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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo seleccionary caracterizar levaduras
nativas con potencial enologico de la localidad de Purmamarca, Jujuy.
Se estudiaron levaduras aisladas, provenientes de uvas de distintas
variedades, obtenidas por estudios previos. Se conform6 una muestra
con 20 levaduras, en las que se determino su rendimiento en el proceso
fermentativo, y su influencia sobre las caracteristicas sensoriales del vino.
Las levaduras MP20, 21,26y 27, identificadas como Saccharomyces cerevisiae,
presentaron un elevado poder fermentativo, resistencia al anhidrido
sulfuroso, baja formacion de espuma, sedimento, actividad B-glucosidasay
una baja produccion de acido acético. La levadura no-Saccharomyces MP3,
identificada como Clavispora lusitaniae, también presento caracteristicas
enologicas eficientes. Estas levaduras podrian ser un punto de partida
para la produccion de vinos que presenten caracteristicas propias de la
region, de manera rentable y sostenible, innovando con valor agregado en
un mercado tan competitivo como el actual.
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SUMMARY

This research had the objective to characterise native yeasts with
oenological potential from Purmamarca town, Jujuy. Isolated yeasts from
grapes of different varieties, obtained from previous studies were studied.
A sample was made up with 20 yeasts, in which its performance in the
fermentation process, and its influence on the sensory characteristics of
wine was determined. MP20, 21,26 and 27 yeasts, identified as Saccharomyces
cerevisiae, showed a high fermenting power, resistance to sulphur dioxide,
low foam formation, sediment, B-glucosidase activity, and low production
of acetic acid. Non-Saccharomyces MP3 yeasts, identified as Clavispora
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lusitaniae, also showed efficient oenological characteristics. These yeasts
could be a starting point for wine production with regional characteristics,
in a profitable and sustainable way, innovating with added value in a market
as competitive as the current one.

Keywords: native, Purmamarca, yeasts

INTRODUCCION

La localidad de Purmamarca, en la
provincia de Jujuy, Argentina, representa una region
particulary por lo tanto Gnica para el desarrollo de
la industria vitivinicola, puesto que el clima, suelo,
la uva, pureza del aire, altura, gran luminosidad
y radiacion de la region constituyen el potencial
requerido en la produccion de vinos de calidad
diferenciada, los cuales resultan en productos con
un alto grado de alcohol y una franca estabilidad
en el aromay color.

A pesar de que la practica enologica
con levaduras secas activas (LSA) comerciales
se encuentra enraizada en las bodegas de la
region, resultan viables las inoculaciones con
levaduras autdctonas seleccionadas (Capece et
al., 2010; Formento et al., 2011; Suranska, Vranova
y Omelkova, 2016). Estas pueden influir de forma
decisiva en la obtencion de vinos tipicos con
una calidad estandarizada (Tristezza et al., 2014;
Capozzi, Garofalo, Chiriatti, Grieco y Spano, 2015),
ademas de reflejar la biodiversidad propia de la
zona donde se encuentran, formando parte del
“terroir” (Bokulich, Thorngate, Richardson, Mills,
2014; Gilbert, van der Lelie, Zarraonaindia, 2014) de
los vinos de Purmamarca.

En Italia, Tufariello y otros (2019), aislaron,
identificaron y caracterizaron 15 levaduras S.
cerevisiae indigenas para llevar a cabo el proceso
fermentativo a nivel industrial, donde 3 cepas
dominaron con éxito dicho proceso, contribuyendo
a mejorar la calidad organoléptica de los vinos
producidos. Franco y otros (2019) aislaron e
identificaron de vinedos chilenos, las levaduras
Rhodotorula glutinis, Metschnikowia pulcherrima
y Hanseniaspora uvarum como cepas capaces
de producir vinos estables con un contenido de
alcohol reducido. En Republica Checay Eslovaquia,

