadas de
cada cultivo a través de membranas de nitrocelulosa estériles de 0,45 pm de poro
(Sartorius Cat. 11406-47-ACN) mediante un equipo de filtracibn manual
(Sartorius Cat. 16510) y una bomba de vacio también manual (NALGENE™ Cat.
6130-0010). El numero de células filtradas segun los calculos de dilucion,
estuvieron entre 55-300 células por placa segun la cepa. Se agreg6 50 mL de suero
fisioldgico estéril al volumen de dilucion a filtrar para generar una distribucién
uniforme de las levaduras presentes sobre la membrana. Se inocularon las
membranas sobre la superficie de los medios de cultivo GZBD e YEPD y se
incubaron a 252C durante 11 dias.
Las levaduras ensayadas fueron las cepas Z. bailii 1206, Z. bailii 1265, S. cerevisiae
0C2 y cinco levaduras que a raiz de los resultados del ensayo Ib fueron
consideradas “posibles falsos positivos” debido al color de su biomasa y/o el viraje
del indicador acido/base del medio, estas fueron: T. delbrueckii, C. railensis, C.
shetae, P. stipitis R30, P. stipitis 7124.
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II - Comparaciéon del desempefio de los medios GZBD y ZBDM

mediante la técnica de filtracion

Se realizaron dos ensayos para comparar el desempeiio del medio tentativo GZBD
con el del ZBDM patentado, mediante la aplicacion de la técnica de filtraciéon por

membrana detallada en el ensayo Ic.

I a - ZBDM vs GZBD con cepas Z. bailii

Se utilizaron cultivos puros de las dos cepas Z. bailii. La metodologia utilizada fue la
misma que en el ensayo Ic, se sembro por duplicado en los medios ZBDM, GZBD e
YEPD. El niimero de células filtradas seguin los calculos de las diluciones, fue de
250 para Z. bailii 1206 y de 230 para Z. bailii 1265. El objetivo de este ensayo fue
comparar los tiempos de viraje del indicador, recuperaciones y tiempo de
coloracién de las colonias en simultaneo para los dos medios diferenciales

estudiados.

I1 b - T. delbrueckii, C. railensis y P. stipitis R30 en ZBDM

Mediante la mima técnica se testearon también 3 cepas de levaduras que segun los
resultados del ensayo Ic presentan caracteristicas de desarrollo en el medio GZBD
que las hace interesantes de ensayar en el medio ZBDM patentado con el fin de
conocer como se desarrollan en él. Las levaduras ensayadas fueron: T. delbrueckii,
C. railensis y P. stipitis R30; como control negativo se ensayé la levadura S.
cerevisiae OC2. Se analiz6 por duplicado en los medios ZBDM y YEPD. El namero
de células filtradas segun los calculos de diluciones fue de: 116 para P. stipitis R30,

390 para C. railensis, 195 para S. cerevisiae OC2 y 300 para T. delbrueckii.

29



I1I - Basqueda de Z. bailii y Z. bisporus en bodegas del Uruguay

mediante la utilizacion de ZBDM

Muestreo de bodegas del Uruguay

Se muestrearon un total de 87 vinos, pertenecientes a 17 bodegas del Uruguay,
ubicadas en zonas enologicas estratégicas de los departamentos de Canelones (7
bodegas), Montevideo (3 bodegas), Colonia (2 bodegas), Soriano (1 bodega),
Maldonado (1 bodega), Artigas (1 bodega) y Salto (2 bodegas) (Figura I). Para la
identificaciéon de las muestras, se le asigné a cada bodega un cédigo que permitié
darle objetividad al ensayo, asi como mantener la confidencialidad de su origen.
Dicho cédigo corresponde al nombre del departamento donde se ubica la bodega
seguido de un nimero secuencial arbitrario, por ejemplo: “Canelones 5”.

Para cada bodega se muestrearon un promedio de 3 a 6 vinos, de diferentes
variedades y afios de cosecha. Esto permitié cubrir un espectro amplio de tipos de

vinos diferentes. El volumen total de cada muestra fue de 750 mL.

ARGENTINA

Treinla y Tres

RIO DE LA PLATA

Figura I. A: Mapa viticola del Uruguay (gentileza de INAVI), en verde se sefializan las regiones viticolas.
B: Localizaciéon aproximada de las 17 bodegas analizadas, cada punto corresponde a una bodega
muestreada.
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Informacion recopilada de los vinos muestreados

Para todos los vinos muestreados se solicitd informaciéon de afio de cosecha,
variedad de uva y datos fisicoquimicos basicos de control enolégico (grado
alcohdlico, acidez total, acidez volatil, pH, anhidrido sulfuroso y azucares

reductores).

Analisis de muestras de vino mediante la técnica de filtracion por
membrana y siembra en el medio ZBDM

Las muestras fueron analizadas para determinar la presencia de Z. bailii y/o Z.
bisporus mediante la técnica de filtracién por membrana de 0,45 um anteriormente
detallada y posterior incubacién por duplicado en ZBDM y en YEPD (control no
selectivo). El volumen de vino a filtrar se optimizé de acuerdo a los resultados
obtenidos. Este fue de 50 y 250 mL, dichos volimenes se analizaron en simultaneo,
las cuatro membranas fueron incubadas en ZBDM. Otros 50 mL de muestra fueron
filtrados por duplicado y las membranas se inocularon en YEPD.

En todos los casos la incubacién se realizé a 302C, por un periodo que oscilé entre
los 5-11 dias segun las colonias desarrolladas. Se realizé recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC), y se observaron sus colores y caracteristicas
morfolégicas. También se observo la alcalinizaciéon del medio y el correspondiente
viraje del indicador del medio con el transcurso de los dias. Segin los parametros
anteriores se establecid la presencia o ausencia de Z. bailii y/o Z. bisporus en la
muestra y su concentracion. Los resultados fueron confirmados mediante la
observacion de los preparados frescos de las colonias de Z. bailii y/o Z. bisporus al
microscopio optico (Olimpus CO11) para detectar la presencia de ascosporas y
pseudohifas caracteristicas del género Zygsoaccharomyces. Se tomaron fotografias
para registrar la morfologia de las colonias y las estructuras microscdpicas

observadas.

Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron sometidos a andlisis estadistico de cluster
mediante el software STATISTICA. Con el fin de evaluar si vinos parecidos tienen
mayor incidencia de contaminacién por Z bailii y/o Z. bisporus y que

caracteristicas de Estos son relevantes, todos los vinos analizados para los cuales
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se contd con los datos de control enoldgico relevantes fueron incluidos en un
analisis de conglomerado de K medidas. Quedaron excluidos de este andlisis las
bodegas “Soriano 1”, “Salto 17, “Salto 2” y “Artigas 1”, por no contar con los datos

fisicoquimicos requeridos.
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RESULTADOS

[ - Evaluacion del medio de cultivo disefiado GZBD

I a - Siembra en superficie de diluciones seriadas de 2 cepas de Z. bailii
Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron recuperaciones promedio de
83 % para la cepa 1206 y 79 % para la cepa 1265. El desarrollo de colonias
celestes-azules circulares opacas junto con el cambio de color del medio de verde a
azul debido a su alcalinizacion toma 3 dias para la cepa 1206 cuando se
desarrollan 394 UFC promedio y 5 dias para la cepa 1265 cuando se desarrollan
mas de 334 UFC promedio por placa. Cuando se desarrollan 52 UFC promedio por
placa de Z. bailii 1206 toma 4 dias y toma 10 dias para la cepa 1265 cuando se
desarrollan 26 UFC promedio por placa (Figura II, Tabla III).

Z. bailii 1206

Tiempo

ALCALINIZACION DELMEDIO (dias)

Figura II. Fotografias del ensayo de siembra en superficie de Z bailii 1206 sobre el medio GZBD,
tomadas al dia 1, 3 y 5 de incubacién respectivamente. Se observa la progresiva alcalinizacién del
medio y viraje del indicador de pH de verde a azul.

Tabla III. Siembras en superficie del medio GZBD de las dos cepas de Z. bailii.

Cepa UFC Recuperacion Tiempo de viraje del indicador
promedio (N/N’x 100)* (dias)
Z. bailii 1206 394 70,6 3
Z. bailii 1206 52 95,0 4
Z. bailii 1265 334 93,5 5
Z. bailii 1265 24 65,3 10

*N/N’= UFC desarrolladas en GZBD /UFC desarrolladas en YEPD.
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I b - Siembra mediante estria de levaduras no pertenecientes al género
Zygosaccharomyces

Mediante esta técnica se detecté que cinco de las dieciséis levaduras no
pertenecientes al género Zygosaccharomyces ensayadas al igual que Z. bailii viran
el indicador de pH del medio de verde a azul, ellas son Torulaspora delbrueckii
1550, Pichia stipitis R30, Pichia stipitis 7124, Candida railensis 00/22 y Candida
shetae 12878 (Tabla IV, Figura III) y por lo tanto son consideradas “posibles falsos

positivos” en la deteccidn de Z. bailii y Z. bisporus mediante la utilizacién de GZBD.

Tabla IV. Siembra mediante estrias en el medio GZBD y YEPD de cepas
no pertenecientes al género Zygosaccharomyces y de Z. bailii.

Desarrollo + viraje del
indicador de pH en
GZBD

Desarrollo Desarrollo

Cepa en YEPD en GZBD

M. pulcherrima 00/19
I terricola 06/21
S. Pombe
K. fragilis
T. delbrueckii 1550
S. cerevisiae 0C2

+/- -

S. bayanus
P. stipitis R30
P. stipitis 7124
C. flavescens 00/7
C. railensis 00/22
C. shetae 12878
B. bruxelliensis 2121
H. vineae AC 08 02/19 A
H.vineae AC 08 02/25 A
H. vineae AC08 02/5 A
Z. bailii 1206
Z. bailii 1265

+ +
+ +

+ + + + + + + + + + F + o+ 4+ + o+
+ +
+ + .

+ + + + +
1

Figura III. Fotografias de siembra mediante estria en medio GZBD. A: Z. bailii 1265, B: T. delbruekii
1550, C: H. vineae AC 08 02/5 Ay D: P. stipitis 7124. Se observan diferentes grados de viraje del
indicador de pH del medio, H. vineae no alcaliniza el medio y por lo tanto no vira el color del medio
a azul.
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I c - Aplicacion de la técnica de filtracion por membrana

Mediante la filtracién e incubacién en GZBD de suspensiones de levaduras se
pudieron conocer las recuperaciones, el tiempo de viraje del indicador de pH, la
morfologia y la coloracion de las colonias desarrolladas tanto por Z. bailii como por
las cinco levaduras que fueron consideradas como “posibles falsos positivos” en el
ensayo Ib. Las recuperaciones obtenidas fueron las siguientes: 76% para Z. bailii
1206, 90% para Z. bailii 1265, 14% para S. cerevisiae, 10% para T. delbruekii, 8,5%
para C. railensis, 5% para C. shetae, 25% para P. stipitis R30 y 0,6% para P. stipitis
7124. Las cepas que viraron el indicador de pH del medio fueron cuatro: Z. bailii
1206 al quinto dia de incubacion, Z. bailii 1265 al séptimo dia, C. railensis al sexto
dia y P. stipitis R30 al quinto dia (Tabla V, Figura IV). La morfologia de las colonias
desarrolladas por Z. bailii fue idéntica para las dos cepas, por otro lado C. railensis
y P. stipitis R30 se desarrollaron en colonias rugosas y aplanadas respectivamente,
y fueron facilmente distinguibles entre si y de las de Z bailii debido a sus

diferencias morfologicas (Fig. V).

e o

Vi

Z. bailii 1206

0 3 5 Tiempo
(dias)

Figura IV. Técnica de filtracion e incubacion de membrana en GZBD. Fotografias de las membranas en
el ensayo con Z. bailii 1206 al tercer y quinto dia de incubacién. Se observa la alcalinizacién del medio
y la coloracién y morfologia de las colonias desarrolladas.

Tabla V. Técnica de filtracion y siembra en GZBD.

