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Resumen

La conservacion de microorganismos por liofilizacién es una técnica que se aplica frecuentemente
para mantener la viabilidad de cultivos iniciadores, resultando menos dafiina que los procesos de
deshidrataciéon convencionales. Sin embargo, existen diversos factores que afectan la resistencia de
los microorganismos al estrés del proceso de liofilizaciéon y a su posterior almacenamiento, que
llevan a que se deban ajustar las condiciones para cada cepa microbiana. Por lo que el objetivo del
presente trabajo fue disefar un protocolo de preparacién de levaduras secas activas (LSA) mediante
liofilizacion, para su posterior uso en el proceso de vinificacion, de cepas autdctonas de la regiéon
DOC-San Rafael (Mendoza-Argentina), tanto del género Saccharomyces como No-Saccharomyces,
previamente seleccionadas por sus cualidades enoldgicas. Se evalud la viabilidad de las mismas en
distintas soluciones lioprotectores, asi como el efecto intrinseco del congelamiento previo a la
liofilizacion, y se comparé con el secado convencional en estufa. La cepa no sacaromicética resistié
completamente el proceso de liofilizacion empleando glutamato de sodio al 2,4% como agente
protector, alcanzando casi un 100% de sobrevida. Mientras que para S. cerevisiae, los procesos mas
eficientes fueron la liofilizacion en presencia de mosto de uva como agente lioprotector, y el secado
a baja temperatura (322C), con 20,7 y 11,5% de sobrevida, respectivamente. La obtencién de un
protocolo 6ptimo de preparacién de un cultivo iniciador es importante para poder llevar este
desarrollo a bodega, y asi llevar a cabo la inoculacién de mostos en fermentacidn y sustitucién de
insumos importados, para la produccién de vinos que potencien las cualidades organolépticas

propias de la region.

Palabras Claves: Levaduras Secas Activas, Levaduras Autoctonas, Liofilizacién, Saccharomyces,

Vino.


mailto:mcmartin@fcai.uncu.edu.ar
mailto:vmorata@fcai.uncu.edu.ar
mailto:flavio_m500@hotmail.com

Introduccion

La industria enoldgica hace uso de cultivos
iniciadores para llevar a cabo la fermentacién
alcohdlica en forma  controlada 'y
estandarizada. Comercialmente, se trata de
levaduras secas activas (LSA), las cuales
pueden ser cultivos puros de Saccharomyces
cerevisiae o cultivos mixtos de S. cerevisiae-
levaduras No-Saccharomyces, de cepas que, en
el caso de Argentina, son originarias de otras
regiones del mundo, las cuales se deben
adquirir a precios elevados y ademas no
potencian las cualidades de los vinos de la
region.

Los microorganismos que se incluyen en el
disefio de un cultivo iniciador para
vinificacion deben mantenerse viables y en
alto ndmero para que, al ser inoculados en los
mostos, desempefien adecuadamente sus
funciones, como es la fermentacion alcohélica.
Estos requerimientos se relacionan
directamente con el método que se aplica
para obtener un elevado numero de
microorganismos y luego conservarlos. El
almacenamiento a bajas temperaturas
(congelacién o refrigeracidn) y la liofilizacion
son técnicas que se aplican frecuentemente
para mantener la viabilidad de cultivos
iniciadores (Pradelles y col., 2009; Zhao y
Zhang, 2009).

