»

UNIVERSIDAD 47z, FACULTAD DE
DE LA REPUBLICA =: :2 CIENCIAS
URUGUAY ‘li.‘“ fcien.edu.uy

TESINA DE GRADO

Licenciatura en Bioguimica

INMOVILIZACION DE LEVADURAS POR
ATRAPAMIENTO PARA LA FERMENTACION

DE MOSTOS

CECILIA GARCIA SEIJAS

TUTOR: PAULA GONZALEZ POMBO
CO-TUTOR: STEFANI DE OVALLE

Area Bioguimica, Dpto. de Biociencias, Facultad de Quimica, UDELAR



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS
Al finalizar esta etapa, quiero agradecer a la Facultad de Ciencias — Universidad de la Republica, por la formacion
brindada durante todos estos afios.

A Paula Gonzalez, mi tutora, por permitir realizar mi tesina de grado en el Laboratorio de Bioquimica, en la

Facultad de Quimica. Gracias por el apoyo dado durante todo el desarrollo de la misma.
A Stefani de Ovalle, mi co-tutora, por acompafiarme, guiarme y apoyarme durante este trabajo.
Gracias a las dos, por la paciencia, por la busqueda de soluciones, por la comprension. Gracias.

A mis compaferos del Laboratorio de Bioguimica, Agustin, Karen, Ceci. P, Ceci. G, Guillermo, Larissa, por el apoyo,

el aporte de conocimiento, por siempre estar dispuestos a dar una mano.

A Eugenia, compafiera de las mafianas en el laboratorio, por el apoyo tanto emocional como técnico. Por esas

palabras de animo que muchas veces uno necesita.

Al Laboratorio de Microbiologia y al Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones (LBB) por permitirme usar

equipos indispensables para la realizacion de este trabajo.

A mi evaluadora, Susana Castro, por dedicar su tiempo en la correccidon de mi tesis y aportar su conocimiento.
A mis padres y hermana por el apoyo incondicional, por alentarme a seguir adelante SIEMPRE.

A mis hijas, mis dos soles.

A mis amigos, por estar siempre dando para adelante.

Gracias a todos, por formar parte de esta etapa en mi vida.



Indice

INDICE
RESUMEN ..ottt et s s ss e a8 es 2822580882258 e85 8 120t sn e senen 6
INTRODUGCCION ..ecrreereereseeesseesssseeesssses e 5585555585558 8
Breve historia del VINO €N UTUGUAY ..o 9
Fermentacion @lCONGIICE ..o 9
Factores que afectan el desarrollo de la fermentacion alcohdlica ..o 10
Principales metabolitos de fermentacion ... 13
LEVAAUIAS VINICAS ..o e 14
INMOVIlIZACION A8 IEVAAUIES ... 16
MEtodos de INMOVIIIZACION ... 16
Usos de células inmovilizadas en VINIfICACION ... 18
Inmovilizacion por atrapamiento dentro de una matriz POroSa ........cccoceevvvereveieiceeeeeeeee 20
Alginato como soporte de INMOVIIIZACION ..o 21
Recubrimiento de perlas de alginato ..o 22
Métodos para la conservacion de células inmovilizadas a largo plazo ..., 24
OBUETIVOS e 28
MATERIALES Y METODOS ... 30
Cepa de levadura y ManteniMmIENTO .........coooiiieieieieeee e 31
CONAICIONES AE CUMIVO ... 31
RECUENTO A8 DIOMBSE ..ot 31
Condiciones de INMOVILIZACION ........vuiiiies e 31

Obtencion de las perlas de AlGgINATO .......o.ooviicee e 32



Indice

RecUbrimIeNntO dE 185 PETIAS ... 32
Solubilizacion de las perlas de alginato y recuento de células inmovilizadas ..o, 33
Estabilidad de las perlas de alginato en Neladera ..........cooivioiiiieeeee e 34
CaracterizaCion A 1AS PEIIAS ... 34
Medios utilizados en 12 FErMENTACIONES ..o 34
Condiciones de fermentacion alCONONCA ...........coooiiiiiieis e 35
Estudio de liberacion de células desde las perlas de alginato ..o 35
Balance de masa luego de 1a fermMENTACION ..........co.oiiiiee e 35
Analisis de Metabolitos de MiCrOVINITICACION ... 36
LIOTHIZACION .. 37
Sistema CONCENTTAAON A8 VACIO . ......uuieiei e 37
RESULTADOS Y DISCUSION ..o 38
Optimizacion de condiciones para la inmovilizacion de S. CereviSige. ..., 39
Caracterizacion de las perlas de alginato ........cooiviieeee e 40
Tamafio de las perlas de algiNato ..o 40
Estabilidad de las perlas de alginato en heladera ... 41

Estabilidad mecanica de las perlas de alginato ... 42
Caracterizacion de las perlas de alginato luego de uso en fermentacion en simil MoSto ............ccccoevvevenee. 42
Estabilidad operacional de las perlas de alginato ...........cocooiieioioceeeeee e 42
Recubrimiento de las perlas de alginato ..o 44

Evaluacion de fermentaciones con células libres vs células inmovilizadas ... 46
Seguimiento de pérdida de peso durante el proceso de fermentacion ..........cccoocoeoveecvviceinnnn. 46

Analisis de metabolitos de MICroOVINIFICACION ....ov oo, 47



Indice

Consumo de azucares en medio simil MOsto y MOS0 TaNNAL ..o 57
Caracterizacion de las perlas de alginato luego del uso en fermentacion de mosto Tannat ...........cc..cc........ 53
Viabilidad de las células inmovilizadas luego de su uso en fermentaciones .............ccccoooevoevioeoeievoeecoseeen. 53
Evaluacion de métodos de deshidratacion de las perlas para posible relSO ..., 55

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ... 59

BIBLIOGRAFIA 62



Resumen



Resumen

RESUMEN

El vino es un producto obtenido de la fermentacion alcohdlica, proceso en el cual los azlcares de
la uva se transforman en etanol y dioxido de carbono gracias a la accion de levaduras. En los Ultimos afios,
se comenzaron a estudiar levaduras inmovilizadas para vinificacion como alternativa por sus ventajas
técnicas y econémicas. El objetivo del presente estudio fue inmovilizar células de Saccharomyces cerevisiae
por atrapamiento en perlas de alginato de calcio y caracterizar las mismas para su evaluacion en procesos
fermentativos. Se ensayaron diferentes concentraciones de alginato: 1,5, 2,5y 3,5% m/v y diferente carga
de biomasa. Adicionalmente, como forma de mejorar la estabilidad de las perlas de alginato, se estudio
su recubrimiento utilizando quitosano (0,4 m/v) y alginato de calcio libre de células (0,17 y 0,5% m/v). La
fermentacion se realizé en medio simil mosto y en mosto Tannat. Se caracterizaron las perlas de alginato
luego del proceso de fermentacion en base a su estabilidad operativa (estabilidad mecanica, liberacion de
células desde la perla de alginato al medio y balance de masa), siendo éptima para el uso en fermentacion
la perla de alginato 2,5% m/v. El analisis de los metabolitos de microvinificacion se realizd por
cromatografia HPLC. En medio simil mosto se obtuvo una mayor produccion de etanol y glicerol con
mayor consumo de los azucares por parte de las células inmovilizadas en comparacion con las células
libres, sin embargo, se obtuvieron altas concentraciones de acido acético. En mosto Tannat, en cambio,
no se observaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de etanol entre células libres e
inmovilizadas. La compleja composicion del mosto Tannat, conteniendo elevada concentracion de
compuestos no metabolizables, podria conllevar a problemas de difusion de nutrientes en la perla. La
ventaja del uso de células inmovilizadas se basa en su facilidad de recuperacion al finalizar la fermentacion,
permitiendo el posible reudso de las mismas. Como estrategia de almacenamiento, se evalud la liofilizacion
y el sistema concentrador de vacio (speedvac) como técnicas de deshidratacion de las perlas de alginato
utilizando como agentes protectores leche descremada UHT suplementada con 5% m/v de glucosa y

glicerol 20% v/v.

Palabras claves: inmovilizacion celular, Saccharomyces Cerevisiae, perlas de alginato calcio, caracterizacion, recubrimiento,

fermentacion, deshidratacion, etanol, glicerol, acido acético.
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BREVE HISTORIA DEL VINO EN URUGUAY

En Uruguay, la historia del vino comenzé de la mano de los colonizadores espafioles, los cuales

plantaron la vid, junto al olivo y al nogal, a mediados del siglo XVII'.

Estas primeras vides, fueron uvas de mesa, probablemente Moscatel, que se cultivaron en parral,
exclusivamente para consumo familiar. A partir de 1870, la industria vitivinicola cambia su perfil comercial
gracias a Pascual Harriague, introductor, en San Antonio Chico (Salto), de la cepa francesa Tannat, siendo
hoy la variedad mas representativa de nuestro pais a nivel mundial y Francisco Vidiella, introductor de la
variedad francesa Folle Noire, en Colon (Montevideo). A partir de alli, comenzaron a darse en el pais las
condiciones necesarias para el cultivo de vid a mayor escala y con fines de produccién comercial. En 1903
se promulgd la primera Ley Vitivinicola Nacional, que reglamenta la produccion y comercializacion del

"vino natural”.

La mayor parte del vino uruguayo proviene de las vifias del sur del pais, de los departamentos de
Canelones, Montevideo y San José. Con unas 10.000 hectéreas de vid y unas 200 bodegas, Uruguay frente

a los grandes productores mundiales no puede competir en cantidad, sino en calidad’.

Uruguay es el cuarto productor de vino de Sudameérica, caracterizado por ser un pais productor y

un gran consumidor de vino, siendo el nivel de consumo per capita cercano a los 30 litros por afio’.

La gran calidad de los vinos uruguayos, hace que el pais se destaque a nivel internacional, ya que
los mismos han demostrado que tienen un buqué perfecto que genera un especial disfrute en el paladar

de los catadores con mayor reconocimiento y experiencia en el mundo®.

FERMENTACION ALCOHOLICA

Hace miles de afios, los procesos de fermentacion han sido utilizados por el hombre con el fin de
preservar alimentos, como asi también, para producir bebidas y comestibles con sabores, texturas y aromas

especificos, como el yogurt, quesos, cerveza, vinos, panes, entre otros-.

El vino es un producto obtenido de la fermentacion alcohdlica, proceso en el cual los azlcares de
la uva se transforman en etanol y diéxido de carbono gracias a la accién de levaduras. Estas, a su vez,
estan implicadas en la generacion de compuestos secundarios que determinaran la calidad final del vino,

como por ejemplo glicerol, alcoholes superiores, ésteres, acidos organicos, etc®. Son varios los factores
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que afectan la calidad del vino, siendo el mas importante, la calidad de la uva. La composicion final de la
uva depende del genotipo de la variedad, de las condiciones ambientales (clima, suelo y manejo del

cultivo) y de la interaccion entre genotipo y ambiente”.

Dentro de los metabolitos secundarios que se generan durante la fermentacion alcohdlica se

encuentran®:

Alcoholes superiores: son beneficiosos organolépticamente a bajas concentraciones, confiriendo
una gran variedad de aromas vegetales y de sensaciones de dulzor y suavidad. Algunos ejemplos

son: alcohol isoamilico, isopropanal, entre otros.
Esteres: imparten sabores y aromas floreales y frutales (por ejemplo, acetato de etilo).
Acetaldehido: en exceso provoca en el vino la denominada maderizacién o gusto oxidado.

Acidos organicos: contribuyen de forma beneficiosa a la astringencia caracteristica (por ejemplo,
acido succinico, 4cido citrico, acido acético, entre otros). El acido succinico es uno de los mas
importantes en el vino y contribuye significativamente a la acidez caracteristica del producto. El

acido acético en exceso transmite al vino gusto a picado y aroma “avinagrado”.

Polialcoholes: el glicerol es el polialcohol mayoritario, el cual se produce durante el metabolismo
normal de las levaduras o cuando las levaduras estan sometidas a estrés osmotico. Contribuye a

la viscosidad deseada en el vino, transmite al vino cuerpo, consistencia y suavidad.

Compuestos azufrados: se pueden diferenciar en compuestos de contribucion sensorial positiva
que forma parte de la identidad varietal del vino aportando aromas caracteristicos (los compuestos
tidlicos, derivados de la cisteina) y los de naturaleza sensorial negativa que constituyen el problema
mas habitual tanto en vinificacion como en vino embotellado que ocultan las caracteristicas frutales

y varietales de los vinos (sulfuros, mercaptanos, tioles y ésteres tiolicos)’.
Factores que afectan el desarrollo de la fermentacion alcohdlica

El exito de la fermentacion alcohdlica, y, por ende, la calidad del vino, depende de la composicion
del mosto, definida por la variedad y la calidad de la uva. El mosto de uva es el jugo obtenido del prensado

del fruto conteniendo piel, pulpa y semillas. En términos generales el mosto se compone de agua
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(representando el 70-80% del mosto), azucares (principalmente glucosa y fructosa), polifenoles (por
ejemplo, antocianos, taninos, flavonoides), acidos organicos (tartarico, malico, citrico, de los cuales
dependera la acidez del vino) y materia nitrogenada. Adicionalmente se encuentran también factores de
crecimiento y sustancias formadas por restos de pulpa, hollejos, semillas (estas sustancias le confieren al

mosto nutrientes y vitaminas), levaduras y bacterias™"".

Son varios los factores que pueden conducir a una fermentacion alcohdlica inapropiada vy lenta.

Dentro de ellos se encuentran:

Concentraciones elevadas de azlcar: principalmente glucosa y fructosa. La cantidad de azucares
reductores presentes en el mosto varia entre 120-250 g/L, dependiendo de la variedad de la uva y
su grado de maduracion. Una concentracion elevada de azucar obliga a las levaduras a
metabolizarla en fase de declive, con poblaciones en situacion de supervivencia, y con actividad
metabdlica reducida (presion osmotica), pudiendo dar lugar a fermentaciones largas e incluso
incompletas . Asimismo, se genera un grado alcohdlico elevado o azucar residual al final de la
fermentacion, dando lugar a que bacterias lacticas puedan descomponer el exceso de azUcar,

causando la conocida quiebra lactica en vino .