</ Viraje del Tiempo de viraje del
UFC Recuperacion L. L.
Cepa promedio  (N/N’x100)* indicador de indicador de GZBD
GZBD (dias)
Z. bailii 1206 73 76 + 5
Z. bailii 1265 78 90 + 7
S. cerevisiae 6 14 - -
T. delbrueckii 28 10 - -
C. railensis 20 8.5 + 6
C. shetae 2 5 - -
P. stipitis R30 42 25 + 5
P. stipitis 7124 1 0.6 - -

*N/N’= UFC desarrolladas en GZBD/UFC desarrollad%ssen YEPD.



Figura V. Fotografia de colonias desarrolladas mediante la técnica de
filtracion e incubaciéon de membrana. A: Z bailii 1265; B: C. railiensis; C: P.
stipitis R30.

Il - Comparacion del desempefio de los medios GZBD y ZBDM

mediante la técnica de filtracion

ITa- ZBDM vs GZBD con cepas Z. bailii

En este ensayo se compararon los porcentajes de recuperacion, tiempo de viraje
del indicador de pH y tiempo de coloracién celeste-azulada de las colonias
desarrolladas por las cepas de Z. bailii en el medio GZBD desarrollado y el medio
ZBDM patentado. Los porcentajes de recuperacidon promedio en el medio GZBD son
75% para la cepa 1265 y 97% para la cepa 1206, para el medio ZBDM estos valores
son 85% y 95,5% para ambas cepas respectivamente. La cepa Z. bailii 1206
presentd recuperaciones muy superiores a la cepa 1265 en ambos medios de
cultivo. Los tiempos de viraje del indicador fueron de 6 dias para la cepa 1265 en
ambos medios cuando se desarrollan en el orden de las 100 UFC, y 4 dias para la
cepa 1206 en ambos medios cuando se desarrollan en el orden de 250 colonias.
La coloracidn celeste azulada de las colonias toma 2 dias mas en GZBD que en
ZBDM para la cepa Z. bailii 1206, para la cepa Z. bailii 1265 este tiempo fue igual en

ambos medios de cultivo. (Tabla VI).
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Tabla VI. Ensayo por técnica de filtracién y siembra de membrana en los
medios de cultivo GZBD y ZBDM para las cepas 1265 y 1206 de Z. bailii.

Z. bailii 1265 Z. bailii 1265 | Z. bailii 1206  Z. bailii 1206
en ZBDM en GZBD en ZBDM en GZBD

Tiempo de viraje del
indicador (dias) 6 6 4 4
Tiempo Qe col?raaon de 6 3 5 5
las colonias (dias)
Recuperacién
(N/N'x100)* 85 75 95,5 97
Colonias desarrolladas
promedio (UFC/placa) 118 104 256 259

Tiempo de viraje del indicador de pH (dias), tiempo que toma en aparecer la coloracidn celeste azulada
de las colonias (dias) y porcentaje de recuperacién de Z. bailii en relacién al medio control YEPD.
*N/N’= UFC desarrolladas en el medio selectivo/UFC desarrolladas YEPD.

I b - T. delbrueckii, C. railensis y P. stipitis R30 en ZBDM

Los resultados de la técnica de filtracion e incubacién en ZBDM de las levaduras T.
delbrueckii, C. railensis y P. stipitis R30 no fueron iguales a los obtenidos mediante
la misma técnica en el medio GZBD (Experimento I, Ensayo Ic). En el medio ZBDM
T. delbrueckii y P. stipitis R30 no se desarrollaron, al igual que el control negativo S.
cerevisiae. C. railensis 00/22 se desarrollé con un porcentaje de recuperacion del
8,5%, no vird el medio de cultivo, la morfologia de las colonias fue rugosa y su

color verde petroéleo oscuro (Tabla VII).

Tabla VII. Técnica de filtracion e incubacién de membranas en ZBDM para las levaduras T. d. 1550, S. c. 0C2,
P. stipitis R30y C. railiensis 00/22.

Cepa UFC Recuperacion Viraje del Morfologia de las
promedio (N/N’'x100) indicador de pH colonias
T. delbruekii 1550 0 <0,5 - No se desarrollaron
S. cerevisiae 0C2 0 <0,5 - No se desarrollaron
P. stipitis R30 0 <2,6 - No se desarrollaron
C. railensis 00/22 26 8,5 - Rugosas color verde

petrdleo oscuro

Tiempo de viraje del indicador de pH (dias), recuperacién de Z bailii en relacién al medio control YEPD
(N/N’x100), y morfologia de las colonias en caso de desarrollarse.
*N/N’= UFC desarrolladas en el medio selectivo/UFC desarrolladas YEPD.
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I1I - Busqueda de Z. bailii y Z. bisporus en bodegas del Uruguay

Analisis de muestras de vino mediante la técnica de filtracion por
membrana e incubacion en medio ZBDM selectivo y diferencial para Z.
bailii y Z. bisporus

En cinco de las diecisiete bodegas relevadas se detecté la presencia de Z. bailii y/o
Z. bisporus en al menos uno de los vinos muestreados, lo cual corresponde al 29,4%
de estas. Dichas bodegas se ubican en los departamentos de Artigas, Maldonado y
Canelones (Figura VI); y fueron las codificadas para su identificacién en este
trabajo como: “Canelones 1”, “Canelones 2”, “Canelones 7”, “Artigas 1" 'y

“Maldonado 1”.

e

Soriano

oColonia Canelones

2°%  Maldon
¥ o

Figura VI. Localizacién aproximada de las 17 bodegas analizadas y resultados
para sondeo de la presencia de Z. bailii y Z. bisporus en vinos. Cada cuadrado
rojo corresponde a una bodega donde al menos uno de los vinos muestreados
presentd contaminacion por Z. bailii y/o Z. bisporus, y cada circulo verde una
bodega para la cual no se detecté contaminacién en ninguno de los vinos
analizados.