Particularmente, la liofilizacion implica la
eliminacion del agua u otros solventes

pasando directamente al estado gaseoso, a

partir de un producto congelado (proceso de
sublimacidn), lo cual se logra aplicando vacio.
De este modo, la viabilidad de los
microorganismos se mantiene por 5 a 20
afios, segun la cepa. Los productos liofilizados
son de alto valor comercial, debido a su
elevado costo de produccién ocasionado por
la maquinaria requerida y la alta demanda
energética. Existen diversos factores que
afectan la resistencia de los microorganismos
al estrés del proceso de liofilizacién y a su
posterior almacenamiento, tales como el
medio de cultivo que se emplea para obtener
alta biomasa, el nimero inicial de células a
liofilizar, la velocidad y temperatura de
congelamiento y la temperatura de
almacenamiento (Carvalho y col, 2004;
Berner y Viernstein, 2006; Schoug y col,
2006; Schoung Bergenholtz y col, 2012).
También la resistencia microbiana depende
de factores intrinsecos relacionados con el
género, la especie y el tamafio de la célula
microbiana (Carvalho y col, 2004). Diversas
publicaciones indican que las condiciones de
liofilizacion y almacenamiento son muy
diferentes y especificas para cada cepa, por lo
que se deben ajustar para cada
microorganismo (Carvalho y col, 2004;
Berner y Viernstein, 2006; Schoung-
Bergenholtz y col., 2012).

Otros métodos frecuentemente utilizados
para la produccién de cultivos microbianos

son el secado spray o deshidratadores de



lecho fluidizado. Sin embargo, también se han
reportado problemas de disminucién de la
viabilidad y efectividad de los -cultivos,
ademas de ser criticos los parametros como la
temperatura de secado, tamafo del granulo a
secar y humedad final del producto seco
(Turker y col., 2006). Por otra parte, Tsaousi y
col. (2008) reportaron un método de muy
bajo costo y con muy buen rendimiento y
efectividad, secando una cepa S. cerevisiae
térmicamente a baja temperatura, colocando
una capa fina de células prensadas en placas
de vidrio en estufa a 322C. Por lo que resulta
necesario seguir investigando métodos de
secado efectivos para la obtenciéon de LSC al

menor costo posible.

Objetivos

El objetivo de la presente investigacién fue
evaluar el efecto de la liofilizacion y del
secado de levaduras vinicas autdéctonas, para
definir un protocolo mas adecuado para la

produccién de levaduras secas activas (LSA).

Materiales y Métodos

Microorganismos y medios de cultivo:

Los microorganismos empleados fueron
levaduras tanto del género Saccharomyces (Sc
13A-21) como no-Saccharomyces (NoS 8A-5),
aisladas y seleccionadas previamente a partir
de uvas y mostos en fermentacion de la region
vitivinicola San Rafael, Mendoza, Argentina

(Cabeza y col., 2011). Como medio de cultivo

para el crecimiento de las cepas se utilizé
caldo YEPG (en g/L: extracto de levadura, 10;
peptona, 20; glucosa, 20, pH 5,5), asi como
YEPG agarizado cuando se requirié en medio
sélido (g/L: agar, 15). Se emplearon tubos
tipo Falcon con 20 mL de cultivo y la
incubacion se realizé en un bafio termostatico
con agitaciéon (Semedix, SHZ-88) por 24 h a
28°C (Figura 1).

ATENGIUTY

Figura 1. Bafo termostatico agitado
mostrando los tubos tipo Falcon con los
cultivos de levaduras.

Soluciones lioprotectoras:

Como lioprotectores se emplearon soluciones
en agua destilada estéril de: glutamato de
sodio 2,4%, extracto de levadura 4%, fructosa
10%, glucosa 10%, leche descremada 10%, y

mosto de uva (Bonarda, corregido a 18° Bx y



pH 5,0). Todas las soluciones se esterilizaron
por filtracién utilizando membranas Millipore
(0,22 pm), con excepcién del mosto de uva
que se trat6 a 90°C durante 10 min para evitar

su descomposicion térmica.

