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Resumen. En los dltimos afos ha habido un interés creciente por el estudio de levaduras de la especie
Lachancea thermotolerans. Se trata de una especie con caracteristicas particulares, reconocida por su versatilidad
en la industria de bebidas, como el vino y la cerveza, siendo la principal caracteristica la produccion de grandes
cantidades de 4cido lactico a partir del consumo de azucares. El objetivo de este trabajo fue la seleccion de cepas
nativas de levaduras de esta especie, a partir de uvas de diferentes regiones vitivinicolas del Uruguay. Se aislaron
9 cepas Lachancea thermotolerans, de las cuales se selecciono la cepa Lt M18_160 proveniente de uvas Merlot.
Los resultados obtenidos mostraron una produccion de acido lactico y reduccion del pH similar al de la cepa
comercial utilizada como referencia, con notas sensoriales a frutas citricas y tropicales lo que la vuelve una cepa
con alto potencial para la elaboracién de vinos con acidificacién natural, mas frescos y estables desde el punto
de vista microbioldgico y fisicoquimico.

Abstract. In recent years, there has been a growing interest in the study of yeasts from the species Lachancea
thermotolerans. This species is known for its unique characteristics and versatility in the beverage industry,
particularly in wine and beer production, with its main feature being the production of large amounts of lactic
acid from sugar consumption. The objective of this study was to select native yeast strains of this species from
grapes grown in different viticultural regions of Uruguay. A total of nine Lachancea thermotolerans strains were
isolated, from which the strain Lt M18_160, originating from Merlot grapes, was selected. The results showed
lactic acid production and pH reduction similar to the commercial strain used as a reference, with sensory notes
of citrus and tropical fruits, making it a highly promising strain for the production of wines with natural
acidification, greater freshness, and improved microbiological and physicochemical stability.

1. Antecedentes Kluyveromyces thermotolerans [3]. Se trata de una especie
] de levadura con una gran versatilidad en la industria de
Las levaduras no-Sacchar omyces jucgan un pgpel bebidas fermentadas, especificamente en la industria
crucial en la fermentacion, contribuyendo a la complejidad enoldgica [4-5] y en la industria cervecera [6-7].
aromatica y sensorial, produciendo variedad de
metabolitos secundarios, enzimas, enriquecimiento en Se trata de una especie caracterizada por aumentar la
biodiversidad microbiolégica y promocion de la acidez y reducir el pH de los vinos de interes
fermentacion de minima intervencién [1-2]. En este fundamentalmente en areas viticolas calidas [8-9]. Esto se
contexto, en los ultimos afios ha adquirido una atencion debe a su potencial para producir acido lactico a partir .del
especial el estudio de levaduras pertenecientes a la especie metabolismo de los azicares durante la fermentacion

Lachancea thermotolerans anteriormente conocida como alcoholica, contribuyendo a la bioacidificacion natural,
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frescor y reduccion del grado alcoholico [10-12]. En este
contexto, el objetivo de este trabajo fue la seleccion de
levaduras de la especie Lachancea thermotolerans a partir
de diferentes variedades de uvas y el estudio de sus
parametros enoldgicos, concentracion de 4cidos y analisis
sensorial, en comparacion con una de las ocho cepas
comerciales presentes en el mercado.

2. Materiales y métodos

2.1. Aislamiento de levaduras

Se realizaron aislamientos de levaduras a partir de uvas,
de zonas vitivinicolas tradicionales de Uruguay. Los
aislamientos se realizaron a partir de diversas variedades
de uvas blancas y tintas, y sus respectivos mostos mediante
siembras en placas en medios de cultivo WL Nutrient Agar
[13], Chromo Agar [14], YPD, YPM [15] y Agar Lisina
[16].