En la bodega “Canelones 1” se detectd la presencia de 5,9 X 103 UFC/L de Z. bailii /

bisporus en 1 de los 4 vinos muestreados, este fue un vino Tannat de la vendimia

2008. En la bodega “Canelones 2”, se detect6 2,2 X 104 UFC/L de Z. bailii / bisporus

en de 1 de los 5 vinos muestreados, un vino tinto de corte 2009. En la bodega

“Canelones 7”, se detectd la presencia de Z. bailii / bisporus en 2 de los 6 vinos

muestreados, 1,2 X 103 UFC/L en un vino Arirarnoa 2008 y 7,5 X 102 UFC/L en un
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vino Merlot 2009. En la bodega “Maldonado 1”, 1 de los 6 vinos muestreados
presenté contaminacién, este fue un vino Tannat 2009 y se detect6 Z. bailii /
bisporus en 2,4 X 102 UFC/L. Por ultimo en la bodega “Artigas 1”, se detect6
contaminacion por Z. bailii / bisporus en una concentracion de 5,2 X 10! UFC/L en
1 de los 6 vinos muestreados, un vino blanco de corte 2009 (Figura VII, Figura VIII
y Tabla VIII). En total se detectd la presencia de Z. bailii y/o Z. bisporus en 6 de los
87 vinos analizados, por lo tanto el porcentaje de vinos contaminados fue del 6,9%.
El color azul del medio de cultivo ZBDM (alcalinizado) y las colonias celestes-
azuladas desarrolladas en el andlisis de los vinos contaminados se pueden
observar en la Figura VII. Al microscopio dptico se observaron en ellas las

caracteristicas morfoldgicas (ascoesporas y pseudohifas) esperadas para levaduras

del género Zygosaccharomyces (Figura VIII).

Figura VII. Analisis de vinos mediante filtracion e incubacién de membrana en medio ZBDM. Fotografias del
andlisis de los vinos en los cuales se detecto presencia de Z. bailii y/o Z. bisporus. A: “Maldonado 1” vino
Tannat 2009, B: “Canelones 2” vino tinto de corte 2009, C: “Canelones 7” vino arirarnoa 2008, D: “Canelones
7” vino merlot 2009, E: “Canelones 1” vino Tannat 2008, F: “Artigas 1” vino blanco de corte 2009.

Informacion recopilada de los vinos muestreados
La cantidad de datos fisicoquimicos de control enolégico recopilados de cada
bodega no fue el mismo para todos los establecimientos muestreados (algunas

bodegas suministraron los datos, mientras que otras no lo hicieron). En trece de
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las diecisiete bodegas se pudieron recoger los siguientes datos: grado alcohélico,
azucares reductores, pH, anhidrido sulfuroso molecular, acidez total y acidez
volatil. En las bodegas “Soriano 1” y “Salto 1” no se conté con los datos de pH ni de
anhidrido sulfuroso molecular. En la bodega “Salto 2”, tampoco se conté con los
datos de pH, anhidrido sulfuroso molecular ni aztcares reductores. Por ultimo en
la bodega “Artigas 1”, se contdé Unicamente con los datos de anhidrido sulfuroso
libre, aztcares reductores y acidez total.

A modo general se observa que los datos fisicoquimicos recogidos para todos los
vinos estudiados se encontraron dentro de rangos bastante amplios: grado
alcohdlico entre 10,50 y 15,90 % con un valor promedio y desvio estandar de
13,05 % V/V = 1,02; azucares reductores entre 1,1 y 65 g/L, promedio 4,54 g/L +
10,75; pH entre 3,04 y 3,86, promedio 3,55 *+ 0,20; anhidrido sulfuroso molecular
entre 0.28 y 2,52 mg/L, promedio de 0,78 mg/L *+ 0,39; acidez total entre 3,2y 5,1
g H2S04/L, promedio de 3,88 g H2S04/L * 0,43 y acidez volatil entre 0,16 y 0,85 g
H2S04/L con un valor promedio de 0,48 g H2S04/L * 0,14.

Los vinos contaminados presentaron los siguientes valores promedio en sus
caracteristicas de control enoldgico: 0,54 mg/L * 0,09 de SOz molecular, pH= 3,67
+ 0,04, Etanol 12,68 % V/V * 1,39, acidez total 3,70 g H2SO4/L + 0,40 g/L , acidez
volatil 0,50 g H2SO4/L £ 0,06 y 592 g/L + 9,37 de azulcares reductores. La
poblaciéon de levaduras detectada y los datos fisicoquimicos recopilados para cada
uno de los vinos contaminados se pueden observar en la Tabla VIII. Mediante la
ilustraciéon 3D de los datos fisicoquimicos todos los vinos analizados se pudo
observar una tendencia a que los vinos contaminados posean alto pH y bajo
anhidrido sulfuroso molecular en relaciéon al resto de los vinos que no presentaron
contaminacion, dicha tendencia se puede observar en representacién 3D de los

datos de pH, acidez total y anhidrido sulfuroso molecular (Figura IX).
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Figura VIII. Fotografias microscépicas de Zygosaccharomyces (1000X). Los preparados frescos fueron
realizados a partir de las colonias desarrolladas en el andlisis de los vinos mediante la técnica de filtracion
e incubacion de membrana sobre ZBDM. A, B, H: con flechas se sefializan las ascoesporas caracteristicas de
del género Zygosaccharomyces las cuales aparecen aproximadamente a los 10 dias de incubacién en
ZBDM; C, E: con flechas punteadas se sefializas las pseudohifas caracteristicas de las cepas de este género;
D: dentro de un elipse se sefializa la gemaciéon multipolar; F, G: con flechas curvas se sefializan las
estructuras de conjugacion.
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Figura IX. Grafico 3D visualizado desde dos perspectivas diferentes. Anhidrido sulfuroso molecular

(mg/L), pH y Acidez total (g/L) de 62 de los vinos analizados. Los vinos que presentaron contaminacion

negro.

por Z. bailii y/o Z. bisporus se sefializan con punto color rojo en el grafico y los no contaminados con color

Tabla VIII. Datos fisicoquimicos de control enoldgico recogidos para cada uno de los vinos que
presentaron contaminacién por Z. bailii y/o bisporus y resultado de la poblacion de dichas levaduras.