Liofilizacién:

Las cepas en estudio se cultivaron en 20 mL
de caldo YEPG al 2% y se incubaron a 28°C
por 24 h o hasta alcanzar la fase estacionaria.
Una vez obtenido el cultivo, las células fueron
colectadas por centrifugacion (3000xg, 20
min) y el precipitado fue lavado una vez y
resuspendido en 1 mL del lioprotector.
Seguidamente, se fracciond en viales o
ampollas para liofilizacién en voliumenes de
300 pL. Los viales se colocaron en freezer a -
40°C y posteriormente se liofilizaron en un
equipo Rificor S.H. (L-A-E50-CRT, Industria
Argentina), en las condiciones indicadas por
el fabricante (temperatura de congelado de
producto: -36°C; vacio: 0,022 mm Hg; tiempo:
8 h). Una vez finalizado el proceso, los viales
se cerraron en condiciones de vacio con el
sistema de cierre del equipo de liofilizacién y
se almacenaron a 4°C. En la Figura 2 se
observa el liofilizador utilizado y los viales
con el material biolégico una vez terminado el
proceso. Todos los experimentos se realizaron

por triplicado.

Figura 2. Liofilizador (Rificor S.H., modelo L-
A-E50-CRT) y viales de vidrio con el material
biolégico liofilizado.

Resistencia al proceso de liofilizacion:

Inmediatamente después del proceso de
liofilizaciéon, el material liofilizado se
resuspendié en un volumen de 300 pL de
agua peptona (0,1%) y se determind la
viabilidad celular (UFC/mL) de las cepas por
el método de diluciones seriadas y siembra en
superficie en placas de Petri. Se definié6 un
factor de sobrevida al proceso de liofilizacion
(FS) para este estudio, como sigue:
FS =1 - [(UFC/mL inicial-UFC/mL final)/
UFC/mL inicial]



Alternativamente, los resultados fueron
expresados en porcentaje de sobrevida:
% Sobrevida = [(UFC/mL final)/( UFC/mL
inicial)] * 100

Deshidratacion convencional a baja

temperatura:

En paralelo a la liofilizacién, y a modo
comparativo, se llevé a cabo un ensayo de
secado convencional en estufa de vacio, a
322C. Esta consiste en la eliminacion del agua
pasando directamente del estado liquido al
estado gaseoso, en ausencia de oxigeno. Para
el ensayo, las células provenientes de un
cultivo de 20 mL en caldo YEPG, de 24 h de
incubacioén, fueron recolectadas, lavadas una
vez, y resuspendidas en 1 mL de la solucién
protectora (mosto de uva Bonarda, corregido
a 18° Bx y pH 5,0). Seguidamente, dicha
suspension fue fraccionada en placas de Petri
en volumenes de 300 pl cada una. Las placas
fueron colocadas en estufa de vacio (presion
de vacio: 400-550 mmHg) y el secado se
realiz6 a 322C, hasta obtener peso constante.
Una vez finalizado el proceso, el material
biolégico seco se resuspendié en 300 pL de
agua peptona (0,1%) y se determind la
viabilidad celular (UFC/mL) por el método de

diluciones seriadas.

Andlisis estadistico:

Todos los ensayos se llevaron a cabo por

triplicado. Las diferencias significativas entre

los valores medios de cada tratamiento se
determinaron con la prueba LSD de Fisher
con un nivel de significancia 0,05, y el analisis
de datos se realizd6 con el software

Sthatgraphic.

Resultados y Discusion

Los startes o cultivos iniciadores de levaduras
consisten en un producto seco de levaduras
biolégicamente activas (levaduras secas
activas, LSA) capaces de iniciar
adecuadamente la fermentacion alcohdlica
una vez inoculados al mosto. Existen diversos
factores que afectan la resistencia de los
microorganismos al estrés del proceso de
liofilizacién y a su posterior almacenamiento.
Sin embargo, se han reportado diversas
estrategias para disminuir el dafio de las
células durante el proceso, dentro de las
cuales se manejan los parametros térmicos y
cinéticos del proceso y el uso de
lioprotectores, que incrementan la tasa de
sobrevida microbiana (Schoug y col, 2006).
Entre estos compuestos se encuentran
azucares, aminoacidos, compuestos proteicos
y moléculas antioxidantes (Huang y col., 2006;
Juarez Tomas y col.,, 2009; Montel Mendoza y
col, 2014). Por su parte, no existen muchos
antecedentes que refieran al proceso de
liofilizacion de levaduras vinicas. En un
trabajo reciente, se estudiaron distintos
protocolos de liofilizacion y resistencia a