Revista Cientifica FCA. 2020; 13 (2):33- 42

DuréansKa y otros (2019) estudiaron 48 levaduras
Saccharomyces aisladas de vinedos de distintas
regiones de ambos paises, consiguiendo 17 cepas
con potencial para ser cultivos iniciadores en la
produccion de vinos tipicos. En China, Pei-Tong
Liu y otros (2016) determinaron que las levaduras
indigenas no-Saccharomyces, entre ellas Candida
stella, Pichia fermentans y Issatchenkia orientalis,
podrian  desempefnarse correctamente en
fermentaciones mixtas con Saccharomyces, capaces
de influir de forma decisiva sobre los perfiles
aromaticos. En el estudio realizado por Cases en
Espana (2019) se aislaron de distintas variedades
de uva, 32 levaduras siendo H. uvarum la mas
eficiente, produciendo vinos con caracteristicas
organolépticas optimas y una mayor complejidad.

Distintos autores (Suarez Lepe e Ifigo
Leal, 2004; Pretorius, 2000; Regodon, 1997) afirman
que las levaduras con caracteristicas enologicas
eficientes deben presentar un adecuado arranque
y correcta cinética de fermentacion, escasa
produccion de espuma, rapida formacion de
sedimento para la obtencion de vinos limpidos
e inexistencia de la formacion de pelicula/anillo.
Resulta imprescindible su capacidad de producir
y tolerar el etanol con el fin de garantizar la
finalizacion del proceso fermentativo (Barrajon,
Arévalo-Villena, Ubeda vy Briones, 2011), que
sea resistente al SO,, que contenga a la enzima
B-glucosidasa para ejercer su actividad en la
obtencion de compuestos volatiles, que genere
trazas de acidez volatil y cantidades minimas de
compuestos azufrados que pueden interferir en la
expresion aromatica del vino.

De las levaduras nativas aisladas de uvas
en Purmamarca, se evaluaron caracteristicas
tecnologicas para determinar su eficiencia en
el proceso de fermentacion y caracteristicas
cualitativas para determinar su participacion en las
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cualidades sensoriales de los vinos, con el objetivo
de seleccionar las que presenten caracteristicas
enologicas eficientes.

MATERIALES Y METODOS
Procedencia de las cepas de levaduras

Las levaduras utilizadas para este
trabajo fueron proporcionadas por la Catedra
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias — UNJu. En el ano 2019, se desarrollaron
investigaciones basadas en el aislamiento de
levaduras vinicas, conseguidas a través de
muestras de uva de diferentes vinedos situados
en la localidad de Purmamarca, Jujuy, Argentina.
Como resultado de estos trabajos se conformo
una coleccion de 20 levaduras nativas de la zona,
las cuales se encuentran bajo condiciones de
mantenimiento.

Preparacion de la coleccion de trabajo

De cada cepa se extrajo una alicuota del
tubo de mantenimiento, se sembro en tubos con
2 mL del medio liquido YPD (extracto de levadura
1%, peptona 2%, glucosa 2%) y se incubo en estufa
durante 24 hs a 28+29C. La pureza de los cultivos se
confirmo mediante observaciones microscopicasy
macroscopicas.

Los ensayos fueron realizados con levaduras
en fase exponencial, en mosto pasteurizado (60°C
durante 15 minutos), por duplicado.

Caracteristicas tecnologicas
Tolerancia al etanol (Abad Arranz, 2006)

Cada levadura se sembro en una serie
de tres tubos con diferentes concentraciones
de mosto alcoholizado (10-12-15% v/v). Luego se
sellaron con tapon vas-par (vaselina-parafina
50%) y se incubaron en estufa a 28°C durante 7
dias. El desplazamiento del tapon indica que la
levadura fermento y produjo CO, resistiendo la
concentracion de etanol del medio.

Poder de fermentacion (Abad Arranz, 2006)

El poder fermentativo se calculd
gravimeétricamente con el peso inicialy el peso final
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de la fermentacion de 30 mL de mosto. La pérdida
de peso se registro diariamente para graficar las
curvas de fermentacion.