2.2. Identificacion molecular

La identificacion molecular se realizé a nivel de especie
mediante la secuenciacion del dominio variable D1/D2 en
el extremo 5’ del gen de la subunidad 26S del ADNr y la
posterior busqueda de homologias en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Para la extraccion de ADN se adaptd el método de
Godoy [17]. Se cuantifico el ADN mediante NanoDrop®.
Para la amplificacion por PCR se utilizo el ciclo y los

primers NL-1 (50-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) y NL-4 (50-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) [18-19]. La

secuenciacion de la region amplificada fue secuenciada
utilizando el primer NL-1. La amplificaciéon por PCR y
secuenciacion fueron realizadas por la empresa Macrogen
Korea.

Las secuencias recibidas fueron analizadas y depuradas
segun la calidad de estas utilizando el programa Mega 5.
Las secuencias obtenidas se compararon con la base de
datos del NCBI, utilizando su programa BLASTn
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

2.3. Microfermentaciones

Para evaluar la capacidad fermentativa de las levaduras
objeto de este estudio, se realizaron fermentaciones con
simil mosto de uva y con mosto Chardonnay en frascos
tipo shott de 500 mL, con sistema de valvulas y tapones
adaptados para el seguimiento de fermentacion alcoholica.

El tamafio de inoculo fue de 1x10° cel/mL, y la
incubacion se realizé a 20°C, con una agitacion diaria. La
composicion del simil mosto de uva y del mosto
Chardonnay se presenta en la Tabla 1. El avance de la
fermentacion se controld diariamente mediante pérdida de
peso por liberacion de CO02 expresada en gramos por 100
mL [20], hasta alcanzar un valor constante. El seguimiento
de densidad se realizd con densimetro EasyDens (Anton

Paar) al inicio y al final de la fermentacion. Paralelamente
se realizaron recuentos de levaduras mediante camara de
Neubauer mejorada y el niimero de células muertas se
determiné mediante tincion con azul de metileno. El
control de pureza de los diferentes ensayos se determino al
final de las fermentaciones utilizando el medio de cultivo
diferencial de levadura WLN.

Tabla 1. Composicion del simil mosto y mosto Chardonnay.

Simil Mosto
mosto Chardonnay
Azucares totales (g/L) 200 233
Alcohol potencial (%) 11.8 13.7
pH 3.5 3.49
Acidez total
(2 H2S04/L) 4.36 432
Nitrogeno
(mg/L) 200 241

Una cepa de referencia Saccharomyces cerevisiae
Montrachet 522 (UC Davis) y una cepa comercial
Lachancea thermotolerans Excellence X-fresh (Lamothe-
Abiet) fueron utilizadas como levaduras control.

2.4. Analisis de parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos de los mostos y vinos
(azucar, etanol, acidez total, acidez volatil y pH), fueron
analizados mediante espectrofotometria de infrarrojo
cercano utilizando OenoFoss™ (FOSS, Hilleroed,
Denmark).

2.5. HPLC analisis

Las muestras filtradas mediante membranas de 0.22 pm
se analizaron mediante analisis cromatografico por HPLC-
UV a 210nm (equipo Shimadzu). Los componentes se
separaron mediante la inyeccion directa de 20 pL de la
muestra en una columna SUPELCOGEL C-610H
(Supelco®) de 30 cmx 7,8 mmy 9 pm, a 55 °C, con H2SO4
5 mN como fase movil y un flujo de 0,5 mL/min. La
identificacion y cuantificacion se realiz6 mediante curvas
estandar preparadas a partir de soluciones estandar de
acido citrico, malico, lactico, succinico y acético.

2.6. Analisis sensorial

Al final de la fermentacion alcohodlica se realizaron
analisis sensoriales por triplicado con un panel de 35
evaluadores sensoriales del Laboratorio de Enologia y
Biotecnologia de las Fermentaciones. Se sirvieron
muestras de 30 mL a 16 + 1 °C en vasos transparentes de
250 mL con forma de tulipan [21], cubiertos con un vidrio
de reloj, e identificados con codigos aleatorios de tres
digitos. Para esto se utiliz6 una boleta con un listado de
descriptores para vino blanco (Tabla 2), seleccionados de
la rueda de aromas [22]. A los evaluadores se les solicitd
utilizar una escala de 4 puntos (ausencia, bajo, medio y
alto).


https://ives-openscience.eu/ives-conference-series/

45" OIV Congress, France 2024 — available on IVES Conference Series

Tabla 2. Boleta de evaluacion sensorial en vino blanco.