dicho proceso de cultivos vinicos mixtos de



levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces,
junto con la bacteria lactica Oenococcus oeni
(Ale, 2014). Por lo que, en el presente trabajo
se realizd6 una primera experiencia de
teniendo cuenta estos

liofilizacion en

antecedentes. Los microorganismos
empleados para este ensayo fueron la cepa
13A-21 y 1la

8A-5

Saccharomyces cepa no-

Saccharomyces (levaduras no
fermentativa), aisladas de uvas y mostos en
fermentacion de la region vitivinicola DOC-
Rafael

San (Mendoza-Argentina) y

seleccionadas por su capacidad de
crecimiento en mosto y por las cualidades
organolépticas desarrolladas en los vinos
producidos.

En la Figura 3 se puede observar el factor de
sobrevida de las dos cepas estudiadas,

liofilizadas, y empleando como soporte
glutamato de Na al 2,4% o Fructosa al 10%.
Los resultados fueron satisfactorios para la
cepa no fermentativa 8A-5, particularmente
utilizando el primer lioprotector mencionado
(FS=0,960+0,382), indicando por lo tanto una
técnica de preservacion muy conveniente
para dicha cepa. Sin embargo, para la cepa
sacaromicética (Sc 13A-21), la viabilidad
luego del proceso de liofilizacién fue
practicamente despreciable. Este resultado
fue diferente del reportado por Ale (2014),
donde para una cepa S. cerevisiae vinica se

encontr6 que glutamato de sodio, glucosa y

Factor se sobrevida (FS)

maltosa fueron los mejores agentes

lioprotectores.
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Figura 3. Factor de sobrevida (FS) de las
cepas vinicas liofilizadas empleando como
soporte glutamato de Na al 2,4% o Fructosa al
10%. Cepas: Scl13A-21) Saccharomyces
cerevisiae 13A-21; NS8-5) No-Saccharomyces
8A-5.

A partir de estas experiencias preliminares se

continuaron ensayando protocolos de
liofilizacion para la cepa fermentativa Sc 13A-
21. llevé a cabo un

Por lo que se

procedimiento de liofilizacién empleando
otros agentes lioprotectores tomados de
datos de la literatura. Para la eleccion de los
lioprotectores, también se debe tener en
cuenta, que sean facilmente disponibles y en
general de bajo costo. En este trabajo, entre
los protectores seleccionados, se utilizé6 mosto
de wuva acondicionado (mosto Bonarda,
corregido a 18° Bx y pH 5,0, pasteurizado), el

cual no ha sido reportado previamente como



medio de soporte para levaduras vinicas
liofilizadas. Los resultados son presentados
en la Figura 4, la cual muestra el porcentaje de
sobrevida de la cepa S. cerevisiae 13A-21

liofilizada en los distintos lioprotectores.

suficientemente altos, representando un
in6culo importante por unidad de volumen.
En este sentido, para el mejor de los
protocolos, que fue en el que se usé mosto

como lioprotector, el valor final fue de

1,01x108 UFC/mL. Por otra parte, si se
compara con las levaduras disponibles en el

Leche descremada 10% mercado, en éstas se asegura que el niumero

i 10
Glucosa 10% de UFC/g sea superior a 1010, En la presente

experiencia, en 10 mg de levadura seca, que
Mosto 18% 20,7
es el material producido en cada vial, se
Extracto de levadura 4%
obtuvo un recuento de 1,01x108 UFC, de

0,
Fructosa 10% manera que en cada gramo se encuentra un

Glutamato de Na 2,4%

numero de células viables superior a 1x1010

0 5 10 15 20 25 UFC como se enuncia que poseen los

% Sobrevida preparados comerciales.