PF (%v/v en etanol) = [P inicial (g) - P final (g) * 1,5].

Cinética de fermentacion (Abad Arranz, 2006)

Se construyo la curva de cinética tomando
los datos inversos de pérdida de peso, producidos
por la liberacion de CO, = [P final (g) - P inicial (g)].

Resistencia al anhidrido sulfuroso (Furlani et al.,
2017)

Cadalevadurasesembroenunaseriedetres
tubos con mosto con diferentes concentraciones
de anhidrido sulfuroso (50-100-300 ppm). Los
tubos se sellaron con tapon de vas-par para poner
en evidencia el crecimiento de la levadura.
Formacion de espuma (Nikolaou, Soufleros,
Bouloumpasi y Tzanetakis, 2004)

Cada levadura se sembro en tubos con
mosto. Se midio la altura maxima alcanzada por la
espuma al cabo de 10 dias y se clasificaron en tres
categorias: FO (menor a 2 milimetros), F1 (entre 2 y
4 milimetros) y F2 (mayor de 4 milimetros).

Formacion de sustancias adherentes (Rainieri y
Pretorius, 2000)

Se observo la formacion de pelicula o
anillo.

Formacion de sedimentos (Rainieri y Pretorius,
2000)

Se observo la formacion de sedimentos y
de floculos.

Caracteristicas cualitativas

Actividad B-glucosidasa (Hernandez, Espinosa,
Fernandez-Gonzalez y Briones, 2003)

Se sembraron 5 pL de las levaduras en
un medio de cultivo especifico para evidenciar la
actividad B-glucosidasa (Extracto de levadura 1%;
peptona 2%, glucosa 2%; citrato de Hierro Amonio
0,02%; esculina 0,5%; agar 2%). La actividad se
evidencio por la presencia de un halo negro que
se forma alrededor de la colonia por la reaccion
entre la esculina hidrolizada, que se transforma
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en esculetina por la actividad enzimatica de la
B-glucosidasa, y la sal férrica soluble.

Formacion de acido a partir de glucosa (Kurtzman
y Cay0, 1998)

En cada placa de Petri se utilizo el medio
especifico para evidenciar la formacion de acido
(Extracto de levadura 0,5%; glucosa 2%; carbonato
de calcio 1%; agar 2,5%). Se sembraron 5 pL de las
cepas. La produccion de acido a partir de glucosa se
evidencia por la formacion de un halo transparente
alrededor de la colonia, debido a la disolucion del
carbonato de calcio, por la produccion de acido, la
cual se cuantifico de la siguiente manera:

a. ++++ halo de disolucion mayor a 3 mm/alta
formacion de acido

b. +++ halo de disolucion entre 2-3 mm/baja
formacion de acido

c. ++ halo de disolucion mayor entre 1y 2 mm/
leve formacion de acido

d. + halo de disolucion menor a 1 mm/trazas de
acido

Produccion de acido sulfhidrico (Nikolaou et al.,
2004)

Se sembro por estria en agar Biggy. El medio

de cultivo tiene sulfito de bismuto, siendo el sulfito
el principal precursor de la produccion excesiva de
SH..
Las colonias se desarrollan de color chocolate a
beige, de intensidad proporcional a la produccion
del sulfuro. La intensidad de coloracion en este
medio es una indicacion de la maxima actividad
de la enzima sulfito reductasa de una cepa dada
determinada genéticamente. A continuacion, se
observo la coloracion y los resultados asociados:

a. ++++ chocolate/alta formacion de SH,

b. +++ beige-marron/media formacion de SH,
c. ++ beige/baja formacion de SH,

d. +/- beige claro/trazas de SH,

Identificacion de las levaduras con caracteristicas
enologicas eficientes

La identificacion de las cepas se realizo
por Espectrometria de Masas en la Facultad de
Bioguimica y Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional del Litoral. Las mismas se sembraron y
procesaron bajo protocolos estandarizados de
trabajos y se analizaron por MALDI-TOF-TOF para
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su final identificacion por base de datos SARAMIS.