Grad Anhidrido Aziicar
. UFC/L de Z. bailii aco sulfuroso ucares Acidez total Acidez volatil
Bodega Vino . alcohdlico pH reductores
y/o bisporus o molecular (g H2S04/L) (g H2S04/L)
(%V/V) L (/L)
(mg/L)
Ca“e;‘mes Tannat 2008 5,9 x 103 12,60 3,61 0,70 2,30 3,20 0,48
Canezl‘mes Tinto 2009 2,2x x 104 10,50 3,70 0,50 25,00 3,90 0,45
Ca“e;‘mes A“Z“(j‘ggoa 1,15 x 103 1270 3,65 0,50 1,90 420 0,57
Ca“e;‘mes Merlot 2009 7,5 x 102 13,30 3,70 0,48 1,30 4,00 0,56
Ma'd‘lmad‘) Tannat2009 2,40 x 102 1430 3,70 0,50 2,00 3,60 0,45
Artigas1 DO COTE 59 101 ND ND ND 3,00 3,30 ND
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Analisis Estadistico

Mediante los andlisis de conglomerado de K medidas, incluyendo como variables el
pH, el anhidrido sulfuroso molecular y la acidez total (estandarizadas) los vinos
analizados fueron separados en 3 grupos (Clusters) homogéneos y
significativamente diferentes entre si (F>32,6 para las tres variables, p=0,000000
para las tres variables con a=0,05) (Figura X, Tablas A1, A2 y A3 del Anexo). Se
observoé que los vinos con contaminacién por Z. bailii y/o bisporus se encontraron
todos dentro del Cluster N22 que se diferencia por presentar altos valores de pHy
bajo contenido de anhidrido sulfuroso molecular (Figura X, Tablas A1, A2 y A3 del

Anexo).

3,0
2,5
2,0
1,5

—®- Cluster 1
-® (Cluster 2
-*A-- Cluster 3

1,0

0,5

Magnitudes estandarizadas

pH Acidez total (g H2S04 /L)
Anhidrido sulfuroso molecular (mg/L)

Variables

Figura X. Andlisis de Cluster - conglomerado de K medidas. Grafico comparativo de las medias de las
variables estandarizadas: pH, Anhidrido sulfuroso molecular (mg/L) y Acidez total (g H2S04/L). En
cuadrados rojos con linea cortada se grafican los valores del Cluster 2, en circulos azules con linea
continua los valores del Cluster 1 y en triangulos verdes con lineas punteadas los valores del Cluster

3.
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DISCUSION

[ - Evaluacién del medio de cultivo disenado GZBD

Los resultados obtenidos en los ensayos mediante siembra en superficie de Z. bailii
mostraron muy buenas recuperaciones en relacién al medio no selectivo YEPD
(promedio 81%), por lo cual el medio disefiado cumple este primer requisito
indispensable para ser utilizado como método de deteccidn.

Por otro lado, mediante este ensayo se observé como varia el tiempo de deteccién
(viraje de color del medio y el desarrollo de coloracién de las colonias) segun el
orden de UFC desarrolladas. Para aproximadamente 350 UFC/placa (promedio), el
tiempo de deteccion toma entre 3 y 5 dias segun la cepa. Para un orden de diez
menos, aproximadamente 38 UFC/placa (promedio), toma entre 4 y 10 dias segin
la cepa (Figura II, Tabla III). Estos resultados muestran la dependencia con
respecto a la carga microbiana que presenta esta metodologia como método de
deteccion de Z. bailii, y la variaciéon en los tiempos de deteccion segun la cepa.
Debido a que no se obtuvo el mismo ndmero de UFC por placa para las dos cepas

no se pueden concluir comparaciones entre ellas.

En el ensayo de siembra mediante estrias en GZBD de levaduras no pertenecientes
al género Zygosaccharomyces se detectd que cinco levaduras viran el indicador de
pH del medio de verde a azul al igual que Z. bailii (T. delbrueckii 1550, P. stipitis
R30, P. stipitis 7124, C. railensis 00/22 y C. shetae 12878, ( Tabla IV, Figura III) y
por lo tanto fueron consideradas “posibles falsos positivos” en la detecciéon de Z
bailii y Z. bisporus mediante la utilizaciéon del medio GZBD. Como ya se comentd
anteriormente las levaduras de los géneros Pichia y Candida son consideradas
levaduras oportunistas capaces de alterar vinos cuando ocurre algin error de
produccién o debido a pobres niveles de higiene y GMP’s , por otro lado algunas
cepas de T. delbrueckii son capaces de generar un considerable deterioro en ciertas
condiciones, por lo cual esta especie es considerada con alto potencial
contaminante (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003). Los resultados de este

ensayo fueron tomados como una aproximacion a la deteccidn de falsos positivos
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debido a que en éste solo se considerd el viraje de color del medio y no la
morfologia y coloracién de las colonias. Debido a que las estrias no fueron
sembradas con una cantidad idéntica de biomasa para las diferentes levaduras

ensayadas, no deben inferirse resultados comparativos entre ellas.

La utilizacion de la metodologia de filtracion de suspensiones de levaduras e
incubacion de las membranas en el medio GZBD permitié conocer el desempefio
del medio mediante esta técnica de comun utilizacion para el analisis
microbiolégico de bebidas. Los resultados obtenidos fueron promisorios. Se
ensayaron tanto las cepas de Z bailii como las cinco levaduras que fueron
consideradas “posibles falsos positivos” en el ensayo de siembra mediante estria.
Las recuperaciones obtenidas para las cepas de Z. bailii fueron muy buenas, en
promedio 83% lo cual confirma que usando el medio disefiado mediante la técnica
de filtraciéon por membrana se logra una buena recuperacion de Z. bailii (Tabla V,
Figura IV). El tiempo de deteccién de Z. bailii mediante esta metodologia fue entre
5y 7 dias segun la cepa cuando se desarrollaron valores similares de UFC por placa
para ambas cepas, 73y 78, para la cepa 1206 y 1265 respectivamente. Al igual que
en el ensayo de siembra en superficie se observo que la cepa 1206 se detecta mas
rapidamente que la cepa 1265. Por otro lado de las cinco levaduras consideradas
“posibles falsos positivos” sélo viraron el color del medio C. railensis y P. stipitis
R30 (Tabla V, Figura IV), a pesar de ello, debido a que la morfologia de sus colonias
fue facilmente distinguible de las de Z. bailii por ser estas rugosas y aplanadas
respectivamente, se descarto la posibilidad de que constituyan falsos positivos en
la deteccion de Z. bailii (Fig. V). El resto de las cepas no pertenecientes al género
Zygosaccharomyces ensayadas no mostraron mediante esta técnica potencial como
falsos positivos ya que todas ellas se desarrollaron con bajo porcentaje de
recuperaciéon (0,6 - 14%) y no viraron el indicador de pH del medio de verde a
azul. Dado que el namero de células filtradas fue variable entre las diferentes
levaduras ensayadas, no deben compararse los resultados entre ellas ya que las