Figura 4. Porcentaje de sobrevida de la cepa

S. cerevisiae 13A-21 liofilizada en los distintos

lioprotectores.

Tabla 1. Recuentos de células viables

(UFC/mL) antes y después de la liofilizacion

A partir de dichos resultados, se puede en difgrentes lioprotectores para la cepa S.
cerevisiae 13A-21.

observar que el mejor agente protector para

la cepa S. cerevisiae 13A-21 resulté ser el Agente protector para Ri;?éggo Re;il:g;to
la liofilizacién

mosto de uva acondicionado, en el cual la 4 (UFC/mL) _ (UFC/mL)

sobrevida fue superior al 20 %. Mientras que Glutamato de Na 2,4% 1,00x10° 9,50 x10°

) _ Fructosa 10% 1,05x10° 1,76x107

para los demds protectores, la sobrevida fue Mosto de uva 314x109 1,01x 108

significativamente mas baja. En comparacion Extracto levadura 4% 2,33x10° 1,76x 106

con los valores obtenidos para la cepa no- Glucosa 10% 1,19x10° 9,20 x 107

Leche descremada 10% 1,67 x 10° 4,58 x 107

Saccharomyces, para la cual la sobrevida fue
cercana al 100%, el valor de sobrevida de la

1céh 0, .. , . ,
cepa sacaromicética (alrededor de un 20%) Adicionalmente, se evalu6 el efecto intrinseco

parecerfa ser muy bajo. Sin embargo, se pudo del frio (congelamiento a -40°C, previo a la

observar que los recuentos celulares finales, liofilizacién) sobre la cepa S. cerevisiae 13A-

los cuales se muestran en Tabla 1, fueron 21, utilizando como crioprotector extracto de

7



levadura al 4%. Las muestras se mantuvieron
a -40°C por diferentes lapsos de tiempo,
comprendidos entre 72 horas y 15 dias, antes
de la liofilizacién. Los resultados se pueden
observar en la Tabla 2, los que indican que el
porcentaje de sobrevida es mayor al menor

tiempo.

Tabla 2. Disminuciéon del recuento celular
debido al efecto del congelamiento para la
cepa S. cerevisiae 13A-21.

Tiempo de congelamiento %

a -40°C Sobrevida
72 horas 22,03 +7,00
15 dias 14,25 + 7,24

Estudio previos indican que, ademas de la
presencia de un agente protector, la velocidad
de congelamiento previo a la liofilizacion, es
uno de los factores criticos para asegurar la
viabilidad y estabilidad de los preparados
microbianos (Gehrke y col, 1992; Berny y
Hennebert, 1991). Se sabe, en términos
generales, que las velocidades de
congelamiento rapidas producen cristales
intracelulares pequefios y éstos preservan
mejor la estructura celular, mientras que el
congelamiento lento da lugar a la formacion
de cristales grandes, que resultan muy
dafiinos para la célula (Badui Dergal, 2006).
Bekatorou y col. (2001) observaron que la
velocidad mas adecuada de congelamiento era

un descenso de la masa microbiana de

32C/min. En el presente estudio, el

congelamiento de las células microbianas fue
practicamente instantaneo, ya que se trataba
de muestras de muy pequefio volumen (300
uL) sometidas a congelamiento en frezzer de -
40°C. De acuerdo a los resultados expuestos
en la Tabla 2, se observa que el porcentaje de
sobrevida luego del congelamiento por 72 h
es similar al obtenido luego de la liofilizacién
empleando mosto de uva como agente
protector, e incluso no hubo diferencias
significativas en el recuento final (3,17 x 108
UFC/mL luego del almacenamiento a -
40°C/72 h), por lo que ensayos adicionales
deben ser realizados para optimizar este paso
previo a la liofilizacién, con objeto de
mantener lo mas alto posible el recuento
microbiano inicial.