Analisis estadistico

Con el fin de agrupar las cepas segiln la semejanza
de sus caracteristicas tecnologicas, cualitativas
y de diferenciacion, para poder facilitar el
analisis de los resultados, se realizdo un analisis
de conglomerados a traves del Software InfoStat
version 2017 (Di Rienzo y otros, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis conglomerados

Se contruy6 una matriz de similitud a partir
de la cual se consiguio un dendrograma con una

distancia de corte de 4,8, en el cual se constituyen
4 cluster. Ver grafico 1.

Grafico 1. Dendrograma

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

CLUSTER 4

0,00 1,79 358 537 716

Todas las levaduras pertenecientes al
cluster N23 (MPS8, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27), y una
del cluster N24 (MP3) se destacaron al presentar
caracteristicas enologicas eficientes, Gtiles como
potenciales cultivos iniciadores en un proceso
de vinificacion. Los resultados de los ensayos
realizados a las levaduras se detallan en la Tabla 1
y su identificacion de género y especie en la Tabla
2.
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Tabla 1. Datos de analisis agrupados.
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MP3 + + + 879 | 586 | + + - FO | + - + + +
MP5 + + + 9,00 | 6,00 | + + - FO | + - - + +
MP7 + + + 740 | 493 | + + - FO | + - - + |
MP8 + + + 7,22 4,81 + + + FO + - + + +++
MP9 + + - 8,96 5,97 + + - FO + + - + o+
MP10 + + - 8,60 5,73 + + - FO + + - + ++++
MP15 - - - 6,37 | 4,24 + - - F1 + + + + +
MP16 | - - - 6,15 | 410 | + * ; Fo | + + + T
MP17 + + + 7,55 5,03 + + - FO + + - + ++++
MP18 + + + 6,29 4,19 + + - FO + + - + +
MP19 - - - 7,68 5,12 + + - FO + + + + ++++
MP20 + + + 9,81 6,54 + + + FO + + + + +++
MP21 + + + 11,58 7,72 + + + FO + + + + +++
MP22 | + + - | 163 | 7,75 | + + + FO | + + + + | et
MP23 | + - - | 1081 | 7,21 - + - FO | + + - + +
MP24 + + + 6,29 4,19 + + + FO + + + + ++++
MP25 | - - - 747 | 498 | + + + F1 + + + + | s
MP26 | + + + | 1061 | 707 | + + + FO | + + + + ++
MP27 + + + 1,86 | 7,90 + + + FO + + + + ot
Tabla 2. Identificacion de las cepas
Identificacion
Codigo Género y especie
MP2-MP8-MP15-MP16-MP19-MP24 Candida krusei
MP3-MP5-MP7-MP10-MP18 Clavispora lusitaniae
MP20-MP21-MP26-MP27 Saccharomyces cerevisiae
MP9-MP17-MP22-MP23-MP25 No identificadas
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Las cepas MP20, 21, 26 y 27 fueron
identificadas como S. cerevisiae. Produjeron un
promedio de 10,47% v/v de alcohol, ver Graficos
4y 5. El limite minimo establecido por OIV para
vinos es de 8,5% v/v de alcohol. El porcentaje fue
similar al reportado por Tufariello (2019), donde
las levaduras estudiadas produjeron vinos con un
promedio de 12,11% v/v de alcohol.