condiciones no fueron idénticas.
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IT - Comparacion del desempeno de los medios GZBD y ZBDM

mediante la técnica de filtracion

Los resultados obtenidos en la comparacion de los medio GZBD y ZBDM mediante
la técnica de filtracion e incubacion, mostraron que las recuperaciones de Z. bailii
son comparables, no existiendo una diferencia importante entre ambos medios.
Los tiempos de viraje del color no variaron segin el medio utilizado por lo cual,
también en este aspecto, los medios no presentan diferencias. Por otro lado se
observé que la coloracion celeste azulada de las colonias si varié segin el medio
utilizado, toma 2 dias mas en GZBD que en ZBDM para la cepa Z. bailii 1206, para Z.
bailii 1265 este tiempo fue igual en ambos medios de cultivo (Tabla VI). Segun los
resultados anteriores la detecciéon de Z bailii es mas temprana mediante la
utilizacién del medio ZBDM para una de las dos cepas ensayadas lo cual constituye

una ventaja sobre el medio GZBD disenado.

El porcentaje de recuperacion es de 65% para Z. bailii IGC 4806 en el medio
patentado ZBDM segun lo reportado previamente (Schuller, Corte-Real et al.
2000), en el presente trabajo las recuperaciones obtenidas para Z. bailii mediante
la misma técnica de filtracion fueron muy superiores, entre 85-95,5% seguin la
cepa. Esta diferencia podria ser explicada debido a la variabilidad entre cepas en
cuanto a su capacidad para desarrollarse en dicho medio selectivo y diferencial 6
también puede deberse a que en el presente trabajo se utilizo suero fisioldgico en
vez de agua destilada des-ionizada para las diluciones seriadas. Es posible que la
utilizacion de agua destilada des-ionizada haya generado la muerte de parte de las
levaduras.

Los ensayos realizados mediante la técnica de filtracion e incubacidon para las
levaduras T. delbrueckii, P. stipitis R30 y C. railensis en el medio ZBDM mostraron
que en este medio T. delbrueckii y P. stipitis R30 no se desarrollan, al igual que el
control negativo S. cerevisae. C. railensis 00/22 presenté un porcentaje de
recuperacién muy bajo igual al desarrollado en GZBD (Experimento I, Ensayo Ic),
del 8,5%, pero en ZBDM no viré el color del medio a azul, la morfologia y color de

sus colonias también fueron facilmente diferenciables de las de Z. bailii (Tabla VII).
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Segun los resultados obtenidos el medio de cultivo ZBDM presentd importantes
ventajas con respecto al medio disefiado GZBD, por el hecho de no permitir el
desarrollo cepas presentes en bodega como T. delbrueckii, P. stipitis R30 y S.
cerevisiae y porque en este la cepa C. railensis 00/22 no es capaz de alcalinizar el
medio.

Por las ventajas observadas para el medio ZBDM este sera el medio de cultivo

seleccionado para la busqueda de Z. bailii y/o Z. bisporus en vinos Uruguayos.

I1I- Busqueda de Z. bailii y Z. bisporus en bodegas del Uruguay

mediante la utilizacion de ZBDM

Las bodegas muestreadas representaron aproximadamente el 6,6 % del total de
bodegas del Pais. El 29,4 % de las mismas, present6 contaminacién por Z. bailii y/o
Z. bisporus. A su vez, el 80% de las bodegas contaminadas, estuvieron ubicadas en
la region sur y sureste de Uruguay, concretamente en los departamentos de
Canelones y Maldonado. Alli se encuentra la mayor densidad de establecimientos
vitivinicolas del pais y en el caso de este trabajo de investigacidn, el 64,7 % de las
bodegas relevadas se ubicaron en dicha regiéon (Figura VI). La eleccion de las
bodegas a muestrear, asi como el muestreo de los vinos se realizé teniendo en
cuenta la mayor diversidad posible de muestras de vino del Uruguay.
Lamentablemente, algunas de las bodegas preseleccionadas para este trabajo no
acompanaron el desarrollo de este trabajo, por lo que no suministraron muestras,
y esto implicd que no fuera posible la realizacion de un muestreo estadistico mas
riguroso.

La mayoria de los establecimientos muestreados se destacaron por la alta calidad
de sus vinos y/o el volumen de produccién, 3 de las 5 bodegas que presentaron
contaminacion estuvieron dentro de este grupo.

El 7% de los vinos analizados present6 contaminacion por Z. bailii y/o Z. bisporus,
lo cual permite inferir que los vinos Uruguayos son susceptibles a ser
contaminados.

La contaminacion por Z bailii y/o Z. bisporus dentro de cada bodega no fue

generalizada sino puntual, en 1 6 2 vinos de los 4 a 6 muestreados por bodega. Esto
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podria reflejar el hecho de que Z. bailii y Z. bisporus no resista las caracteristicas
fisicoquimicas de todos los vinos 6 también podria ser un indicio de buena higiene
y desinfeccion en las instalaciones lo que evita la contaminacién cruzada, logrando
asi que Z. bailii y Z. bisporus no colonicen otros vinos. Las poblaciones de Z. bailii
y/o Z. bisporus encontradas en los vinos contaminados variaron entre 52 UFC/L a -
2,2X10% UFC/L (Tabla VIII). Dichas concentraciones han sido consideradas por
varios autores mas que suficientes para representar una gran amenaza a la
estabilidad del vino y causar su deterioro (Loureiro and Malfeito-Ferreira 2003;
Fugelsang and Edwards 2007; Pitt and Hocking 2009).

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de los vinos que presentaron
contaminacion por Z bailii y/o Z. bisporus, encontramos que todas las cepas
presentes fueron resistentes a graduaciones alcohdlicas iguales 6 superiores a 10,5
% V/V y algunas de ellas a una graduacién maxima de 14,3 % V/V de etanol. En
cuanto a la resistencia al anhidrido sulfuroso, todas las cepas detectadas fueron
resistentes a 0,48 mg/L de anhidrido sulfuroso molecular. Uno de los vinos
contaminados present6 0,7 mg/L de SOz molecular, por lo que las cepas presentes
fueron resistentes a esta concentracion. Un dato importante a destacar es que Z.
bailii y/o Z. bisporus se desarrollaron con niveles de azucares residuales minimos
(1,3-3 mg/L) en 5 de los 6 vinos contaminados (Tabla. VIII). Esto confirm6 que
estas cepas constituyen un peligroso contaminante también para vinos secos.