Déficit o exceso de nitrégeno asimilable: el rango de nitrégeno total contenido en el mosto oscila
entre 60 y 2400 mg/L. Sin embargo, sélo una parte de éste es aprovechable en forma inmediata
por las levaduras en condiciones de vinificacion. Las levaduras utilizan la materia nitrogenada para
formar sus estructuras celulares y reproducirse (produccion de biomasa), asegurando un nimero
suficiente de células para consumir todos los azlcares del mosto. El nitrdgeno en el mosto puede
estar presente en forma de: ion amonio (forma inorganica) y aminoacidos, que son las formas
facilmente asimilables, mientras que las proteinas pueden ser metabolizadas de forma excepcional.
Los aminoacidos son muy variables como fuentes nitrogenadas ya que algunos son consumidos
avidamente (por ejemplo, glutamina), mientras que otros no lo son en absoluto en condiciones
anaerobias, como la prolina, el cual, junto con la arginina, son los dos aminoacidos mayoritarios en
mostos de uva. Se considera que la cantidad de nitrégeno asimilable en el mosto inicial debe ser
superior a 150 mg N/L ™™ Un déficit del mismo puede ocasionar fermentaciones lentas y ademés
problemas de calidad como mayor propension a olor a acido sulfhidrico (huevo podrido)™. Sin

embargo, un exceso de nitrogeno asimilable puede limitar el crecimiento microbiano, dando lugar
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a la aparicion de compuestos indeseables como la urea (compuesto que puede dar lugar a la

formacion de carbamato de etilo, el cual es un compuesto cancerigeno)®.

Déficit de factores de crecimiento: los factores de crecimiento son indispensables para el crecimiento
y actividad celular de los microorganismos. Algunos ejemplos son biotina, piridoxina, acido

|ﬂ

pantoténico, riboflavina, tiamina, mesoinositol™. El déficit de estos factores puede deberse al mal

estado sanitario de la uva o inmadurez de la misma dando lugar a una parada de fermentacion®.

Ausencia total de oxigeno al inicio de la fermentacion: se ha estudiado, que si bien la presencia de
oxigeno es necesaria para que las levaduras desarrollen un metabolismo respiratorio (aerobio), no
es una condicion suficiente para que el metabolismo se dirija a esa via. S. cerevisige tiene gran
capacidad para fermentar, lo que le da una ventaja frente a otras especies en condiciones de
fermentacion espontanea. Su metabolismo aerdbico se caracteriza por presentar efecto Crabtree,
esto es, que a altas concentraciones de azucares la ruta metabdlica méas activa sera la fermentacion,
con independencia de la disponibilidad de oxigeno para respirar. Esta actividad se acrecienta aun
en presencia de oxigeno (efecto Pasteur negativo). Ademas, el oxigeno esta ligado a su
participacion en la sintesis de acidos grasos insaturados de cadena larga y esteroles que solo se
producen en aerobiosis”. Estos compuestos son factores de supervivencia que se encuentran en la
membrana mitocondrial y citoplasmatica, teniendo un rol en la integridad y permeabilidad de la
membrana. A su vez, estos compuestos se relacionan con el transporte de nutrientes a través de la
membrana, y con la resistencia a las sustancias toxicas producidas por las levaduras. Una buena
oxigenacion inicial permite una presencia mayor de estos compuestos, aumentando la viabilidad de

las levaduras y evitando una parada de la fermentacion”.

Temperatura de fermentacion: la temperatura 6ptima de fermentacion depende de la especie de
levadura empleada. La temperatura ideal para vinos tintos generalmente oscila entre los 20-30°C.
Dentro de los rangos que soportan las distintas levaduras, a mayor temperatura la fermentacion es
mas rapida y la asimilacion del nitrégeno es mejor. Las fermentaciones a bajas temperaturas (13°C
o inferiores) son interesantes en la elaboracion de vinos blancos o rosados, ya que aumentan la
produccion y la retencion de los aromas, y por lo tanto la calidad del producto final. Sin embargo, a
bajas temperaturas disminuye la velocidad de consumo de azucares, se produce una asimilacion

mas lenta del nitrdgeno, obteniendo fermentaciones mas largas y con mayor riesgo de paradas. Por
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encima de los 35°C la actividad metabdlica de las levaduras decrece rapidamente y en torno a los

45°C mueren'"1®1,

Etanol: es el principal producto de la fermentacion alcohdlica, sin embargo, en exceso afecta las
membranas celulares, la integridad y permeabilidad de la misma al sustituir las moléculas de agua
de su interior por alcohol, alterando el transporte de aminoacidos y azucares e inhibiendo el
desarrollo de las levaduras ®". A su vez, al aumentar la concentracion de etanol al final de la
fermentacion, este genera la degradacion de los esteroles de la membrana que son los que

aumentan la rigidez de la misma y disminuyen su permeabilidad®.

Antagonismo entre microorganismos: conocido como “efecto Killer", se genera por toxinas liberadas
por ciertas cepas de levaduras que matan o inhiben el crecimiento de otras cepas que son sensibles

a éstas”.

pH: la mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3y 8, pero les resulta dptimo un
medio ligeramente acido con un pH alrededor de 4,5. Cuanto menor sea el pH del medio, menor
sera la tasa de crecimiento de las levaduras. Las bacterias lacticas presentes, en cambio, pueden

trabajar en la fermentacion a un pH entre 3,3 y 3,6

Principales metabolitos de fermentacién

Produccién de etanol

El éxito de la fermentacion alcohdlica depende de mantener la poblacion de levaduras viables a
niveles suficientes hasta que todos los azlcares fermentables han sido consumidos. El agotamiento de los
azucares es obligatorio para obtener un equilibrio del vino: 98% del azlcar de la uva se debe convertir a
etanol y CO.. El rendimiento alcohdlico es el valor del consumo de azicar para generar 1% de alcohol
etilico. Durante la fermentacion, aproximadamente el 95% de los azucares se convierten en etanol, el 1%
en material celular y el 4% en productos como el glicerol. La cantidad de etanol hallada en vinos oscila
entre 10 a 14% v/v¥. Segun la OIV (Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino) el contenido de etanol
en los mismos no puede ser inferior a 8,5% v/v. En vino tinto, la cantidad de etanol se encuentra,

generalmente, entre un 12-13 % v/v.
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Produccién de glicerol

El glicerol es un compuesto no volatil sin propiedades aromaticas, pero que contribuye
significativamente a la calidad del vino, dando la sensacion de dulzor en la boca, suavidad, consistencia y
cuerpo. Es el subproducto mas importante de la fermentacion alcohdlica en cantidad, después del etanol
y el diéxido de carbono (COy). La cantidad de glicerol formada por S. cerevisiae generalmente ronda entre

los 2 y 11 g/L, pero las concentraciones normales se encuentran en el rango de los 4-9 g/L#%42

Producciéon de acidez volatil

Se refiere al acido acético. Durante la fermentacion, el acetaldehido derivado del piruvato se
transforma en acetato por accion de la acetaldehido deshidrogenasa. En general, la cantidad de acido
acético producida por las levaduras S. cerevisiae es escasa, entre 0,25 a 0,5 g/L, pero puede ser mucho
mas elevada en determinadas condiciones, sobre todo en los mostos muy ricos en azUcares, en los que la
presion osmotica del medio sobre la célula de la levadura es especialmente importante e impide que ésta
se multiplique adecuadamente. Para compensar esta presion externa, la levadura produce y acumula
glicerol intracelular y uno de los productos inevitables de esta acumulacion es el acido acético. La elevada
acidez volatil afecta la calidad del vino, dando un gusto avinagrado . Segun la OIV el limite maximo

permitido es 1.2 g/L (expresada en acido acético).

LEVADURAS VINICAS

Tradicionalmente, la produccion de vinos se ha realizado a partir de fermentaciones de los mostos,
llevadas a cabo por cepas de levaduras endémicas residentes en las superficies de las uvas y de los equipos
de las bodegas (fermentacion espontanea). Dado que la fermentacion espontanea, es un proceso no
controlado, pueden existir en el medio, microorganismos que no producen alcohol ni compuestos volatiles
benéficos para la bebida, pero, utilizan los azucares del medio, ocasionando una disminucién del
rendimiento. A su vez, estos microorganismos pueden producir sustancias que provocan olores y sabores
desagradables como también sustancias toxicas para las levaduras (provocando un aumento en el tiempo
de fermentacion o parada de la misma). Hoy en dia, se inoculan levaduras seleccionadas o “starters” como

forma de asegurar, con éxito, el proceso de fermentacion'?>#"8.
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Las levaduras son hongos unicelulares ascomicetos o basidiomicetos, anaerobios facultativos.

Generalmente su reproduccion es asexual, por gemacion.

Las levaduras presentan un patréon de crecimiento similar al ciclo de crecimiento clasico de los
microorganismos ™. En primer lugar, se da la fase de latencia, la cual es una fase de adaptacion de la célula
al nuevo entorno. A continuacion, se produce la multiplicacion activa de las levaduras donde el
metabolismo se convierte en anaerdbico debido al aumento de la concentracion de CO. (fase de
crecimiento). Cuando la levadura alcanza el maximo crecimiento de la poblacion, se mantiene la viabilidad
sin multiplicacion celular, fase conocida como fase estacionaria. Debido al agotamiento de nutrientes y al
aumento de la concentracion de productos y subproductos, que actian como sustancias toxicas (etanol y

factor killer) se conduce a la muerte celular®.

Las levaduras abarcan un gran numero de géneros que representan mas de 700 especies. El
género Saccharomyces tiene gran utilidad como fermentador, por lo cual, especies como S. cerevisiae, S.
bayanus, S. pastorianus, S.uvarum, S. kudriavzevii, entre otras, son conocidas en el campo de la elaboracion
del vino™?>. Durante la fermentacion alcohdlica, las levaduras presentes, se pueden dividir en dos grupos:
las levaduras Saccharomyces (provenientes de equipo de bodega principalmente) vy las levaduras no-
Saccharomyces (provenientes principalmente de la uva). Estas dltimas son las encargadas de comenzar la
fermentacion y sus poblaciones van variando conforme cambia el grado alcohdlico, ya que se caracterizan
por tener un bajo poder fermentativo y gran sensibilidad al etanol. Entre ellas se encuentran levaduras de
géneros Hanseniaspora/Kloeckera, Candida, Pichia, Torulaspora, Kluyveromyces y Metschnikowia. La
actividad inicial de estas levaduras se considera importante para el perfil final de compuestos aromaticos
en el vino. Los metabolitos formados por algunas especies de estas levaduras pueden contribuir a la
calidad del vino, por ejemplo, con la produccion de glicerol o ésteres®. A su vez, otras especies poseen
actividad B-Glucosidasa que pueden hidrolizar precursores aromaticos®®. Sin embargo, otras especies se
asocian con la produccion de acido acético que puede ser perjudicial para la calidad del vino. A medida
que aumenta el grado alcohdlico, los nutrientes se reducen y se genera una presion selectiva que
determina la especie que predomine cada etapa®. La especie fermentativa por excelencia es S. cerevisiae,
con un poder fermentativo alto y resistencia a altas concentraciones de etanol (mayores de 13,5% v/v), por
lo que domina la fermentacion alcohdlica. S. cerevisiae parece haberse adaptado a lo largo de su evolucion

para optimizar su tasa de crecimiento en ambientes ricos en nutrientes facilmente asimilables como
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azucares y aminoacidos, pudiendo metabolizar la glucosa y la fructosa tanto por via respirativa como por
via fermentativa, y para crecer en condiciones aerobias o anaerobias. Tienen una gran capacidad de crecer
en el mosto de uva, caracterizado por un alto contenido de azucares, produciendo altas cantidades de

etanol, inhibiendo el crecimiento de cepas no- Saccharomyces®®*'.

INMOVILIZACION DE LEVADURAS

El término inmovilizacion se refiere al confinamiento fisico o localizacion de células o
biocatalizadores, en una region definida en el espacio, reteniendo sus propiedades y actividades

cataliticas®*>3,

Meétodos de inmovilizacion de células

Existen varias técnicas de inmovilizacion celular estudiadas, que se pueden clasificar en cuatro

32,33.34,35 (

grandes categorias segun el mecanismo empleado Figura 1):

Inmovilizacién sobre la superficie de un soporte sélido: adsorcion fisica por fuerzas electroestéticas

O uniones covalentes entre la membrana celular y la superficie del soporte.

Atrapamiento dentro de una matriz porosa: inclusion de células dentro de una red rigida para evitar
que las células se difundan en el medio circundante, permitiendo la transferencia masiva de

nutrientes y metabolitos. Ejemplos de matrices: alginato, agar, quitosano, carragenina.

Floculacion celular (agregacion): agregacion de células para formar una unidad mas grande o la
propiedad de células en suspension para adherirse rapidamente en grupos. En cultivos celulares
donde no se da la floculacion de forma natural, se utilizan agentes de entrecruzamiento (“cross-

linkers") para estimular la agregacion celular.

Contencién mecanica detras de una barrera: se puede usar filtros de membrana microporosa,
atrapamiento en microcapsulas, inmovilizacion en una superficie de interacciéon de dos liquidos

inmiscibles.

Existen diferentes requisitos que deben tomarse en cuenta durante la eleccion del soporte a utilizar
para la inmovilizacion celular. Debe existir una alta relacion superficie/volumen del soporte para alcanzar

una alta densidad celular, asi como también, debe ser facil de manipular y regenerar. El soporte, ademas
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de ser de bajo costo, debe contar con estabilidad mecanica, quimica, térmica y bioldgica y no ser toxico.

La porosidad del soporte debe ser uniforme y controlable permitiendo intercambio de sustratos, productos

y cofactores®

(Al %] (A%

QOO® LOAE OOD®
T S AT

Adsorcidn en una Unizones slectroestaticas Uniones covalentes
superficie
[ EE) T} ] L2

Atrapamiento dentro de una matriz porosai Floculacidn naturzl Flaculacicn artificizl
[aeregacion celular) (cross linking)
([¥} ¥ {3

Sfoe. ®@®
iS50 (S8
* \‘-‘.‘/

iEEEESENEEEN

Microencapsulacion Microencapsulacion Contencidn entre
interfacial membranas micronorosas

SN Soports insoluble
|:| Fase liguida

Matriz Porosa

EEEEEEE hMembrana microporosa
Cross linker

g g g 2 g Fusrzas electroestaticas

Figura 1. Métodos de inmovilizacion celular. A, Inmovilizacion en la superficie de un soporte sélido. B,
Atrapamiento dentro de una matriz porosa. C, Floculacion celular. D, Contencién mecénica detras de
una barrera. Extraido de™.
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Usos de células inmovilizadas en vinificacion

En los Ultimos afios, se comenzaron a estudiar levaduras inmovilizadas para vinificacion como

alternativa por sus ventajas técnicas y econdmicas. En la Tabla 1 se muestran algunas ventajas y desventajas

que acarrea el uso de células inmovilizadas®>3%%’.