Por otra parte, y en base a la literatura, se
realiz6 un ensayo de secado convencional a
baja temperatura, como técnica alternativa y
promisoria de un secado a mas bajo costo y
por tanto mas accesible. Tsaousi y col. (2008)
investigaron el comportamiento de una cepa
S. cerevisiae secada térmicamente a baja
temperatura, colocando una capa fina de
células en placas de vidrio en estufa a 32°C
hasta peso constante. Estos autores
concluyeron que la cepa secada térmicamente
mostraba mejor capacidad fermentativa que
la misma cepa liofilizada, y la composicion
quimica de volatiles producidos durante una
fermentacion era similar a la obtenida con la

cepa sin secar. En base a estos datos



previamente reportados, se llevé a cabo un
ensayo de secado en estufa de vacio, en placas
de Petri, a 32+2,02C, empleando como medio
de soporte mosto de uva. En la Figura 5 se
puede observar la cinética de deshidratado
térmico para la cepa Sc 13A-21.

De acuerdo a los resultados obtenidos, por un
lado, se observd que la deshidratacidn total se
llevdo a cabo en un tiempo suficientemente
corto, similar a la reportada por Tsaousi y col.
(2008), y que el tiempo de secado completo
podria reducirse a 2 h en las condiciones
ensayadas. Cabe destacar que se trata de
condiciones suaves o leves, habiendo sido el
secado a una temperatura promedio de
30,8°C. Por otra parte, el porcentaje de
sobrevida de la cepa estudiada fue de
11,5+3,54%, y el recuento final de 2,36 x 108
UFC/mL luego del secado. Por lo dicha técnica
resulta mas conveniente que la mayoria de los
protocolos utilizados para la liofilizacidn,
expuestos anteriormente, excepto para la
realizada utilizando mosto de uva como

lioprotector.

3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 5. Cinética del secado térmico en
estufa a vacio, a 32°C, de S. cerevisiae 13A-21.

Conclusiones

La técnica de secado y conservacién aplicada
sobre los microorganismos vinicos estudiados
es una etapa clave en la produccion de un
cultivo iniciador en la forma de levaduras
secas activas (LSA), y de gran interés
comercial, ya que permite desarrollar un
producto de facil manipulacién, transporte y
administracion en sistemas de mediana y gran
escala. La sobrevida de los microorganismos
durante un largo periodo de tiempo en
matrices de bajo costo permitiria, ademas,
manejar grandes volimenes de polvo
liofilizado que se podria almacenar para mas
de un periodo de vendimia con la seguridad
que mantendrian las propiedades
fermentativas y asegurando, asi, una
rentabilidad econdémica y la disponibilidad en
bodegas.

Asi, del presente trabajo de investigacidon se
deduce que, para la cepa no sacaromicética, el
mejor protocolo de produccién de LSA es la
liofilizaciéon empleando glutamato de sodio
como agente protector, garantizando una casi
total sobrevida luego de dicho proceso.
Mientras que para S. cerevisiae, 1a elaboracion
de wun cultivo iniciador serfa tanto
conveniente liofilizando la misma en
presencia de mosto de uva acondicionado, o

secandola térmicamente a baja temperatura.



Estas dos metodologias garantizarian la mejor
forma de preservar y mantener activa esta
importante cepa fermentativa para su uso en

vinificacion.

Financiamiento

- Proyecto [+D: “Microorganismos del
ecosistema uva-mosto-vino con potencial
biotecnoldégico.  Biocontrol y enzimas
liberadoras de compuestos con actividad
biolégica” (06/L131,Res.N°4540). SECTyP-
UNCUYO. Directora: Vilma Inés Morata de
Ambrosini.

- Proyecto I+D: “Innovacion de las principales
herramientas biotecnoldgicas para

vinificacidn, levaduras y  enzimas
pectinoliticas, para la diferenciacién de los
vinos de la regién sur de Mendoza”.
Proyectos Federales de Innovacién
Productiva-PFIP 2009-1. Directora: Vilma

Inés Morata de Ambrosini.
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