En relaciéon a los datos de resistencia a etanol, pH y sulfitos reportados en la
bibliografia para Z. bailii, podemos notar que los valores de etanol en los que se
encontraron las cepas de detectadas fueron intermedios a los reportados, que
oscilan entre 10 y 20 % v/v de etanol (Fugelsang and Edwards 2007; Martorell,
Stratford et al. 2007).

En lo que respecta a los valores de pH, los vinos contaminados fueron todos
superiores al pH limite hasta ahora reportado que puede soportar Z. bailii (de 2 a
2,2).

Por ultimo, los niveles de SOz en los que se encontraban las cepas halladas fueron
muy inferiores a las resistencias reportados de 2-3 mg/L de SOz molecular. De
acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, no se constatd una alta

resistencia a sulfitos por parte de las levaduras estudiadas (Jermini and Schmidt-
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Lorenz 1987; Pilkington and Rose 1988; Fugelsang and Edwards 2007; Martorell,
Stratford et al. 2007; Pitt and Hocking 2009)

Se observo que existe una tendencia a que los vinos contaminados presenten un
pH elevado y una concentraciéon de anhidrido sulfuroso molecular menor en
relacion a la mayoria del resto de los vinos no contaminados (Fig. 1X). Esta
tendencia fue analizada en mas profundidad a través del analisis estadistico de
cluster - conglomerado de K medidas. Este confirmé que las cepas de Z. bailii y/o Z.
bisporus se encontraron en vinos pertenecientes al cluster 2, que se agruparon por
poseer pH relativamente alto y valores de anhidrido sulfuroso molecular
relativamente bajo con respecto a los vinos pertenecientes a otros Clusters (Fig. X).
En este Cluster 2 se agrupo el 61% de los vinos muestreados, dentro de los cuales
en el 13% se detectd Z. bailii y/o Z. bisporus. Estos resultados evidencian que el
contenido de SOz molecular se encuentra relacionado con la presencia de Z. bailii
y/o Z. bisporus en los vinos contaminados, y por lo tanto la concentracién de este
conservante en vinos pareceria ser determinante en el desarrollo de dichas
levaduras. Dado que los vinos contaminados se encontraron dentro del cluster que
agrup6é mayor cantidad de vinos (el 61% del total), es claro que los vinos
contaminados no fueron vinos con caracteristicas especiales o diferentes dentro de
la poblacion de muestras analizadas. Estos fueron vinos “comunes” en cuanto al
pH, contenido de SOz molecular y acidez total.

Llama la atencién que solo el 13% de los vinos del cluster 2 presentaron
contaminacion por Z. bailii y/o Z. bisporus, ya que todos los vinos de este cluster
comparten importantes caracteristicas: alto pH, bajos niveles de SO2 molecular y
bajos niveles de acidez total. Teniendo en cuenta ademéas que la contaminacién
dentro de cada bodega fue puntual y no generalizada (como ya se comentd), es
posible que no haya existido una contaminacién cruzada que extienda la
contaminacion entre vinos susceptibles a ser contaminados debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas. Dado que el origen de dichas levaduras son
principalmente las uvas dafiadas, si las instalaciones son higienizadas y
desinfectadas cuidadosamente y no existe contaminacion cruzada, solo los vinos

producidos con alta proporcion de uvas dafadas, que a su vez presenten
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caracteristicas fisicoquimicas que posibiliten su desarrollo, estarian contaminados
con Z. bailii y/o Z. bisporus.

Por otro lado el hecho que la presencia de Z. bailii y/o Z. bisporus haya coincidido
con vinos de bajos niveles de SOz y alto pH, hace pensar que estas cepas no se
habrian desarrollado si el contenido de conservante hubiera sido mayor y que por
lo tanto las cepas encontradas serian de facil control y ain no se habrian adaptado
a los niveles extremos de conservantes reportados en la bibliografia. Estas
hipétesis serian interesantes de evaluar y quedan para futuras investigaciones.
Aumentar los niveles de SOz para mantener la proteccion del conservante seria el
primer intento de controlar de las cepas de Z. bailii y/o Z. bisporus encontradas. Las
concentraciones de SOz molecular necesarias para controlar cepas de Z. bailii son
muy variables dentro de la bibliografia y esto se debe en parte a que diferentes
cepas de la misma especie no poseen resistencias similares. Se encuentra
reportada la existencia de una alta variabilidad dentro de levaduras Z. bailii y Z.
bisporus en cuanto a resistencia al SOz, solo 16% de las cepas aisladas de mostos
presentaron alta resistencias de 3,1 - 4,7 mg/L de SO: molecular (ensayos en
medio YPD pH=3) y la mayoria resistieron 1, 5mg/L (Domizio, Romani et al. 2011).
Dado que el pH promedio de los vinos contaminados fue 3,67+0,04 el nivel de SO2
libre a mantener para superar los 1,5 mg/L del conservante en su forma molecular
estaria en el entorno de 85 mg/L, dichas concentraciones de SO; son altas y
afectarian de forma muy negativa las caracteristicas organolépticas de los vinos,
ademas posiblemente no serian posibles de obtener sin superar los limites
permitidos de sulfitos totales en vino.