Tabla 1. Ventajas y desventajas del uso de células inmovilizadas sobre la fermentacién convencional con células libres.

Facil separacion de células del medio donde se

encuentran
Reutilizacion de las células

El soporte actla como agente protector frente a

efectos fisicoquimicos como pH, temperatura,

solventes vy frente a agentes toOxicos y estrés ambiental.

Facil operativa y bajo consumo de energia

Reduccion del riesgo de contaminacion

Posibilitan procesos continuos de fermentacion que se
pueden optimizar y controlar mejor

Posibilitan la realizaciéon de fermentaciones a baja
temperatura para mejorar la calidad del producto
Aumento en la absorcion de sustratos y mejoras en el
rendimiento

Aumento de la tolerancia a alta concentracion de
sustrato y reduccion de la inhibicion por producto
Permite operar a una alta densidad celular por unidad

de volumen

Problemas de difusién por alta densidad celular y baja
solubilidad del oxigeno en agua.
Cambios en la fisiologia celular que podrian afectar la

productividad (por condiciones no naturales)

Inestabilidad mecéanica del soporte y pérdida de la

actividad celular en operaciones prolongadas.
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La inmovilizacion celular tiene una serie de aplicaciones en la elaboracion del vino, algunas se han
llevado a cabo a nivel industrial y otras se estan adaptando a nivel de laboratorio para su estudio. Dentro

de ellas se destacan:

Produccién de vinos espumosos: el vino espumoso se elabora a partir de una segunda
fermentacion alcohdlica de un vino base al cual se le afiade azlcar y una cepa de levadura de la
especie S. cerevisiae o S. bayanus seleccionada para este fin. La fermentacion del vino espumoso
elaborado por el método tradicional o '‘champenoise' se realiza en el interior de botellas tipo
'‘champagne’. Cuando la segunda fermentacion se completa, las levaduras se extraen
completamente del medio donde han fermentado para evitar la turbidez del producto antes de
su salida al mercado. Esta remocion de las levaduras es bastante complicada. Las botellas se
colocan en posicion inclinada y se remueven repetitivamente durante un periodo sustancial de
tiempo hasta que se consigue que los sedimentos de las levaduras se depositen en el cuello de la
botella. Posteriormente en la etapa de deguelle, el cuello se congela, la botella se abre y los
sedimentos de las levaduras congelados salen expulsados por la presion adquirida en el interior
del recipiente. El removido es una operacion larga que necesita una mano de obra importante
para cada botella ya que tiene que ser manipulada durante muchos dias. A finales de la década
de los afios 80, se estudio la inmovilizacion celular, para la realizacion de la segunda fermentacion
en botella de los vinos espumosos, porque aporta una mejora tecnolégica que reduce trabajo,
tiempo y costos. La introduccion de una cantidad de levaduras encapsuladas directamente en la
botella puede reemplazar la adicion tradicional de levaduras libres, donde el proceso de remocion,

se realiza en pocos segundos, invirtiendo la botella 3339394041

Mejorar la calidad del vino a través de fermentacion a baja temperatura: se sabe que las
fermentaciones a bajas temperaturas mejoran la calidad del vino y reduce la toxicidad sobre las
levaduras. Sin embargo, bajo estas condiciones, las levaduras crecen mas lentamente y pueden
producirse paradas de fermentacion. El uso de levaduras inmovilizadas evita el enlentecimiento de
este tipo de fermentaciones, porque la biomasa introducida es mayor, y, en consecuencia,

aumenta la productividad en relacién a levaduras libres #4404,

Para la desacidificacién bioldgica: un microorganismo que se usa para controlar la desacidificacion

bioldgica de mostos es Schizosaccharomyces pombe. Esta levadura es una buena alternativa para
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la eliminacion del acido malico y para la desacidificacion quimica. Normalmente, se le considera
un contaminante, porque si permanece mucho tiempo en el vino después de la fermentacion
alcohdlica o de la malolactica, puede producir malos olores. La inmovilizacion de la levadura en
perlas de alginato permite monitorizar y retirar con rapidez esta levadura, solucionando el

problema de los malos olores®®*".

Produccién de vinos dulces: se pueden retirar las células inmovilizadas y detener la fermentacion
alcohdlica en el nivel deseado (con una concentracion de azUcar residual definida), sin recurrir a

un inhibidor. También se utilizan para incrementar la cantidad de glicerol en el vino™4%*!.

Para controlar el pardeamiento de vinos blancos: levaduras inmovilizadas sobre geles (carragenato
0 alginato) para controlar el pardeamiento de los vinos blancos, tanto de los que ya han pardeado
(accion correctora) como de los susceptibles de pardear a lo largo del tiempo (accion preventiva).
Se ha comprobado que las levaduras inmovilizadas en perlas de carragenato interactian con

compuestos fendlicos y retrasan el pardeamiento del vino®".
Inmovilizacién por atrapamiento dentro de una matriz porosa

El atrapamiento implica la contencion de células vivas dentro de una red, permitiendo la difusién
de sustratos y productos, lo que hace posible el crecimiento y mantenimiento de células activas. Los
polisacaridos naturales (por ejemplo, alginato, carragenina, quitosano, agar, acido poligalacturénico),
polimeros sintéticos (cloruro de polivinilo, Lentikat, poliacrilamida) y proteinas (gelatina, colageno) pueden
gelificarse en matrices hidrofilas en condiciones suaves, lo que permite el atrapamiento celular con una
minima pérdida de viabilidad. El crecimiento celular en la matriz porosa depende de las limitaciones
difusionales impuestas por la porosidad de la matriz y el espacio intersticial disponible, que disminuye en
el tiempo con la propagacion celular y la acumulacion de biomasa. Debido a la formacion de gradientes
de sustrato dentro del soporte de atrapamiento, la mayor parte de la biomasa se concentra en una capa

"activa” (ubicada cerca de la interfaz con el medio externo)?>3"4042

Las matrices a utilizarse en la industria alimentaria deben estar compuestas por materiales no
toxicos, reconocidos como seguros, economicos y que sean capaces de soportar determinadas
condiciones de temperatura, pH, presion y contenido de etanol®. En relacion a esto, las matrices més

adecuadas son los polimeros naturales como el alginato, el carragenato y el agar ya que polimerizan en
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condiciones muy suaves, aunque también se pueden usar matrices sintéticas como poliacrilamida y

poliuretano®3*.

Alginato como soporte de inmovilizacién

Los geles de alginato de calcio son los mas utilizados para este tipo de inmovilizacion por la
facilidad para manipular las propiedades gelificantes y la resistencia del gel. Ademaés, cuando la
inmovilizacion se realiza en perlas de alginato, estas pueden ser resolubilizadas con agentes quelantes,

con lo que se obtienen células libres para su conteo o evaluacion 444,

El alginato es un polisacarido de origen natural extraido de diversas especies de algas pardas y
también de bacterias como Pseudomonas y Azotobacter®®. Ha sido utilizado con éxito en la industria
alimentaria como un agente espesante, gelificante y como estabilizador coloidal. Quimicamente, los
alginatos son una familia de polisacaridos no ramificados constituidos por subunidades de acido 1-4-D-
manurénico (M) y su epimero C5, el acido-L-gulurdnico (G). Se compone de secuencias de M (bloques
M), secuencias de G (bloques G), y secuencias de residuos intercalados (bloques M-G). La composicion del
polimero (%G y %M), la abundancia de bloques y el peso molecular varian segun la fuente y las especies
que lo producen. Los alginatos tienen la capacidad de unir cationes divalentes para formar hidrogeles
siendo el calcio el mas utilizado para formar los mismos. La formacién del gel ocurre por las interacciones
entre bloques G con cationes divalentes, quienes se asocian formando un entrecruzamiento,
intercambiandose el ion Na* por el ion Ca®* formandose alginato de calcio. Los bloques de MG también
participan formando uniones débiles. La estructura hidrofilica de entrecruzamiento se ha descrito por el
modelo llamado caja de huevos (“egg box"), donde cada dtomo de Ca®* es coordinado por los grupos
carboxilatos y del oxhidrilo de mondmeros de cuatro unidades de G pertenecientes a dos cadenas de
polimeros adyacentes. Asi, los alginatos con alto contenido de G producen geles mas resistentes o con
mayor entrecruzamiento®#® (Figura 2). Las afinidades de los iones metélicos divalentes son

dependientes de las cantidades relativas de acido D-manurdnico y L-gulurdnico en el alginato.

Dicha afinidad disminuye en el orden siguiente’.

Para el alginato rico en M

Pb2+ > Cu2+ > Cd2+ > Ba2+ > Sr2+ > Ca2+ > COZ+I Ni2+, Zl’12+, Mn2+ > M92+
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Para el alginato rico en G

Pb2+ > Cu2+ > Ba2+ > Sr2+ > Cd2+ > Ca2+ > COZ+, Ni2+, Zn2+, Mn2+ > Mg.2+

Algunos autores han reportado que el atrapamiento en soportes que contienen calcio, como el
alginato, permite una mayor actividad de las levaduras en comparacion con la matriz, por ejemplo, de k-
carragenina. Se encontré que los iones de calcio aumentan la estabilidad de la membrana plasmatica,
previniendo la liberacion de compuestos citoplasmaticos. Sin embargo, el calcio antagoniza la absorcion
de magnesio (cofactor para muchas enzimas), bloqueando los procesos metabdlicos esenciales

dependientes del magnesio®".
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Figura 2. El alginato estd formado por residuos de acido gulurdnico (G) y acido manurdnico (M). El calcio
entrecruza con los residuos G, lo que lleva a una configuracion de "caja de huevos”. Extraido de 4°

Recubrimiento de perlas de alginato

En las perlas de alginato, las células estan homogéeneamente distribuidas tanto cerca como en la
superficie de las mismas en la etapa inicial del cultivo. Uno de los problemas del atrapamiento celular

dentro de una matriz porosa es la capacidad de las células ubicadas en la superficie externa de las perlas

Pagina | 22



Introduccidn

para multiplicarse vy liberarse de la misma. Esto lleva a un sistema que comprende tanto inmovilizado y
células libres. La tasa de liberacién celular de la matriz polimérica se ve afectada por las propiedades fisicas
de la matriz, como resistencia mecéanica y tamafio de poro, asi como tension celular, concentracion celular

inicial y condiciones de cultivo™.

Para evitar este problema, se han desarrollado técnicas de recubrimiento de la perla con una capa
externa libre de células, entonces las perlas tendran un nucleo interno, el cual contiene las células y una
capa externa, impidiendo que las células del nlcleo escapen. Una técnica muy eficaz para evitar la

liberacion de células, es recubrir la perla con una capa de alginato de calcio libre de células. También se

puede realizar un doble recubrimiento con alginato de calcio®*** (Figura 3).
SIN RECUBRIR DOBLE RECUBRIMIENTO'
INICIAL Perlas de
Perlas de alginato con
alginato i Los puntos | doble
¢ \Jrecubrimiento
\ representan
células
il ‘)eadO\

Colonias
internas

Sin
crecimiento
externo

Crecimiento
externo
Circulacion del medio Circulacion del medio

Figura 3. Efecto del doble recubrimiento en el crecimiento celular durante la
fermentacion. Extraido de .

Existen otras técnicas de recubrimiento que involucran tanto interacciones idnicas como covalentes

entre la superficie del gel de alginato y el material de recubrimiento.

Pagina | 23



Introduccidn

Recubrimiento iénico “crosslinking”

La formacion de una capa externa de policationes en la superficie cargada negativamente de la
capsula de gel de alginato se puede realizar a través de la interaccion idnica entre grupos carboxilicos del
alginato y terminales amino de policationes. Los principales policationes utilizados para formar complejos
con alginato son los poliaminoacidos: Poli-L-lisina (PLL) y poli-L-ornitina (PLO), polimeros naturales (p. Ej.,
Quitosano) y polimeros sintéticos (p. Ej., Polietileimina, polimetilenco-guadina (PMCG), poli-alilamina (PAA)
y poli-vinilamina. El quitosano es un polielectrolito cationico soluble en soluciones acidas a un pH menor
de 6,5 debido a la presencia de los grupos amino. La cantidad de quitosano unido al gel de alginato se
rige por la difusion restringida del quitosano en la red de alginato. En consecuencia, varios factores afectan
la union del quitosano, entre ellos se encuentran: la porosidad del gel de alginato, el peso molecular del
quitosano, y el pH ambiente. La estabilidad de las capsulas recubiertas esta relacionada con el espesor de
la capa externa de quitosano, por lo tanto, con la cantidad de quitosano unido. La resistencia mecanica de
las capsulas es mayor a medida que aumenta la concentracion de quitosano de la solucion de
recubrimiento. Cuando la mayoria de los carboxilos cargados negativamente en la superficie del gel de
alginato se unieron con grupos amino cargados positivamente de quitosano, el grosor de la membrana
no crece mas, incluso con concentraciones mas altas de quitosano. Se pueden generar, de esta manera,

perlas recubiertas de quitosano, y a su vez recubrirlas con otra capa de alginato*®**.

Recubrimiento covalente

Los compuestos utilizados para el entrecruzamiento covalente confieren a los geles una estabilidad
mejorada y resistencia mecanica. Sin embargo, estos pueden ser toxicos y su aplicacion para el area de
alimentos no es recomendable. Uno de los reactivos ampliamente conocido es el glutaraldehido que
mediante la reaccion de sus grupos aldehido con los grupos hidréxilo del alginato forman una red de
hidrogel de alginato entrecruzado. A su vez, se ha reportado en algunos casos que la actividad metabdlica

de las células inmovilizadas disminuye a medida que aumenta la concentracion de glutaraldehido®*.
Meétodos para la conservacién de células inmovilizadas a largo plazo

Generalmente, las células inmovilizadas solo se pueden almacenar durante un periodo corto, por

lo que, para el almacenamiento de las mismas por un periodo medio-prolongado con la finalidad de un
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posterior redso, es recomendable la deshidratacion de éstas, ya que, asi, se reduce el metabolismo celular
a nivel basal, deteniendo el crecimiento celular dentro de la perla. Adicionalmente, se contribuye a
disminuir el riesgo de contaminacién®>>°**". La deshidratacion sin compromiso de la estabilidad de las
células alli inmovilizadas, tiene como ventaja el no requerimiento de equipamientos refrigerados para su

almacenamiento.