Grafico 2. Marcha del poder de fermentacion de levaduras
MP2-MP8
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Grafico 3. Marcha del poder de fermentacion de levaduras
MP9-MP17.
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Grafico 4. Marcha del poder de fermentacion de levaduras
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Grafico 5. Marcha del poder de fermentacion de levaduras
MP23-MP27
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Las levaduras presentaron una cinética de
fermentacion correcta, liberando mas de 6,5 g de
CO, al finalizar los 21 dias de fermentacion, si la
levadura presenta una cinética de fermentacion
lenta, la fase de latencia sera mayor en el inicio
del proceso, posibilitando ataques bacterianos
u oxidantes y la fermentacion tendra problemas
de acabado, dando una terminacion incompleta
en la metabolizacion de los azlicares por parte
de la cepa y un consumo innecesario de energia
para la refrigeracion; en una fermentacion rapida
habra desprendimientos caloricos bruscos, con
un aumento excesivo de la temperatura que
ocasionara pérdidas aromaticas, disminucion en
la calidad del vino y suspension fermentativa por
muertes térmicas de las levaduras (Abad Arranz,
2006). Presentaron la capacidad de tolerar la
concentracion mas alta de alcohol probada, siendo
proporcional a su capacidad de producirlo, este
resultado tiene correlacion con los encontrados
en el trabajo de Dur¢ansKa (2019), donde el 37% de
las levaduras estudiadas toleraron el 20% v/v de
alcohol. Todas las levaduras toleraron 300 ppm de
anhidrido, superando ampliamente los 50 ppm de
SO, total que se solicita resistir para ser adecuadas
en la vinificacion (OIV-OENO 370, 2012). EL SO, es un
agente antiséptico y antioxidante, naturalmente
empleado en enologia con el fin de conseguir la
estabilidad microbiolégica y caracterizacion de
levaduras fermentativas. Cantidades moderadas
de dicho agente (30 a 100 ppm), destruyen la
mayoria de las especies débilmente fermentativas
y muchas de las perjudiciales para la vinificacion,
mientras que concentraciones superiores a 200
ppm retrasan el inicio fermentativo y pueden
inclusive conseguir inhibirlo (Zambonelli, 1998).
También se registro una baja produccion de
espuma, menor a 2 mm (F0), y sedimentos,
mientras menos espuma se produzca, quedaran
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menos espacios de cabeza y el porcentaje de
volumen utilizable sera mayor (valade, 2004). La
sedimentacion favorece la clarificacion del vino y
limpieza de las piletas de fermentacion. Por otro
lado, la presencia de pelicula o anillo serian un
indicio de la presencia de levaduras oxidativas
no-Saccharomyces que pueden enturbiar, formar
velos en los vinos o adherirse a las paredes de los
fermentadores (Garcia-Junco, 2001; Torija Martinez
y Maria Jesus, 2002; Mas et al., 2006).

Las levaduras presentaron actividad
B-glucosidasa,acordealoinformado por Durcéanska
(2019) donde todas las cepas utilizaron la enzima
con diametros variables de halo. Formaron trazas
de acido acético en las placas y una moderada
concentracion de acido sulfhidrico. En el trabajo
de Aponte (2016) la mayoria de las levaduras
también produjeron una considerable cantidad
de SH,, mientras que en Capozzi (2019) y Tufariello
(2019) mas de la mitad de las cepas no formaron
dicho acido. El acido acético es el principal acido
volatil del vino y es generado siempre en una
fermentacion alcoholica por la levadura. Tiene
un aporte organoléptico negativo y por lo tanto
no deseado, con una concentracion permitida
por la OlV, expresado acido acético, 0,2 a 0,6 g/L.
Tampoco se espera una elevada produccion de
acido sulfhidrico y compuestos azufrados, puesto
que los mismos generan olor a huevo podrido,
cebolla podrida, plasticos o a neumaticos en los
vinos (Esteve-Zarzoso, Gostincar, Bobet, Uruburu y
Querol, 2000; Torija Martinez y Maria Jesus, 2002;
Suarez Lepe e Ifigo Leal, 2004; Morata y otros,
2005; Mas et al., 2006; Abad Arranz, 2006; Swiegers
y Pretorius, 2007).