Segin los datos obtenidos en la presente trabajo, los niveles de conservante
utilizados en Uruguay oscilan entre 0,3-2,5 mg/L de SO2 molecular, con un
promedio de 0,8+0,4 mg/L. Estos valores son bastante variables entre distintos
vinos como se observa en el desvio estandar. Las referencias bibliograficas indican,
que en la practica muchos productores de vino intentan mantener 0.4 a 0.6 mg/L
de SOz molecular para controlar el desarrollo de las levaduras deterioradoras
durante el envejecimiento del vino (Fugelsang and Edwards 2007), por lo cual los
valores encontrados en los vinos uruguayos se encuentran dentro de lo habitual,

(con unos pocos casos que se alejan de este rango). Como ya se ha mencionado,
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seria necesaria una concentracién minima de 1,5-2 mg/L de SOz molecular para
inhibir cepas de Z. bailii y Z. bisporus (Domizio, Romani et al. 2011). Teniendo en
cuenta que el pH de los vinos uruguayos analizados se encontré entre 3,04 y 3,85
(con un promedio de 3,55+0,2), los niveles de SO libre que deberian mantenerse
en vinos para prevenir el posible desarrollo de Z. bailii y Z. bisporus estarian entre
22-130 mg/L. Estos resultados muestran que la utilizacion del anhidrido sulfuroso
no es suficiente para inhibir el crecimiento de Z. bailii y Z. bisporus en vinos con pH
elevado, por los motivos ya comentados. Por esta razon resulta fundamental contar
con indicadores microbiologicos que den cuenta de su presencia; y en caso de
sospecha de contaminacion definir adecuadamente el tipo de vinificacion a utilizar.
Por otro lado, la utilizacién de DMDC, es otra de las herramientas a tener
presentes para controlar y prevenir el desarrollo de estas levaduras
deterioradoras.

Tomando en cuenta que se detectaron Unicamente 6 vinos contaminados con Z.
bailii y/o Z. bisporus, es importante considerar que el SOz y el DMDC producen la
muerte de las levaduras Z. bailii y también la entrada parcial de estas en un estado
viable pero no cultivable (VBNC) (Divol and Lonvaud-Funel 2005). En estado VBNC
las levaduras en general no son recuperadas mediante la metodologia de cultivo.
Es posible entonces que la frecuencia de contaminacion que reportamos aqui

subestime la presencia de Z. bailii y Z. bisporus en vinos Uruguayos.

CONCLUSIONES

La presente investigacion confirma la contaminacién por Z. bailii y/o Z. bisporus en
vinos Uruguayos.

Las poblaciones detectadas estuvieron en todos los casos dentro de lo reportado
como muy riesgoso para la estabilidad del vino. Debido a esto, la utilizacién de
ZBDM deberia ser incorporada como indicador de calidad microbiol6gica en la
produccion de vinos a fin de prevenir el desarrollo de Z .bailii y Z. bisporus y el
consiguiente deterioro de estos.

Asimismo, el cuidado de la salud de las uvas (integridad de los granos), y el uso del
DMDC como complemento al SOz, son las herramientas a tener en cuenta para

controlar la contaminacion.
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Dado que todos los vinos contaminados presentaron bajos niveles de SO
molecular, se plantea la hipdtesis de que las cepas presentes en ellos no serian
altamente resistentes a sulfitos y seria posible su control aumentando los niveles

de sulfitacion.

PERSPECTIVAS

Este trabajo deja planteados varias interrogantes y temas interesantes a investigar

a futuro:

Identificaciéon molecular de levaduras Z. bailii y Z. bisporus aisladas de vino o mosto
mediante el uso de ZBDM como forma de reconfirmar la especificidad de sus

propiedades diferenciales.

Estudio de la presencia de de Z. bailii y Z. bisporus en uvas sanas y uvas dafadas y

su biodiversidad.
Analisis de la resistencia de cepas Zygosaccharomyces nativas de uvas o vinos a

sulfitos y a DMDC en un medio simil vino a diferentes valores de pH, y la

variabilidad en dichas resistencias entre cepas nativas Uruguayas.
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ANEXO

Composicion Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD)

10 g/L Extracto de Levadura

10 g/L Peptona

20 g/L Dextrosa

20 g/L Agar

Buffer Mc. Llaine pH 4,5: para preparar 1 L de buffer mezclar 450 mL de Na;HPO4
0,2M con 550 mL de Acido Citrico 0,1M.

Forma de preparacién: Los nutrientes se disuelven en buffer Mc. Llaine pH 4,5, en
un volumen igual o superior al 50% del volumen total de medio a preparar. El agar
se suspende en un volumen de agua destilada inferior o igual al 50% del volumen
de medio de cultivo a preparar. Luego de esterilizadas a 1212C en vapor durante
15 minutos las preparaciones anteriores se llevan a 502C en bafio de agua, se

mezclan y se reparte el medio en tubos o placas de petri.
Composicién Wallerstein Laboratory Nutrient (WLN)

50 g/L Dextrosa

5 g/L Tryptona

4 g/L Extracto de Levadura

0,55 g/L Fosfato de monopotasio
0,425 g/L Cloruro de Potasio
0,125 g/L de Cloruro de Calcio
0,125 g/L de Sulfato de Magnesio
0,022 g/L Verde de Bromocresol
0,0025 g/L Cloruro Férrico
0,0025 g/L Sulfato de Manganesio
15 g/L Agar Bacteriologico

pH final 5,5+ 0,2 a 252 C
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Andlisis de Cluster-Conglomerado de K medidas, datos

adicionales de resultados: Tablas A1, A2 y A 3.

Tabla Al. Andlisis de cluster-conglomerado de K medidas. Medias de las variables

estandarizadas, pH, anhidrido sulfuroso molecular (mg/L) y acidez total (gH2S04) para cada

Cluster.

Medias de los Clusters
Variable estandarizada Cluster1 Cluster 2 Cluster 3
pH -0,966985 0,679578 -1,13050
Anhidrido sulfuroso molecular 0793910  -0.569916 095659
(mg/L)
Acidez total (gHZSO4) 1,931417 -0,358776 -0,11362

Tabla A2. Analisis de cluster-conglomerado de K medidas.
Distancias euclideas entre Clusters. Distancias debajo de la

diagonal, y distancias al cuadrado por encima de la diagonal.

Distancias euclideas entre Clusters.

Cluster N@ 1 2 3
1 0,000000 3,272058 1,411788
2 1,808883 0,000000 1,888912
3 1,188187 1,374377 0,000000

Tabla A3. Andlisis de cluster-conglomerado de K medidas. Andlisis de Varianza para cada una de las

variables.
Analisis de Varianza
Between Within

Variable SS df SS df F signif. P
pH 4547849 2 1552151 59 86,43587 0,000000
Anhidrido  sulfuroso molecular 5, (00 5 2897392 59 3260759 0,000000
(mg/L)

Acidez total (gH2504) 3494088 2 26,05912 59 39,55452 0,000000
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