Existen diferentes técnicas de secado que se pueden utilizar para la deshidratacion de levaduras,

entre ellas se destacan secador de lecho fluido, sistema concentrador de vacio y liofilizacion:
Secador de lecho fluido

Es un metodo muy eficaz y rapido de secado de particulas solidas. La superficie de las
particulas es expuesta para su secado al suspenderla en un flujo de aire (estado fluidizado) que
sopla hacia arriba a una velocidad suficientemente alta como para ponerlas en movimiento, lo que
resulta en una mejor transferencia de calor y un menor tiempo de secado. Para el secado de las perlas
de alginato es conveniente el uso de un secador en lecho fluido a baja temperatura para evitar la pérdida
de viabilidad celular. La concentracion de alginato tiene gran importancia en la viabilidad de las levaduras
inmovilizadas. A baja concentracion de alginato la pérdida de viabilidad celular luego del secado es mayor.
De todas maneras, luego del secado el porcentaje de viabilidad celular oscila entre un 81-92%

dependiendo de la concentracion de alginato utilizada en la inmovilizacion®>%>°.

Sistema concentrador de vacio (speedvac)

Utiliza las tecnologias de centrifugacion, vacio y calor para eliminar disolventes y concentrar
muestras sin poner en peligro su integridad. Funciona mediante la reduccion de la presion en el sistema
de la centrifuga, permitiendo que el solvente pueda quitarse rapidamente mientras que las muestras no
se calientan a temperaturas perjudiciales. Generalmente se usa para concentrar y secar muestras de acidos
nucleicos, preparados de PCR y oligonucledtidos sintéticos de forma répida y sequra®. Para S. cerevisiae
se ha observado una pérdida de viabilidad menor luego del secado al vacio en comparacion con el proceso
de liofilizacion, utilizando en ambos casos trehalosa como protector (seccion: uso de agentes

protectores)™*'.

Liofilizacidn

La liofilizacion es un método que se usa con gran frecuencia para la conservacion vy
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almacenamiento de muestras bioldgicas. Consiste fundamentalmente en extraer por sublimacion, bajo
condiciones de alto vacio, el agua de las células congeladas para detener su metabolismo y asi poder ser
conservadas a temperatura ambiente por largos periodos de tiempo. Sin embargo, este método presenta
efectos indeseados en las células preservadas tales como destruccion de su estructura celular debido a la
formacion de cristales de hielo intracelular y extracelular, dafio por deshidratacion excesiva, dafio celular
por incremento en la concentracion de solutos dentro de la célula gracias a la pérdida de agua provocando
un gradiente osmatico perjudicial, entre otros. Para controlar estos efectos, ademas de la seleccion de una
rampa de congelacion y sublimacion adecuadas, se emplean diferentes sustancias denominadas

lioprotectores los cuales protegen a las células de los dafios causados durante la liofilizacion®.
Uso de agentes protectores

Debido al dafio celular que pueden ocasionar los procedimientos de deshidratacion en
microorganismos, afectando su viabilidad, se utilizan sustancias protectoras con el fin de reducirlo®. Por
ejemplo, en el proceso de liofilizacion se suelen utilizar como agentes protectores con gran eficacia
carbohidratos como la trehalosa, lactosa, maltosa, sacarosa y glucosa, la leche descremada y diversos
polialcoholes, como el glicerol (15-20% v/v). Aunque su mecanismo de accion no estd completamente
esclarecido, estos compuestos (altamente hidrofilicos) son capaces de inmovilizar el agua e impedir su
cristalizacion cuando los mismos ingresan al interior de la célula evitando asi la deshidratacion celular
ademés de modificar propiedades funcionales de algunos elementos celulares® (Figura 4). La leche
descremada es un lioprotector ampliamente utilizado para proteger células eucariotas, especialmente las
levaduras, al contener una mezcla de proteinas (lactoalbumina y caseina), las cuales sirven como agentes
de carga y los aminoacidos contenidos en las mismas ayudan a reparar el dafio causado durante la
liofilizacion®. Berny y Hennebert reportaron que luego de la liofilizacion, utilizando leche descremada
como protector, S.cerevisiae muestra un 30% de viabilidad, valor que puede aumentar a un 96-98% si se
combina la leche descremada con compuestos como la miel, glutamato de sodio, trehalosa o rafinosa®.
Los disacaridos, como la trehalosa, reemplazan el agua de las membranas después de la deshidratacion y
evitan el despliegue y la agregacion de las proteinas por enlaces de hidroégeno con los grupos polares de
estas, de esta forma, las células no pasan de su estado de cristal liquido a la fase de gel y mantienen su
estructura celular intacta, lo cual posibilita que la membrana no sufra rupturas durante el proceso de

liofilizacién y rehidratacion®. También se ha reportado el uso de mosto al 18% como lioprotector, con un
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porcentaje de sobrevida del 20% ®. Para la deshidratacion realizada a través de corrientes de aire, los
agentes protectores més utilizados son leche descremada suplementada con azucares (glucosa, fructosa,
galactosa, sacarosa, trehalosa, lactosa, maltosa, entre otros), polioles (manitol, sorbitol, inositol), o
compuestos nitrogenados (glutamato monosodico y peptona). Se ha reportado una supervivencia de las
levaduras inmovilizadas en perlas de alginato de 92% secadas a través de corriente de aire utilizando 10%

leche descremada + 10 % trehalosa®’.

PROTEGIDAS )/

- U»)

Figura 4. Diferencias entre una célula protegida con crioconservantes y sin
crioconservantes. Extraido de .
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Objetivos

OBIJETIVO GENERAL

Inmovilizar células de Saccharomyces cerevisiae en alginato de calcio y caracterizar las perlas de

alginato para su evaluacion en procesos fermentativos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener perlas de alginato: optimizar las condiciones de inmovilizacion de S. cerevisiae T73-4 en
alginato de calcio.

Caracterizar las perlas de alginato

Aplicar las perlas de alginato en fermentacion en medios simil mosto y mosto Tannat.

Evaluar la estabilidad operativa de las perlas de alginato y posible redso luego del proceso de

fermentacion.
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Materiales y métodos

MATERIALES ¥ METODOS

Cepa de levadura y mantenimiento

Se utilizd la cepa Saccharomyces cerevisiae T73-4, otorgada por el Dr. Ramon Gonzalez del
Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV) de Logrofio, Espafa. El mantenimiento de la cepa se realizo
en freezer -80°C en medio YPD liquido (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona y 20 g/L de

glucosa) suplementado con 20% v/v de glicerol como crioprotector.
Condiciones de cultivo

A partir de una colonia pura (aislada de placa YPD agar) se inocularon 25 mL de medio YPD liquido
y se incubd overnight a 28°C y 180 rpm (pre-cultivo). A continuacion, se transfirié el pre-cultivo a 250 mL
de medio YPD liquido, los cultivos se realizaron durante 72 hs. a 28°C y agitacion de 180 rpm. Para la
obtencion de la biomasa, el cultivo se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a 4°C, descartandose el
sobrenadante. A continuacion, el pellet (biomasa) se lavd dos veces resuspendiendo el contenido celular

en 5 mL de suero fisioldgico estéril, centrifugando a 5000 rpom y 4°C, durante 2 minutos.
Recuento de biomasa

Se prepard una solucion estandar correspondiente a 0,1 gramo de biomasa y 900 uL de azul de
metileno 0,01%. A partir de ésta y con factor de dilucion 40, se procedio a realizar el recuento en camara

de Neubauer.
Condiciones de inmovilizacion

Se prepararon soluciones de 1,5, 2,5y 3,5 % m/v de alginato (Macrocystis pyrifera. SIGMA) en suero
fisiologico esteéril, a 50°C con agitacion de 350 rpm, durante 30 minutos. Para la inmovilizacion por
atrapamiento de S. cerevisiae T73-4, la biomasa, resuspendida en 4 mL de suero fisiol6gico, se adiciono a
cada solucion de alginato (a temperatura ambiente). Las cargas aplicadas fueron de 0,5 y 1 g de biomasa,

en 30 mL de alginato®’.
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Obtencién de las perlas de alginato

La solucion de alginato, conteniendo la biomasa, se dejé gotear sobre una solucion estéril de CaCl,
0,05 My NaCl 0,2 M en frio® (en agua con hielo), mediante bomba peristaltica con agitacion de 200 rpm
por 30 minutos (Figura 5). El diametro del orificio de salida de la manguera utilizada para el goteo fue de
2,8 mm. Las perlas obtenidas se dejaron durante toda la noche en solucion de CaCl, 0,05 M en heladera,
para su estabilizacion®. Una vez estabilizadas, se lavaron con suero fisioldgico estéril y se conservaron en
heladera hasta su uso. Nos referiremos en este trabajo al término de perlas de alginato a las células de S.

cerevisiae T73-4 inmovilizadas en la matriz de alginato de calcio.

" Solucion
alginato-levadura

Figura 5. Procedimiento de la inmovilizacion en perlas de
alginato de calcio.

Recubrimiento de las perlas de alginato

Recubrimiento con quitosano: Se prepard una solucion de 0.4% m/v de quitosano de crustaceo
centollén en acido acetico 0,4% v/v y se ajustd a pH 5.0 con NaOH 1M. Las perlas obtenidas de la
inmovilizacion se lavaron con agua destilada y se sumergieron en 100 mL de la solucion de quitosano
con agitacion de 200 rom durante 40 minutos. Luego las perlas se lavaron con agua destilada y se
almacenaron en heladera (4°C) tanto en una solucion de suero fisiologico estéril como en una

solucion de peptona 0,1% m/v®.
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Recubrimiento con una capa de alginato:

Recubrimiento con alginato 0,17 % (m/v) — R1: Las perlas obtenidas de la inmovilizacion se lavaron

con agua destilada y se mezclaron con una solucion 0,17% (m/v) de alginato de sodio durante 20
minutos a 100 rpm, a temperatura ambiente’™. Luego las perlas se lavaron con agua destilada y se

almacenaron en heladera (4°C) en una solucion de suero fisioldgico estéril.

Recubrimiento _con alginato 0,5 % (m/v) — R2: Las perlas obtenidas de la inmovilizacion se

transfirieron a una solucion de NaCl 0,2M y CaCl; 0,05M en agitacion, luego de 15 minutos, se
transfirieron a una solucion 0,5% m/v de alginato de sodio, con agitacion durante 10 minutos. Se
lavaron las perlas con agua destilada y se guardaron durante toda la noche en CaCl; 0,05M para
su estabilizacion®. Una vez estabilizadas, se lavaron con suero fisiolégico estéril y se conservaron

en heladera hasta su uso.

Solubilizacién de las perlas de alginato y recuento de células inmovilizadas

En las distintas etapas del proceso, la cantidad de células y su viabilidad, se determinaron mediante
recuento en una camara de Neubauer y tincion con solucion de azul de metileno 0,01% (m/v). El porcentaje
de viabilidad se calculd a partir del cociente entre el niumero de células vivas y el nimero total de células

x 100.

El recuento de las células inmovilizadas se realizé solubilizando una perla de alginato en 1 mL de
tampon citrato de sodio 0,1 M pH 5.0, con agitacion vigorosa entre 10-25 minutos, dependiendo de la
concentracion de alginato en la misma. La solucion obtenida se diluyd 1/10 empleando una solucion de
azul de metileno 0,01% (m/v) para su recuento en camara de Neubauer. Este procedimiento se realizd

por triplicado.

A partir del recuento en camara de Neubauer de la solubilizacion de una perla, se calculo el

porcentaje de inmovilizacion de la siguiente manera:

Recuento de la solubilizacion de 1 perla X numero total de perlas en ensayo

= cantidad de células inmovilizadas

cantidad de células inmovilizadas x 100

% de inmovilizacion = — -
cantidad de células aplicadas

Pagina | 33



Materiales y métodos

La cantidad de células aplicadas corresponde a la cantidad inicial de células en 0,5 g o 1g de
biomasa (dependiendo de la inmovilizacion).

Estabilidad de las perlas de alginato en heladera

La estabilidad de las perlas de alginato en heladera (temperatura 4°C) con suero fisioldgico, se
determind mediante recuento del porcentaje de células vivas contenidas en las mismas en funcion del

tiempo. El procedimiento se realizé para todas las inmovilizaciones, semanalmente.
Caracterizacion de las perlas de alginato

El diametro de las perlas de alginato se estim¢ utilizando papel milimetrado. La estabilidad
mecanica de las mismas se monitored segun el tiempo necesario para solubilizar la perla en condiciones

de agitacion vigorosa, en tampon citrato de sodio 0,1 M pH 5.0.
Medios utilizados en las fermentaciones

Composicién de medio simil Mosto: glucosa 100 g/L, fructosa 100 g/L, 300 mg/L de nitrébgeno
asimilable (cloruro de amonio 460 mg/L, 180 mg/L aminoacidos) en tampon citrato de sodio 50 mM pH
5.0. La mezcla de aminoéacidos contenia, en mg/L: t-prolina 20,5, L-glutamina 16,9, L-arginina 1,25, L-
triptoéfano 6, L- alanina 4,9, L-acido glutamico 4, L-serina 2,6, L-treonina 2,6, L-leucina 1,6, L-acido aspartico
1,5, L-valina 1,5, L- fenilalanina 1,3, L-isoleucina 1,1, L- histidina 1,1, L- metionina 1,1, L. tirosina 0,6, L-glicina
0,6, L- lisina 0,6, L- cisteina 0,4. Se optimizd el medio agregando una fuente de nitrégeno adicional, yeast
nitrogen base 10x (YNB- SIGMA ALDRICH) . Se determind los grados Brix del mosto con alcoholimetro
(Brewer’s Elite). El simil mosto contenia 18° Brix a una temperatura de 22°C, lo que corresponde con una
concentracion total de azdcares de 169,4 g/L, alcohol probable 9,9 % v/v y densidad 80 g/L.