En las no-Saccharomyces destacadas estan
las cepas MP8 y 24 identificadas como Candida
krusei, y la cepa MP3 como Clavispora lusitaniae.
A la fecha, no existen trabajos que detallen la
utilizacion de C. krusei en enologia (se la considera
un agente contaminante), mientras que en el caso
de C. lusitaniae, Gutierrez Contreras y otros en
Colombia (2011) la evaluaron en la fermentacion
alcoholica de jugo de fique, observando que en
este medio la levadura produjo 33,81 ¢g/L de etanol,
un 43,25% mas de lo producido por S. cerevisiae. El
promedio de su poder fermentativo fue de 7,43%
v/v de alcohol, proximo al 8,04% v/v de alcohol
producido por las levaduras en el trabajo de
Franco (2019). Toleraron elevadas concentraciones
de etanol y anhidrido sulfuroso. El alcohol,
junto con otros productos, es producido por las
levaduras no-Saccharomyces en la primera etapa
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de la fermentacion alcoholica de los carbohidratos
presentes en el mosto, los cuales contribuyen a la
composicion quimica y a la calidad sensorial del
vino (Lambrechtsy Pretorius, 2000). Su poblacion se
ve notoriamente reducida después de los primeros
dos o tres dias de la fermentacion alcoholica por
la vulnerabilidad que posee a la concentracion de
alcohol (5 a 6% v/v en la mayoria de las especies)
que hay en esa etapa, siendo afectada la estructura
de su membrana citoplasmatica y sufriendo la
pérdida de la actividad de ciertas enzimas de
la glucdlisis (Ricci et al., 2004). Generaron poca
espuma, mucho sedimento, la MP24 produjo
sustancias adherentes. Las levaduras mostraron
una deébil produccion de acido acético y actividad
B-glucosidasa. Respondieron notablemente a
la actividad enzimatica, considerando que los
valores de pH del mosto de la uva y del vino se
encuentran alrededor del 2,8 al 3,5, disminuyendo
dicha actividad en un 33% (Hernandez et al., 2003).
Comitini (2011) registro en la mayoria de las cepas
una elevada produccion de acido sulfhidrico pero
solo el 30% presento la enzima B-glucosidasa. Con
dicha enzima, las cepas no-Saccharomyces poseen
un papel sobre el aroma de los vinos, que puede
ser mas destacado que el de las Saccharomyces
(Erten, 2002), al poder catalizar la hidrolizacion
de ciertos compuestos glicosidicos, obteniéndose
aquellos que pueden modificar el perfil aromatico
en el vino (Arévalo, Ubeda, Cordero y Briones,
2005). Tanto la enzima como los productos de su
actividad reciben un lugar de analisis especifico
en el trabajo realizado en Espana por Arévalo
Villena (2005), determinandose que la levadura
Debaryomyces pseudopolymorphus es la que posee
una adecuada actividad B-glucosidasa, capaz de
hidrolizar los precursores del aroma de distintas
variedades de uva por la adicion directa de los
extractos parcialmente purificados, liofilizados
o inmovilizados, poniéndose de manifiesto la
diferencia entre los vinos tratados con dicha
actividad y el vino control.

CONCLUSION

El presente trabajo aporto datos relevantes
en cuanto a las caracteristicas tecnologicas vy
cualitativas presentes en las levaduras nativas
aisladas de uvas de Purmamarca.

Las levaduras con el codigo MP20, 21, 26
y 27, identificadas como S. cerevisiae, y la MP3,
identificada como C. lusitaniae, presentaron
caracteristicas tecnologicas favorables, capacidad

Revista Cientifica FCA. 2020; 13 (2):33- 42



Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Agrarias - UNJu

para producir alcohol en un tiempo adecuadoy una
gran resistencia al alcohol y anhidrido sulfuroso.
Asi también, en las caracteristicas cualitativas
tuvieron un balance positivo, presentan actividad
de PB-glucosidasa y baja produccion de acido
acético.

Estas levaduras podrian ser utilizadas por
los bodegueros locales en fermentaciones mixtas
a pequena escala, dando el puntapié inicial y
apostando por las levaduras de la zona, con lo que
se podria lograr vinos con valor agregado, lo que
se traduce en un producto competitivo, rentable y
sostenible.

Cabe destacar que este trabajo de
investigacion es pionero, pudiendo ser un soporte
en la ampliacion de estudios posteriores.
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