Mosto Tannat: se prepard a partir de uvas Tannat de vendimia de marzo 2019 de un vifiedo de
Maldonado, Uruguay. Las uvas se despalillaron y se estrujaron en mortero estéril hasta obtener un volumen
aproximado de 250 mL de mosto. A continuacion, se pasteurizd en autoclave, mediante un ciclo corto con
incremento de temperatura hasta 105°C y 1 atm de presion, y posterior descenso paulatino de estas

condiciones. Al mosto conteniendo 23,5 °Brix a una temperatura de 20,3°C, correspondiente a una

Pagina | 34



Materiales y métodos

concentracion de azucar de 233,2 g/L, 13,3% v/v de alcohol probable, densidad 1,110 g/mL se le
adicionaron 150 mg/L de fuente de nitrogeno (THIAZOTE® PH - LAFFORT®).

Los medios se distribuyeron en tubos falcon estériles previamente pesados y tapados con valvulas
airlock, de modo de generar condiciones de semi-anaerobiosis.

Condiciones de fermentacion alcohélica

Las fermentaciones se realizaron en dos condiciones: medio simil mosto y mosto Tannat con las
perlas de alginato. En paralelo, se realizd6 un control de fermentacion con células T73-4 libres. La
fermentacion alcohdlica se realizd por triplicado en tubos falcdn de 50 mL. Para cada ensayo se utilizé 25
mL de medio de cultivo (simil mosto o mosto Tannat) y se inoculd con una concentraciéon de 1,3 x107
células/mL (20 perlas de alginato de calcio). La fermentacion se llevé a cabo a 28°C y su seguimiento se
realizé controlando la liberacion de CO, mediante la determinacion de la pérdida de peso. La fermentacion
se considero finalizada cuando la pérdida de peso alcanzé un valor constante. El blanco del ensayo se
realizé en las mismas condiciones para simil mosto y mosto Tannat, sin indculo de células.

Al finalizar la fermentacion, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 4 minutos a 4°C y

se recolectd el sobrenadante, los cuales se conservaron en freezer (temperatura -20°C) hasta su analisis.
Estudio de liberacién de células desde las perlas de alginato

La liberacion de células (“leakage”) desde las perlas de alginato al medio de cultivo (mosto o simil
mosto) se determind mediante recuento en camara de Neubauer. Se tomo 1 mL del medio de cultivo y se
procedio a realizar el recuento en camara. Para calcular el leakage total en el ensayo se multiplicd por el
volumen total del medio (25 mL). Este procedimiento se realizé por duplicado.

El porcentaje estimativo de leakage se calculd de la siguiente manera:

células liberadas desde las 20 perlas al medio x 100

0, =
% de leakage células inmovilizadas en 20 perlas

Balance de masa luego de la fermentacién

Finalizada la fermentacion, se realizo el balance de masas en base a la determinacion de la cantidad

de células remanentes en las 20 perlas de alginato y asi como, la cantidad de células liberadas desde las
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mismas al medio (leakage), en relacion a la cantidad inicial de células aplicadas. Para esto, se selecciond
de forme representativa una perla de alginato luego de finalizada la fermentacion, se solubilizo y se
procedio a realizar el recuento segun las condiciones descritas anteriormente. Este procedimiento se
realizé por duplicado para cada muestra. El porcentaje de balance de masa se calculd de la siguiente

manera.

(células remanentes en 20 perlas+células liberadas al medio)x100

% Balance de masa =
/o células inmovilizadas en 20 perlas

Este procedimiento se realiz para cada muestra por duplicado.

Para los sobrenadantes de mosto Tannat correspondientes al ensayo con perlas de alginato, el
leakage se estim¢ adicionalmente mediante recuento en placa en medio Wallerstein Nutriente, (WLN -
Acumedia Lab — NEOGEN). Para ello, las placas con diferentes diluciones en suero fisioldgico de las perlas
recubiertas (diluciones 107y 109) y de las perlas de alginato sin recubrir y mosto Tannat (diluciones 10y

107 se incubaron a 28°C por 48 hs.
Andlisis de Metabolitos de Microvinificacién

Los azucares fermentables (fructosa y glucosa), y los metabolitos de fermentacion acido acético,
etanol y glicerol se cuantificaron por cromatografia liquida de alta presion (HPLC Waters 510). Las muestras
resultantes de la fermentacién en medio simil mosto y mosto Tannat, se diluyeron al décimo para ser
analizadas por HPLC, mientras que los correspondientes controles sin inoculo se diluyeron 1/100. Un
volumen de 20 pL de la muestra diluida se inyectd en la columna ROA-Organic Acid H+ (8%) de
dimensiones 300 x 7.8 mm (Phenomenex) con un flujo de 0,5 mL de fase movil (Acido Sulfurico 1,5 mM)
por minuto y una temperatura de 25°C. El detector acoplado utilizado fue el infrarrojo (IR) (WATERS R401)
y le procesamiento de datos se realizé mediante Software Empower. La concentracion de cada metabolito
se determin0 a partir de estandares puros: acido acético (800 mg/L), etanol 1,2%, glicerol 1g/L, fructosa 1
g/L cada una. Para la glucosa se realizo una curva de calibraciéon con diferentes concentraciones de glucosa

1,25y 50g/L).

El calculo de la concentracion de cada metabolito se realizo a partir del area correspondiente al

pico de cada uno:
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) ) area del pico x concentracion del estandar del analito
Concentracion del analito = - - ] xFD
area correspondiente al pico del estandar

FD: factor de dilucion (10 para las muestras resultantes de la fermentacion y 100 para los controles sin
indculo).
El célculo del rendimiento para cada metabolito se realizd a partir de la concentracion obtenida

de cada uno sobre los azucares consumidos.
Liofilizacién

La biomasa de cultivo (obtenida en las condiciones antes mencionadas) se resuspendié en
diferentes condiciones: leche descremada UHT (sola o suplementada con 5% m/v de glucosa’) 0 20% v/v
de dlicerol. Las muestras se congelaron por 24 hs en posicion horizontal en freezer (-20°C), y a
continuacion se procedid a su liofilizacion (liofilizador LABOTEC) por 24 horas. El estudio se realizé en las
mismas condiciones para las células inmovilizadas en perlas de alginato (sin uso y usadas luego de la

fermentacion en mosto Tannat).
Sistema concentrador de vacio

La biomasa obtenida en las condiciones ya descritas, se repartié de la siguiente manera: 1g de
biomasa se resuspendio en 3 mL, en leche descremada UHT suplementada con 5% m/v de glucosa o en
glicerol 20% (v/v). Para cada condicion, se repartieron alicuotas de 200 ulL en tubos eppendorf de 1.5 mL.
El estudio también se realizd para las perlas de alginato (sin uso y usadas) donde en un tubo eppendorf
de 1,5 mL, se coloco una perla de alginato y 200 pL de leche descremada UHT suplementada con 5% m/v
de glucosa o glicerol 20% v/v). El procedimiento fue realizado en el concentrador de vacio (Thermo
Scientific Savant SPD1010) a una presion de 6,8 torr y 46°C de temperatura.

Adicionalmente, la cantidad de células viables se analizaron mediante recuento en placa en medio
YPD agar (YPD suplementado con 15 g/L de agar bacterioldgico). El ensayo se realizd inoculando una
concentracion 108 cel/mL (control), liofilizadas y deshidratadas mediante concentrador de vacio. Las placas

se incubaron a 28°C por 48 hs.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

Optimizacion de condiciones para la inmovilizacién de S. cerevisiae

Se estudiaron diferentes relaciones de carga (biomasa) y concentraciones de alginato de sodio de
manera de determinar aquellas que sean mas Optimas para su UsO en procesos, tales como
fermentaciones. Para ello, una cantidad de 0,5y 1 g de biomasa se inmovilizé en soluciones de alginato®’
de 1,5, 2,5y 3,5% m/v. Era deseable que las células inmovilizadas presentaran al menos tres caracteristicas:
favorecer la difusion tanto de sustratos como de productos manteniendo la actividad celular, evitar la

pérdida de células y promover la estabilidad estructural del preparado inmovilizado.

0,5g biomasa -30mL de alginato 1g biomasa - 30 mL de alginato
20
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Figura 6. Porcentaje de inmovilizacién en funcion de la concentracion de alginato utilizada.

En la Figura 6 se muestran los porcentajes de inmovilizacion obtenidos en las diferentes
condiciones ensayadas. Para una carga de 0,5g cuando se utilizan las concentraciones de alginato 1,5, 2,5,
3,5% m/v el porcentaje de inmovilizacion es de 100+ 10, 106+10 y 109+9, respectivamente. Cuando se
carga 1g de biomasa se obtuvo un porcentaje de inmovilizacion de 98+10, 9745 y 90+4, respectivamente.
Cuando la concentracion de alginato fue de 3,5% m/v, se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de inmovilizacion dependiendo de la carga de biomasa ofrecida. Para 0,5g de biomasa, el
porcentaje de inmovilizacion fue de 109+9 %, mientras que, para 1 g de biomasa, fue de 90+4 %. Si
consideramos que el tamafio de las perlas es el mismo para todos los ensayos, esta diferencia podria estar

relacionada a una posible saturacion de las perlas. Cuando la concentracion de alginato aumenta, el
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tamafio del poro de la matriz es mas pequefio’ y menor es el espacio disponible para que las células se
inmovilicen. A diferencia de lo observado cuando se utiliza la mitad de carga de biomasa, la perla no se
satura, permitiendo alcanzar un mayor porcentaje de inmovilizacion. Sin embargo, esto Ultimo podria dar
lugar al crecimiento celular dentro de la misma, lo cual no es favorable, ya que, se ha reportado que el
crecimiento celular dentro de la perla (formacion de agregados celulares) puede aumentar las limitaciones
difusionales propias del sistema de inmovilizacion®. Por lo tanto, alcanzando un mayor grado de

saturacion de la perla, se asegura que el crecimiento de las levaduras dentro de la misma sea menor.

Caracterizacion de las perlas

Tamafio de las perlas

En la Figura 7 se muestran las perlas de alginato obtenidas a partir de las diferentes
concentraciones ensayadas del mismo (1,5, 2,5y 3,5% m/v). Puede observarse que, todas las perlas son
esféricas con un didametro aproximado de 3,5 mm, presentando apariencia compacta. Visto que, se utilizd
un unico dispositivo de goteo (diametro 2,8 mm) era de esperarse que todas las perlas tuvieran el mismo
tamafio. En general, se ha observado que cuanto mayor es el tamafio de las perlas, el area superficial
disponible para la transferencia de masa de sustrato dentroy a través de la perla disminuye. En perlas mas
pequefias, en cambio, se mejoran las propiedades de transferencia de masa (de nutrientes y productos

metabdlicos)®.

Concentracion de alginato: 1,5% 2,5% 3,5%

Carga de biomasa: 05g 1g

Figura 7. Tamafio de las perlas en funcion de la concentracion de alginato utilizada y la biomasa cargada.

Estabilidad de las perlas de alginato en heladera

Para la evaluacion de la estabilidad celular se estudio el porcentaje de células vivas en las perlas
durante su almacenamiento en heladera a 4°C mediante la técnica de reduccion de azul de metileno,
método que se basa en la reduccion del colorante azul de metileno a azul de leucometileno por parte de

las células vivas, tornandose incoloras. Las células muertas no presentan esa capacidad y contindan azules
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cuando son observadas al microscopio”. En las células muertas el colorante también ingresa, pero no es
reducido, por lo que, al observar al microscopio se veran de color azul mientras que las viables no se
tefiiran™. Otros autores, sugieren que el método se basa simplemente en el ingreso del colorante sélo en
las células muertas, las cuales presentan su membrana dafiada’. La viabilidad de las levaduras es el
porcentaje de células vivas, mientras que la vitalidad se relaciona con su calidad fisiolégica’®. Por tanto,
esta técnica permite distinguir células muertas y células vivas, pero no distingue claramente entre la calidad
fisiologica de las células de levadura vivas (estado metabdlico). De esta manera, aun cuando el método de
tincion tiene la ventaja de ser rapido, solo proporciona un indicio de la viabilidad mas que un valor

absoluto.

En la Figura 8 puede observarse que las células inmovilizadas y almacenadas en suero fisioldgico
en heladera mostraron buena estabilidad, manteniendo en su mayoria, un porcentaje de viabilidad celular
entre el 80-100% al cabo de 160 dias. Dash y Barik, et al. (2015), han reportado que las células de S.
cerevisiae inmovilizadas en perlas de alginato almacenadas a 4°C durante 45 dias mantienen una viabilidad
del 99%, por lo que nuestro resultado se destaca ya que al cabo de 160 dfas los porcentajes de viabilidad
eran muy altos (= 80%). Esto representa una ventaja para la conservacion de las perlas para su posterior

uso, ya que, mantienen gran parte de su estabilidad durante su almacenamiento’”.
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Figura 8. Porcentaje de células vivas en las perlas de alginato en funcién de los dias de almacenamiento a 4°C.
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Estabilidad mecanica de las perlas de alginato

La estabilidad mecanica de las perlas de alginato se determind mediante el uso de tampdn citrato
de sodio pH 5.0 0,1 M, que actia como agente quelante del calcio de las perlas permitiendo su disolucion.
Se observo una relacion entre la concentracion de alginato en las perlas y el tiempo necesario para disolver
la perla completamente. Aquellas con concentracion de alginato 3,5% m/v requerian 25 minutos, mientras
que las de 2,5% y 1,5% m/v se disolvian completamente en tiempos menores de 20 y 10 minutos,
respectivamente. Este resultado demuestra que a mayor % de entrecruzamiento (mayor concentracion de
alginato) las perlas son mas resistentes requiriendo un mayor tiempo de disolucion. Este resultado coincide
con lo reportado por varios autores que han observado que el incremento de la concentracion de alginato

conlleva a la obtencion de perlas mas resistentes*®’®,

Caracterizacion de las perlas de alginato luego del uso en fermentacién en simil mosto

En funcion de los resultados previos obtenidos de estabilidad, se observd que todas las perlas de
alginato preparadas, eran estables operacionalmente, por lo que las mismas podrian ser utilizadas en
fermentaciones. Sin embargo, pensando en una posible aplicacion enoldgica de las perlas y segun los
resultados obtenidos previamente en porcentajes de inmovilizacion, segun la relacion carga de biomasa-
concentracion de alginato, se seleccionan para los siguientes estudios de fermentacion las perlas de

alginato 1,5, 2,5 y 3,5% m/v inmovilizadas con una relacion de 1g biomasa/30 mL de alginato.

Estabilidad operacional de las perlas de alginato

Se realizaron ensayos de fermentacion en medio simil mosto, utilizando las perlas de alginato
seleccionadas. Al final de la fermentacion, se calculd el % de leakage y el balance de masa, obteniendo los

resultados que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Balance de masa y leakage al final de la fermentacion utilizando perlas de alginato

Concentracién de alginato utilizada (m/v) Leakage (%) Balance de masa (%)
1,5% 40 + 13 140 £ 15
2,5% 12+07 19 + M
3,5% 41+19 124 £ 17
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Enla Tabla 2 se observa un porcentaje de leakage de 40 + 13 % correspondiente a la inmovilizacion
con 1,5% m/v de alginato. Este resultado coincide con lo reportado por varios autores, donde mencionan
que a bajas concentraciones de alginato, se obtiene una red con poros muy grandes, permitiendo la
difusion de nutrientes y oxigeno a través de la perla de alginato "*”. A su vez, se observé que las perlas
de 1,5% m/v de alginato son muy fragiles y se rompen con facilidad, generando un proceso de expansion
de las mismas con la consecuente liberacion de las células al medio. En ese sentido, los porcentajes de
leakage obtenidos para las concentraciones mas altas de alginato fueron considerablemente menores,

siendode 1,2 £+ 0,7y 4,1+ 1,9 % para 2,5y 3,5% m/v de alginato, respectivamente.

La cantidad de células y de alginato, la porosidad (dependiente de la concentracion de alginato),
la concentracion de cloruro de calcio y el tiempo de polimerizacion tienen un rol fundamental en la
estabilidad operacional y eficiencia de las perlas’. De los resultados obtenidos en este estudio se observo
que las perlas con concentracion de alginato 1,5% m/v no presentaron la estabilidad operacional requerida
para el proceso, mientras que las perlas con concentracion de alginato 2,5% m/v se observaron flexibles y
resistentes, manteniendo la integridad durante todo el ensayo. Las perlas con concentracion de alginato
3,5 % m/v son estables, pero mas rigidas, pudiendo dificultar la transferencia de nutrientes a través de las

mismas’®, en comparacion con las perlas de 2,5 % m/v de alginato.

Los balances de masa para 15 25 vy 3,5% m/v fueron de 140415, 119+11 y 124+17 %,
respectivamente. Estos resultados indican que hubo crecimiento celular a lo largo del proceso para todas
las condiciones de inmovilizacién ensayadas, siendo mayor en las perlas con la menor concentracion de
alginato (1,5% m/v). Esto coincide con lo mencionado anteriormente, a menor concentracion de alginato,
el tamafio de poro es mayor, permitiendo el crecimiento celular. No se observaron diferencias significativas

entre las perlas con concentracion de alginato 2,5y 3,5% m/v.

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos, se descartd el uso de las perlas con concentracion

de alginato 1,5% m/v y se continué con el estudio de las perlas 2,5y 3,5% m/v de alginato.

Recubrimiento de las perlas de alginato

Si bien el porcentaje de leakage observado para los inmovilizados de 2,5y 3,5 % m/v (1,2+0,7 y

4,14£1,9 %, respectivamente) fue bajo (Tabla 2), varios reportes sugieren el recubrimiento de las perlas de
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alginato considerando que ademas de disminuir el leakage podria mejorar alin mas la estabilidad de las
mismas™.

Se ha reportado que el uso de quitosano como agente de recubrimiento permite la disminucion
de leakage, actuando como barrera para la liberacion celular desde las perlas debido a que es un
polielectrolito cationico que interactla con el alginato polianidnico para dar lugar a una capa que rodea
un “nicleo” de alginato®®'. En este sentido, como primera alternativa se realizd un recubrimiento con
quitosano, obteniéndose perlas operacionalmente estables. Sin embargo, al final del proceso se observé
a simple vista que las perlas estaban desintegradas y las células se encontraban en suspension,
sedimentadas en el fondo del tubo, por lo que, pudo deducirse que hubo una excesiva liberacion de las
mismas al medio, resultado que no concuerda con la finalidad del recubrimiento de las perlas de alginato.
Una posible causa del resultado obtenido, podria deberse a la baja pureza del quitosano que disponiamos
en el laboratorio. Considerando que dicho procedimiento de recubrimiento no fue exitoso, y existen
reportes previos del uso de alginato como agente de recubrimiento se ensayaron recubrimientos de las
perlas de alginato con diferentes concentraciones de alginato, de 0,17 % (R1) y de 0,5 % (R2) m/v. De esta
forma se generarian perlas con una capa externa de alginato de calcio libre de células con un nucleo

interno conteniendo las células, impidiendo que las mismas escapen de las perlas®>?.

Tabla 3. Evaluacion del recubrimiento R1y R2 de las perlas de alginato

Concentracién de alginato utilizada (m/v) Leakage (%) Balance de masa (%)
2,5% 12+07 19 + 11
2,5% R1 28+ 4 13 +9
2,5% R2 19 +1 105+ 9
3,5% 41+19 124 £ 17
3,5% R1 95+15 124 £10
3,5% R2 541 13 +1

Enla Tabla 3, se observa que, para las perlas de alginato 2,5y 3,5% m/v R1, se observé un aumento
significativo del leakage de 28+4 y 9,5+1,5 %, respectivamente, en comparacion con las perlas de alginato
2,5y 3,5% m/v sin recubrir (1,2+0,7 y 4,1£1,9 %, respectivamente). El porcentaje de leakage observado

para las perlas de alginato 2,5y 3,5% m/v R2 fueron muy similares entre si (1,9 £1y 5+1%, respectivamente)
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y también con las perlas de alginato 2,5 vy 3,5% m/v sin recubrir. Reportes previos coinciden que el
recubrimiento de las perlas con una capa de alginato 0,5% m/v, reduce la liberacién de células desde las
perlas al medio de fermentacion. Las diferencias observadas entre los valores de leakage obtenidos para
R1y R2 podrian deberse a que el proceso de recubrimiento se realizd de forma diferente. El recubrimiento
R1 se realizd partir de perlas lavadas con agua destilada, las cuales se mezclaron con una solucion 0,177%
m/v de alginato, mientras que, el recubrimiento R2 se realizé a partir de perlas sumergidas en una solucion
de CaCl; 0,05M y NaCl 0,2M, las cuales se transfirieron a una solucion 0,5% m/v de alginato. Este Ultimo
recubrimiento, permite mayor grado de entrecruzamiento entre el alginato y el calcio, ya que la superficie

de las perlas estaba embebida en la solucién de CaCl, cuando se transfirieron a la solucion de alginato.

El balance de masas realizado luego de finalizada la fermentacion en simil mosto con las diferentes
perlas de alginato 2,5y 3,5% m/v tanto recubiertas (R1y R2) como sin recubrir muestran porcentajes muy

similares que van desde 105 + 9 a 124 £ 10 %.

Estos resultados, indican que, entre las condiciones de recubrimiento ensayadas (R1y R2), no hay
diferencias significativas en cuanto al posible crecimiento celular dentro de la perla. Se destaca que,
cuando se recuperaron las perlas al final de la fermentacion (Figura 9), se observo que las perlas 2,5y 3,5%
R1quedaban mas gelatinosas y muy blandas. Por lo tanto, teniendo en cuenta el aumento significativo de
leakage en comparacion con las perlas de alginato sin recubrir y la falta de estabilidad operacional para

un posible redso, se descarta el uso de las perlas recubiertas R1.

3,5% m/v R1

Figura 9. Recuperacion de las perlas de alginato al final de la fermentacion (sin recubrir y
recubiertas R1y R2).
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Evaluacion de fermentaciones con células libres vs. células inmovilizadas

Para llevar a cabo estos ensayos se seleccionaron las perlas de alginato 2,5y 2,5% m/v R2 en base

al porcentaje de leakage levemente menor de éstas y por reportes previos, en los cuales se ha observado

que las perlas con concentraciones de alginato superiores al 3% m/v presentan problemas de difusion de

nutrientes*’* % Esto es debido a que, a medida que la concentracién de alginato aumenta, la velocidad

de difusion de la glucosa y etanol disminuye®.

Seguimiento de pérdida de peso durante el proceso de fermentacién

El transcurso de la fermentacion en simil mosto y mosto Tannat se monitored mediante

seguimiento de la pérdida de peso, debida a la produccion de CO; durante el proceso (Figura 10).

Pérdida de peso (g CO,/25 mL medio)
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Figura 10. Pérdida de peso en gramos en funcién de los dias de fermentacion. A) en simil mosto. B) en mosto Tannat.

En la Figura 10A, se observa que, en simil mosto, las propiedades cinéticas de S. cerevisiae

inmovilizadas son diferentes a la de las células libres. La pérdida de peso fue mas rapida en el ensayo con

las perlas de alginato en comparacion con las células libres, o que podria deberse a que las células

inmovilizadas presentan un flujo elevado de glucosa, es decir, consumen glucosa a mayor velocidad que

las células libres, por ende, mas sustrato se convierte en etanol. Se ha observado que las células por

interaccion con el soporte de alginato, se vuelven metabdlicamente mas activas y la fermentacion ocurre

a mayor velocidad respecto a los casos en los que se emplean células libres*. Al cabo de 13 dfas, las células

libres alcanzaron una pérdida de peso de 1,3 g mientras que para las inmovilizadas la pérdida de peso fue

casi el doble (2,2 g) en la misma condicién. En cambio, en mosto Tannat (Figura 10B) no se observaron

diferencias significativas de pérdida de peso entre células libres e inmovilizadas. Esto podria deberse a la
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complejidad en la composicion del medio mosto natural, que ademas de los nutrientes, contiene gran

cantidad de compuestos organicos, que comprometen la transferencia de nutrientes a las céulas

inmovilizadas. Es de destacar que las inmovilizadas contienen una barrera de limitacion difusional que es

la propia matriz de inmovilizacion, por lo que, sumado a la complejidad del mosto, es esperable que la

velocidad en el consumo de nutrientes como la glucosa, en esta condicion, esté mas limitado.

Analisis de metabolitos de microvinificacion

Ademas de evaluar los parametros de estabilidad del uso de perlas de alginato y leakage, es

importante evaluar la performance de la fermentacion en relacion a los metabolitos de microvinificacion

principales (etanol, glicerol y acido acético) generados al utilizar tanto perlas de alginato como células

libres.

Tabla 4. Produccion y rendimiento de metabolitos de microvinificacion. (ND: no detectado)

SIMIL MOSTO
Células libres Células inmovilizadas
2,5% 2,5% R2
Producciéon de etanol
57414 79+8 75+5
(g/L)
Rendimiento etanol
0,5+0,0 0,5+0,0 0,5+0,0
(9/9)
Produccién de etanol
7+0 10£1 9+1
(%)
Producciéon de
7+0 101 1041
glicerol (g/L)
Rendimiento de
0,06+0,00 0,06+0,01 0,06+0,01
glicerol (g/g)
Produccién de acido
548+320 12874175 13204164
acético (mg/L)
Rendimiento de acido
5+3 8+1 8+1

acético (mg/q)

MOSTO TANNAT

Células libres

76+18

14+2

0,09+0,01

260 + 40

1,75 £ 0,27

Células inmovilizadas

2,5% 2,5% R2

55+11 o1+7/

0,4+0,1 0,4+0,0

741 8+1

9+2 9+1

0,06+0,01  0,06+0,00

ND ND

ND ND
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Produccién y rendimiento de etanol

En la Tabla 4, se observa que, para la fermentacion transcurrida en simil mosto, la produccion de
etanol obtenida en el ensayo con las células inmovilizadas fue mayor (79+8 y 75+5 g/L para 2,5y 2,5%
m/v R2, respectivamente) en comparacion con las células libres (57+1 g/L). Este resultado coincide con lo
observado en el monitoreo de pérdida de peso en el cual las células libres fueron menos eficientes, lo que
se ve reflejado en la produccion de etanol. Por HPLC pudo comprobarse entonces que, las células
inmovilizadas fueron mas eficientes en la produccion de este compuesto, en comparacion con las células
libres. En cuanto al rendimiento de etanol por gramo de azucar consumido, no se observaron diferencias
significativas entre células libres e inmovilizadas, siendo de 0,5+0,0 g/g. Esto Ultimo indica que, tanto las
células libres como inmovilizadas son capaces de producir la misma cantidad de etanol por gramo de
azucar consumido v la diferencia en las cantidades alcanzadas de etanol se debe a un mayor consumo de
azucares por parte de las células inmovilizadas, en esa condicion, como se puede ver mas adelante (Figura
11). Una posible causa de esta eficiencia en el consumo de azucares, podria deberse a que las células libres
podrian estar bajo efecto inhibitorio del etanol. La sensibilidad hacia el etanol es una caracteristica variable
entre las cepas de Saccharomyces®°. El efecto protector en las células inmovilizadas se podria deber a
que estas contienen porcentajes significativamente mas altos de acidos grasos saturados en comparacion
con las células libres, lo cual conduce gradualmente a una mayor tolerancia al etanol en las células
inmovilizadas vy, por lo tanto, a mejores tasas de fermentacion, en comparacion con las células libres. El
aumento de saturacion de los acidos grasos se debe a las condiciones osméticas alteradas en el
microambiente de las células. Sin embargo, Norton y D’Amore sugieren en su estudio, que este aumento
en la tolerancia al etanol se puede atribuir ya sea a la capa protectora de gel o a la modificacion en la
concentracion de acidos grasos en las membranas debido a la limitacion difusional del oxigeno **. Norton
et al., observaron que cuando la matriz polimérica que rodea las células se debilita o se destruye por calor
0 rotura mecanica, las células liberadas no presentan proteccion contra el etanol o el estrés por calor, lo
que determina que es la propia matriz quién proporciona un entorno protector contra la toxicidad del
etanol®. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores, donde se ha observado un
aumento en la producciéon de etanol por parte de las células inmovilizadas **#>%. Galazzo y Bailey, et al.,

reportaron una produccion de etanol y consumo de glucosa mas rapidos por parte de las células

inmovilizadas en comparacion con las células libres®.
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En mosto Tannat, en cambio, no se observaron diferencias significativas en la produccion vy el
rendimiento de etanol entre células libres e inmovilizadas. En el ensayo donde se utilizaron células libres
para llevar a cabo la fermentacion, se produjo 76+18 g/L de etanol con un rendimiento del mismo de
0,5+0,1 (g/g), mientras que para las perlas de alginato 2,5y 2,5% m/v R2 se obtuvieron 55+11y 61+7 g/L
de etanol con un rendimiento de 0,4+0,1 y 0,4+0,0 (g/g), respectivamente. Esto concuerda con lo
observado en la pérdida de peso (Figura 10B), en donde, en mosto Tannat no se observaron diferencias
significativas entre células libres e inmovilizadas. Este resultado puede deberse a un efecto propio del
medio de fermentacion utilizado, ya que el mosto Tannat es mas complejo, en comparacion al medio simil
mosto. El mosto natural ademas de contener agua, azucares reductores, nitrégeno asimilable y factores
de crecimiento contiene también polifenoles, como antocianos y taninos, acidos organicos (tartarico,
malico, citrico), levaduras, bacterias y sustancias formadas por restos de pulpa, hollejos, semillas (las cuales

confieren al mosto nutrientes y vitaminas)'"#’

que pueden ingresar por difusion a través de las perlas de
alginato. En otras palabras, la compleja composicion del mosto natural, conteniendo elevada
concentracion de compuestos no metabolizables, podria conllevar a problemas de difusién de nutrientes
en la perla. A modo de ejemplo, se ha reportado que, cuando en el medio se encuentra gran cantidad de
particulas solidas, éstas podrian obstruir los poros de las perlas de alginato, imposibilitando el contacto
entre las levaduras y los nutrientes, por lo que, disminuye la difusion desde y hacia las perlas, provocando
que el rendimiento de etanol por parte de las células inmovilizadas sea menor®®. En concordancia con
nuestros resultados, Bokkhim y Neupane, et al., observaron que tanto el consumo de glucosa como la
produccion de etanol en un mosto tinto es similar entre las células libres e inmovilizadas™. A su vez, se
han reportado diversas estrategias para minimizar las limitaciones de transferencia de masa impuestas por
el propio sistema de inmovilizacion, entre ellas se destacan una agitacion suficiente durante la
fermentacion y una reduccion en el diametro de la perla, manteniendo las caracteristicas operativas de
las mismas. Esta Ultima estrategia se debe a que la inmovilizacion conduce a la reduccién de la
productividad de las células inmovilizadas debido a que el nucleo de la perla es mas deficiente en
nutrientes, siendo las células de la periferia las mas activas metabdlicamente®. Al disminuir el tamafio de
las perlas aumenta el &rea superficial disponible para la transferencia de masa de sustrato dentro y a través
de la perla. Goksungur, et al. han reportado un diametro optimo entre 2.0 - 2.4 mm para las perlas de

alginato®!.
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Produccién y rendimiento de glicerol

En la Tabla 4, se observa que, para la fermentacion en simil mosto, hubo una mayor produccion
de glicerol por parte de las células inmovilizadas recubiertas y sin recubrir (10+1 g/L) en comparacion con
las células libres (7+0 g/L), lo cual coincide con lo reportado por diferentes autores*® . Este resultado es
una ventaja para el inmovilizado, ya que el glicerol presenta diferentes cualidades sensoriales, aportando
un sabor ligeramente dulce y, debido a su naturaleza viscosa, contribuye a la suavidad, consistencia y
cuerpo de los vinos. Adicionalmente, tanto las células libres como inmovilizadas 2,5 y 2,5% m/v R2, son
capaces de producir la misma cantidad de glicerol por gramo de azUlcar consumido, 0,06+0,01, 0,07+0,01
g/g respectivamente, y para las células libres el rendimiento fue similar (0,06+0,00 g/g). Esto concuerda
con el resultado obtenido en la produccidn de etanol, las células inmovilizadas consumen mas azucares,

produciendo mayor cantidad de glicerol en comparacion con las libres.

Sin embargo, cuando la fermentacion transcurrié en mosto Tannat, se observd mayor produccion
y rendimiento de glicerol por parte de las células libres (14+2 g/L y 0,09+0,01 g/g respectivamente) en
comparacion con las células inmovilizadas (9+2 g/L y 0,06+0,01 g/g). Estos resultados podrian ser
nuevamente atribuidos a las limitaciones difusionales ocasionadas por la propia complejidad en nutrientes
del mosto, como también a las impuestas por el propio sistema de inmovilizacion. Si bien, como se

menciond anteriormente, varios autores observan un aumento en la produccion de glicerol por parte de

|35 |93

las células inmovilizadas, Norton, et al.> y Taipa y Cabral, et al.”, reportaron un menor rendimiento de
metabolitos secundarios de fermentacion por parte de éstas. Una de las hipotesis que plantean para este
resultado es que el menor pH intracelular en las células libres durante la fermentacion, podria ser
responsable del cambio metabdlico que conduce a una mayor produccion de metabolitos secundarios

(glicerol, 4cido acético acetaldehido) por parte de éstas, en comparacion con las células inmovilizadas *>%.

Visto que, en vinos, el glicerol se encuentra a concentraciones de 5-15 g/L, las concentraciones
alcanzadas en este estudio son adecuadas para un vino finalizado, tanto para las células libres como

inmovilizadas.

Produccién y rendimiento de acido acético

Se observé que durante el transcurso de la fermentacion en medio simil mosto (Tabla 4), los valores

de produccion de acido acético por parte de las células inmovilizadas son elevados, siendo de 1287+175
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mg/L en perlas sin recubrir y 13204164 mg/L en perlas recubiertas, en comparacion con las células libres
(5484320 mg/L). El valor alto del desvio estandar se debe a que el pico cromatografico del acido acético

es casi despreciable, por lo que el error que se puede generar al medir el area del mismo es mas grande.

Cuando la fermentacion se desarrollé en mosto Tannat, no se detectd produccion de acido acético
por parte de las células inmovilizadas 2,5% y 2,5% R2. En cambio, se observd produccion del mismo, por
parte de las células libres, de 260 + 40 mg/L (Tabla 4). Varios autores han reportado que la inmovilizacion
de levaduras, tiende a disminuir los valores de acidez volatil®*®* Esto presenta una ventaja del inmovilizado
frente a células libres, ya que es deseable la obtencion de valores minimos de acidez volatil, ya que, si bien
es un producto natural de la fermentacion, en exceso deja un aroma a vinagre y barniz en el vino. En vinos,
la concentracion de acido acético se considera defecto a partir de 600 mg/L?, por lo que los resultados

obtenidos se encuentran dentro de los valores de acido acético aceptables en vino.

Consumo de azucares en medio simil mosto y mosto Tannat

En la Figura 11, se muestra la concentracion de azUcares residuales (glucosa y fructosa) luego de la

fermentacion para células inmovilizadas y libres.

En simil mosto, las células inmovilizadas (2,5% y 2,5% m/v R2) consumieron la totalidad de glucosa
y fructosa presente en el mismo (86+1,4y 74+1,4 g/L, respectivamente), mientras que, cuando se utilizaron
celulas libres, la glucosa y fructosa remanente es de 12 g/L y 34 g/L respectivamente (Figura 11A). Esto
refleja el resultado obtenido en cuanto a produccion de etanol (y glicerol) en simil mosto, siendo mayor
por parte de las células inmovilizadas en comparaciéon con las libres, mas azucar consumido (en

anaerobiosis) mas produccion de etanol.
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Figura 11. Concentracion de azucares residuales (glucosa y fructosa) luego de la fermentacién en simil mosto (A) y mosto Tannat (B).
Concentracion inicial de glucosa vy fructosa presente en simil mosto es de 86+1,4 y 74+7,4 g/L, respectivamente, mientras que en

mosto Tannat es de 95+4 y 101+5 g/L, respectivamente (determinado por HPLC). , .
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En mosto Tannat (Figura 11B), conteniendo inicialmente 95+4 g/L de glucosa y 101+5 g/L de
fructosa, la glucosa remanente luego de la fermentacion fue de 10+4 g/L para las células libres y 20+7 y
19+5 g/L para las células inmovilizadas 2,5% vy 2,5% m/v R2, respectivamente. La fructosa remanente fue
de 35+4 g/L para las células libres y 32+7 y 31+5 g/L para las células inmovilizadas 2,5% vy 2,5% m/v R2,
respectivamente. Por lo que, puede observarse que los azucares residuales son similares (teniendo en
cuenta el desvio estandar) tanto para las células libres como inmovilizadas, lo que coincide con la cantidad

de etanol alcanzada en estas condiciones (Tabla 4).

En todas las condiciones, el azucar residual minoritario es la glucosa, esto se debe a que S.
cerevisiae es glucofilica, es decir consume glucosa a mayor velocidad que la fructosa. Esta preferencia se
debe a que los transportadores celulares de estas hexosas presentan una mayor afinidad por la glucosa
que por la fructosa™. En la elaboracién de vinos tintos, una fermentacion alcohdlica finalizada da como
resultado un agotamiento casi total de los azucares, lo cual es esencial para obtener un buen equilibrio
del vino. Generalmente, cuando los valores de azUcares reductores estan por debajo a 2 g/L, se considera
que la fermentacion ha finalizado®™. Los valores de azicar residuales obtenidos en mosto Tannat son
elevados para considerar un final de fermentacién exitoso. Una posible causa a esta parada de
fermentacion observada podria ser la falta de nitrégeno. El nitrdgeno es un factor clave cuyo impacto es
determinante en la fermentacion del vino, ya que es el nutriente mas importante y, por consiguiente,
influye tanto en la cinética de la fermentacion como en la calidad del mismo. Es esencial para el crecimiento
y metabolismo de las levaduras durante el proceso de vinificacion. El nitrdgeno facilmente asimilable
constituye un importante factor nutricional para las levaduras durante la fermentacion alcohdlica por
permitir la sintesis de proteinas que van asegurar el transporte de los azUcares hacia el interior celular,
donde seran fermentados”®% En nuestro estudio, se observd que, sin el agregado inicial de fuente de
nitrégeno al mosto, las levaduras no crecian, por lo que, se adiciond 150 mg/L de fuente de nitrbgeno
(THIAZOTE® PH - LAFFORT®) al inicio de la fermentacion lo que favorecio el crecimiento y metabolismo
de las mismas. Por lo tanto, como forma de optimizar este proceso, se podria adicionar nitrégeno tanto
al inicio de la fermentacion y avanzado 1/3 de la misma, de modo que el uso de nitrégeno sea paulatino
y la fermentacion constante, evitando entonces paradas de fermentacién®. Hoy en dfa, también existen
otros métodos de reactivacion de la fermentacion que consisten en la limpieza del propio mosto. La uva

puede contener componentes toxicos que inhiben la fermentacion (acidos grasos de cadena corta y
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media). En el mercado actual, se encuentran disponibles productos en base a paredes celulares de levadura

con buena capacidad de absorcion y afinidad por estos componentes'™.
Caracterizacion de las perlas de alginato luego del uso en fermentacién de mosto Tannat

Luego de finalizada la fermentacion en mosto Tannat, se realizd el estudio de leakage y balance
de masas. Debido a la complejidad del medio mosto natural, al tratarse de uvas tintas, en lugar del
recuento en microscopio, se realizd recuento en placa en medio WLN para realizar un célculo estimativo

de leakage en las fermentaciones realizadas con células inmovilizadas (Figura 12).

Figura 12. Siembra en placa en medio WLN. Sobrenadante de ensayo utilizando: A) perlas de alginato 2,5%
(m/v) B) perlas de alginato 2,5% (m/v) R2

Se obtuvo un recuento de 2,5 x 10° ufc/mL para el sobrenadante del ensayo donde se utilizaron
las células inmovilizadas en alginato 2,5% m/v y 1,5 x 10* ufc/mL para las perlas 2,5% m/v R2. Estos valores
corresponden a un % de leakage de 2 y 0,1%, respectivamente. Si bien, para las perlas de alginato sin
recubrir se obtuvo un leakage bajo, se demuestra que el recubrimiento con 0,5% m/v de alginato, previene
aun mas, la liberacion de células al medio. El balance de masas luego de la fermentacion fue de 118410 y
129+4 % para las perlas de alginato sin recubrir y recubiertas R2 respectivamente, similar a lo observado

en simil mosto, lo que refleja un leve crecimiento celular dentro de la perla de alginato durante el proceso.
Viabilidad de células inmovilizadas luego de su uso en fermentacion

Luego del proceso de fermentacion (en simil mosto y mosto Tannat), se estudio el porcentaje de
células vivas contenidas en las perlas de alginato a través del recuento en camara de Neubauer mediante
tincion con azul de metileno. Adicionalmente, luego del proceso de fermentacion en mosto Tannat, se

realizd un recuento en placa en medio YPD agar de dichas células (Tabla 5).
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Tabla 5. Viabilidad de células inmovilizadas finalizada la fermentacién.

% VIABILIDAD
SIMIL MOSTO MOSTO TANNAT
Microscopio Microscopio Placa
2,5% +4 3348 13+4
2,5% R2 76+1 3146 9+2

En la Tabla 5, se observa que luego de la fermentacion en simil mosto el porcentaje de viabilidad
de las células inmovilizadas 2,5% y 2,5% R2 fue de 71+4 y 76+1 %, respectivamente. En mosto Tannat, el
porcentaje de viabilidad fue significativamente menor, siendo de 33+8 y 31+6% para las células
inmovilizadas 2,5% y 2,5% R2, respectivamente, mediante recuento en el microscopio, y de 13+4 y 9+2%,
respectivamente, mediante recuento en placa. Esta diferencia obtenida entre ambos métodos, podria
deberse a que la técnica de recuento en microscopio con azul de metileno si bien permite distinguir células
muertas y células vivas, no distingue la calidad fisiolégica (estado metabdlico) de las células de levadura
vivas. Por lo que, las células pueden no tefiirse (siendo contadas como vivas) pero incapaces de
reproducirse y estar metabdlicamente activas (por lo que no creceran en un medio de cultivo). Se ha
demostrado que la confiabilidad del procedimiento con azul de metileno disminuye cuando una muestra
comienza a perder viabilidad, lo que puede conducir a una sobreestimacion del nimero de células viables

101,102,103

en una poblacion En general, puede concluirse que ambos métodos resultaron ser adecuados

para el recuento, siendo el azul de metileno un recuento estimativo y el recuento en placa mas exacto.

Durante la fermentacion alcohdlica, las células de levadura son expuestas a varios tipos de estrés
a medida que las condiciones del medio cambian (por ejemplo, la disminuciéon del pH externo y la creciente
acumulacion de etanol). Hacia el final de la misma, estos cambios se ven acompafiados con el agotamiento
de nutrientes, o que genera un ambiente que conduce a la reduccion de la viabilidad celular (alteraciones

de la membrana plasmaética, que inhiben el desarrollo de las levaduras)™. Por lo que es de esperar que
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en un final de fermentacion las células de levadura libres presenten un % de viabilidad casi nulo. Una de
las ventajas en el uso de la inmovilizacion celular, es que la matriz de inmovilizacion actia como agente
protector frente a efectos fisicoquimicos como pH, agentes toxicos (etanol) y estrés ambiental. Dash y
Barik, et al.”’, han reportado que el porcentaje de viabilidad de células S. cerevisiae inmovilizadas luego de
la fermentacion, en una solucién conteniendo glucosa, es de 56%’’. En nuestro estudio, al final de la
fermentacion tanto en medio simil mosto, como mosto Tannat, un 99% de las células libres estaban
muertas. En medio simil mosto (Tabla 5), se observa al final de la fermentacion un porcentaje de viabilidad
alto (67-77%) de las células inmovilizadas en comparacion con las células libres, demostrando el efecto
protector de la inmovilizacion. Sin embargo, en mosto Tannat la viabilidad de las células inmovilizadas al
final de la fermentacién es muy baja (entre 7-17 %). Esto podria deberse a la posible falta de nitrdgeno
facilmente asimilable, esencial para el crecimiento y metabolismo de las levaduras, y a las limitaciones
difusionales mencionadas anteriormente, tanto debido a la compleja composicién del mosto Tannat como

a las limitaciones propias del sistema de inmovilizacion.
Evaluacion de métodos de deshidratacion de las perlas para posible retiso

Con la finalidad de un posterior retso de las perlas de alginato, es recomendable el secado parcial
o total de las mismas de forma de detener el crecimiento de las células contenidas en éstas. Adicionalmente
se disminuye el riesgo de una posible contaminacion. A partir de las condiciones de trabajo posibles en el
laboratorio, los métodos de deshidratacion estudiados fueron la liofilizacion y el sistema concentrador de
vacio.

En la Figura 13, se pueden observar los resultados de porcentaje de células muertas inmovilizadas
en 25y 25% R2 m/v de alginato (sin uso y usadas en fermentacion) luego de los procesos de
deshidratacion, obtenidos mediante recuento en placa. Se optd por elegir recuento en placa por tratarse
de un método mas exacto que el azul de metileno, ya que éste Ultimo, como se menciond anteriormente,
no distingue la vitalidad de la célula. Luego de los procesos de fermentacion y de estrés causado por la
deshidratacion, es de esperar que el estado metabdlico de las células no sea igual a su estado inicial, por
lo que, su vitalidad puede verse afectada. Las condiciones adversas a las que se enfrentan las levaduras
afectan principalmente a las estructuras celulares (por ejemplo, las membranas) y a las diferentes
macromoléculas, especialmente lipidos, protefnas y acidos nucleicos, las cuales sufren modificaciones

estructurales que dafian su funcion. En otras palabras, los efectos toxicos de los productos (por ejemplo,
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etanol) y / o factores fisicos (por ejemplo, temperatura y estrés mecanico osmotico) pueden conllevar una
serie de alteraciones morfoldgicas, intracelulares o metabdlicas que daran como resultado la incapacidad

de la célula para dividirse” .

Como se observa en la Figura 13, a través de la liofilizacion de células libres de S. cerevisiae T73-4
utilizando leche UHT suplementada con glucosa 5% m/v se obtuvo un 99% de células muertas al finalizar
el proceso. En cambio, el porcentaje de células muertas para las células inmovilizadas es menor en la
misma condicion (entre 38-80%). Este resultado destaca el efecto protector de la inmovilizacion sobre la
viabilidad celular en estas condiciones. Se ha reportado muy baja viabilidad de S. cerevisiae (libre) tras el
proceso de liofilizacion utilizando como lioprotector leche descremada suplementada con glucosa 5%

(inferior a 0,5%)"", lo cual coincide con el resultado obtenido.

120
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Figura 13. Porcentaje de células muertas al finalizar los procesos de deshidratacion.

En el caso de las células inmovilizadas sin uso, luego del proceso de liofilizacion se observd una
mayor proteccion a los dafios cuando se trabaja con Leche UHT descremada suplementada con glucosa
5 % m/v en comparacion a cuando se utilizé glicerol 20% v/v como lioprotector, siendo el porcentaje de
células muertas obtenido 38-74% y 90-94 %, respectivamente (Figura 13). A su vez, se observa un efecto

protector del recubrimiento (en el caso de las células inmovilizadas sin uso utilizando como lioprotector
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leche UHT descremada suplementada con glucosa) ya que luego del proceso, el porcentaje de células
muertas fue menor en comparacion al obtenido para las perlas sin recubrir, 48+10 y 7311 %,

respectivamente.

En el caso de células inmovilizadas usadas, cuando se utilizd glicerol 20% v/v como protector, se
observd menor porcentaje de células muertas en comparacion con las sin uso. A su vez, no se observaron
diferencias entre los porcentajes de células muertas obtenidas luego de la liofilizacion utilizando leche

descremada suplementada con glucosa o glicerol.

Luego del proceso de liofilizacion con leche descremada UHT suplementada con glucosa como
lioprotector, la recuperacion de las perlas se dificultd, ya que quedaban inmersas en una red de leche
deshidratada (Figura 14A). En cambio, cuando el medio es glicerol 20% v/v, las perlas quedan bien

diferenciables entre si, faciimente recuperables (Figura 14B).

Figura 14. Perlas luego de la liofilizacién utilizando como lioprotector leche UHT
suplementada con glucosa (A) (a. perlas sin uso, b. perlas usadas) y glicerol 20%
(v/v) (B) (a. perlas sin uso, b. perla usada).

En base a los resultados obtenidos luego del proceso de liofilizacion, se observd que cuando el
agente protector fue leche descremada suplementada con glucosa, se corroboré el efecto protector

debido a la inmovilizacion celular.

Luego de la deshidratacion mediante el sistema concentrador de vacio, cuando se utilizé como
agente protector leche descremada suplementada con glucosa (Figura 13) las células libres mostraron un
porcentaje de muertas del 79%. En estas mismas condiciones, el porcentaje de células muertas

inmovilizadas en 2,5y 2,5 % m/v R2 de alginato (sin uso en fermentaciones) fue de 3114 y 20+14 %
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respectivamente, y de 87+5 y 70+1 % en perlas usadas, respectivamente. Mediante el sistema de
concentracion de vacio, utilizando leche descremada UHT suplementada con glucosa, se observd un
mayor porcentaje de células muertas para las células inmovilizadas usadas en fermentacion, en
comparacion con las células sin uso, lo que podria deberse a la baja vitalidad de las mismas luego de la
fermentacion. A su vez, una vez mas, el efecto protector de la inmovilizacion de células sin uso, en
comparacion con las células libres quedd evidenciado. Cuando se utilizé glicerol como protector, en
cambio, los porcentajes de células muertas inmovilizadas en 2,5y 2,5 % m/v R2 (sin uso) es de 69+16 y
64+7%, respectivamente y en perlas usadas 82+6 y 63+9 %, respectivamente, no encontrandose
diferencias significativas entre perlas usadas y sin usar, ni con las células libres (63%). Luego del sistema
concentrador de vacio de las células inmovilizadas usadas, utilizando leche descremada o glicerol, se
observd un efecto protector del recubrimiento, siendo menor el porcentaje de células muertas en

comparacion al obtenido en las perlas sin recubrir.

En cuanto a la estabilidad operacional, las perlas de alginato sometidas al proceso de secado
mediante el sistema concentrador de vacio utilizando como protector leche descremada UHT
suplementada con glucosa, se fraccionaban con facilidad (Figura 15a). Sin embargo, los menores
porcentajes de células muertas obtenidos (3114 y 20+14 % en 2,5y 2,5 % m/v R2, respectivamente)
sugieren que podrian optimizarse las condiciones utilizadas en el proceso de deshidratacion para mejorar
el manejo de las perlas al finalizar el mismo, En ese sentido, algunos autores proponen el secado de perlas
a través de la utilizacion de un secador en lecho fluido a baja temperatura para evitar la pérdida de
viabilidad celular, optimizando tiempos y temperatura de trabajo, obteniendo una pérdida de viabilidad
de apenas un 3,2 % para perlas con concentracion de alginato 2% m/v. A su vez, se propone la
conservacion de las levaduras en atmdsfera inerte, ya que observaron descensos en la viabilidad de las

mismas en las perlas de alginato conservadas en atmosferas oxidantes®.

Figura 15. Perlas luego del sistema concentrador de vacio a. en
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En la Figura 14(A-B)b se observan las perlas usadas para la fermentacion en mosto Tannat tefiidas
de color violeta, debido a la adsorcion por parte de éstas, de pigmentos provenientes del mosto. Los
polifenoles presentes en el mosto de uva Tannat son los responsables del mismo. Estos compuestos
influyen también en la astringencia y en la complejidad del producto obtenido luego del proceso de
fermentacion del mosto. Los antocianos son compuestos fendlicos, presentes normalmente sélo en el

196 1 3 cantidad de antocianos

hollejo de la uva, responsables de la coloracion caracteristica de un vino tinto
extraidos durante la maceracion y fermentacion dependen de la levadura utilizada. Los flavonoles (otros
compuestos fendlicos) son los principales pigmentos amarillos de los hollejos de las uvas negras y blancas
y juegan un rol importante como co-pigmentos de los antocianos en los mostos y los vinos tintos jovenes.

Los taninos, son otro grupo de polifenoles, que participan en reacciones de estabilizacion del color™’.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las perlas de alginato obtenidas a través del proceso de inmovilizacion de Saccharomyces
cerevisiae T74-3 son compactas con un diametro de 3,5 mm. Las mismas presentan una buena estabilidad
durante su almacenamiento en heladera (4°C), manteniendo en su mayoria un porcentaje de viabilidad
celular entre el 80-100% al cabo de 160 dias. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
trabajo, las perlas de alginato 2,5% y 2,5% R2 muestran la mayor estabilidad operativa en el proceso de

fermentacion.

Los estudios de fermentacion realizados a escala de laboratorio, muestran un comportamiento
de las perlas de alginato diferente segun el medio de fermentacion utilizado (simil mosto o mosto Tannat).
En medio simil mosto, se observd tanto una mayor produccion de etanol y glicerol como consumo de
azUcares por parte de las células inmovilizadas en comparacion con las células libres. En mosto Tannat se
observd una producciéon de etanol y consumo de azucares similar por parte de células libres e
inmovilizadas, mientras que, la produccion de glicerol fue levemente mayor por parte de las células libres.
Adicionalmente, en simil mosto, la produccion de acido acético fue excesiva por parte de las células
inmovilizadas, mientras que, las mismas no produjeron acido acético en mosto Tannat. Si bien en mosto
Tannat, las concentraciones alcanzadas de metabolitos por las células inmovilizadas no presentaron
diferencias significativas en comparacion con las alcanzadas por las células libres, las primeras tienen la
ventaja de ser faciles de recuperar al finalizar el proceso, permitiendo un posible retso de las mismas, para
lo cual deberian optimizarse las condiciones ya que la viabilidad obtenida en mosto Tannat de las células

inmovilizadas al final de la fermentacion fue muy baja (entre 7-17 %).

Debido a que la inmovilizacion celular por atrapamiento presenta limitaciones difusionales,
como perspectiva, se podria optimizar dicho proceso, reduciendo el diametro de las perlas de alginato al
menor tamafo posible, manteniendo las caracteristicas operativas de las mismas. De forma adicional, para
minimizar las limitaciones de transferencia de masa externa (del medio a las perlas de alginato), se podria
evaluar una agitacion suficiente durante el proceso de fermentacion. De este modo, como perspectiva
para lograr una fermentacion exitosa (completa), se podria agregar fuente de nitrégeno adicional tanto al
inicio de la fermentacion como a 1/3 de avanzada la misma. Por lo que, optimizando de esta manera las

condiciones de fermentacion y evaluando a su vez diferentes tamafios de perlas, se podria obtener, al
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finalizar una fermentacion, porcentajes de viabilidad de células inmovilizadas mas altos a los obtenidos,

permitiendo un posible redso de las mismas.

Como perspectiva para evaluar el rendimiento de las perlas de alginato en procesos de
fermentacion se podrian evaluar para otros objetivos como, por ejemplo, en la clarificacion de vinos

blancos o para la segunda fermentacion o toma de espuma en vinos espumosos.

En relacion a las células inmovilizadas usadas en el proceso de fermentacion no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de células muertas obtenido luego de los tratamientos de
deshidratacion utilizados. Mientras que, en el caso de células inmovilizadas sin uso en fermentaciones, el
tratamiento optimo de deshidratacion, con la obtencion de la menor cantidad de células muertas, fue el
sistema concentrador de vacio, utilizando como agente protector leche descremada suplementada con
glucosa. A su vez, se evidenci® un efecto protector de la inmovilizacion celular luego de la liofilizacion
utilizando leche UHT descremada suplementada con glucosa 5 % m/v como agente protector. Se podria
optimizar las condiciones de los procesos, por ejemplo, suplementar la leche descremada con otros
agentes protectores adicionales que puedan potenciar el efecto protector, por ejemplo, leche descremada
suplementada con trehalosa.

Este trabajo constituye un acercamiento a la inmovilizacion de células de Saccharomyces
cerevisiae en un material no toxico y econdmico como el alginato para su uso en procesos fermentativos.
Sin embargo, se requieren estudios adicionales de caracterizacion de las perlas para mejorar los problemas
difusionales. En este sentido, en lo referente a los aspectos cinéticos, se requiere el desarrollo de estudios
minuciosos de los fendmenos de transferencia y de los aspectos cinéticos que rigen el consumo vy
generacion de metabolitos de fermentacion en los sistemas inmovilizados.

Por Ultimo, son pocos los estudios de aplicacion de los microorganismos inmovilizados en
vinificacion, debido probablemente a las complicaciones que podrian encontrarse al llevar los procesos a
un tratamiento a gran escala. Por lo que seria necesario realizar pruebas a escala piloto que permitan
establecer la factibilidad técnica y econdémica del uso de los mismos en fermentacion, asi como en
elaboracion de espumosos donde el uso de la estrategia de inmovilizacion podria tener un gran potencial

para tal fin.
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