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL
Para cada descriptor marcar la intensidad de percepcion
0: Ausencia; 1: Bajo; 2: Medio; 3: Alto

Nombre: Fecha:

N° de muestra

Descriptores
Fruta citrica
Fruta tropical
Fruta baya
Fruta de semilla
Fruta pasas
Fruto seco
Floral
Vegetal
Especiado
Caramelo
Tostado
Mineral
Levadura
Acido acético
Oxidacién
Reduccién

2.7. Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza de la capacidad
fermentativa, recuento de células vivas y muertas al final
de la fermentacion, parametros basicos de control en vinos,
concentracion final de los 4acidos en el vino y de los
resultados del analisis sensorial.

Los valores promedio y las diferencias minimas
significativas de la media (prueba LSD, a = 0,05) para cada
tratamiento se calcularon a partir de cada analisis de
varianza utilizando el software Statistica 7.1 (StatSoft,
Tulsa, OK, 1984-2005).

3. Resultados y discusion

3.1. Aislamientos de levaduras

En cuanto a la biodiversidad de especies de levaduras
obtenidas a partir de los aislamientos realizados de uvas,
se observo que la variedad Merlot fue la que presentd
mayor cantidad y diversidad de especies (Figura 1 y Figura
2), seguido por la variedad Tannat (Figura 1 y Figura 3).
Estas dos variedades son las principales de los vifiedos
uruguayos, estando entre las variedades de uvas tintas mas
plantadas. Hay que destacar, que, con los medios de
cultivo utilizados para los aislamientos de levaduras, se
favorecen los géneros de levaduras con capacidad de
fermentacion como es el caso de las Lachancea. Fue asi,
que Saccharomyces cerevisiae fue la especie mas
abundante en la uva Merlot (13 % respecto al total de las
especies encontradas), seguida por Hanseniaspora vineae,
Aureobasidium pullulans y Cryptococcus flavescens. Sin
embargo, en el caso de las uvas Tannat, la especie
dominante fue Aureobasidium pullulans, seguido por
Hanseniaspora uvarum. Estos resultados difieren de los
reportados por Medina et al. [23], en los cuales para la

variedad Merlot, los autores identificaron Unicamente
Hanseniaspora uvarum e Issatchenkia terricola, y en las
uvas de Tannat predominaba Metschnikowia pulcherrima
y Hanseniaspora uvarum. Por su parte, la variedad
Chardonnay dio origen al 14% de las levaduras aisladas,
mostrando también una gran variedad de especies.

El resto de las variedades de uvas presentaron menor
cantidad y diversidad de especies de levaduras. Por otro
lado, los géneros mas abundantes encontrados en el
ecosistema viticola estudiado fueron Hanseniaspora sp.,
Aureobasidium sp. y Cryptococcus sp (Figura 4). Dentro
de las levaduras menos abundantes se encontrd L.
thermotolerans, Candida sp. y Pichia sp.

Estos resultados demuestran y confirman una vez mas la
importancia del vifiedo como ecosistema biodiverso de
levaduras y su importancia para la industria de las bebidas
fermentadas como ya ha sido reportado previamente [24-
28].

Concretamente dentro de la especie de interés para este
trabajo, se lograron aislar 9 cepas L. thermotolerans, de las
cuales se selecciono la cepa Lt M18 160, proveniente de
uvas Merlot, por el potencial para ser utilizadas tanto para
la elaboracion de vino como de cerveza, debido a la
capacidad de consumir glucosa, fructosa y maltosa como
se observd en estudios previos obtenidos por el grupo de
trabajo [29].
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Figura 1. Origen de las levaduras aisladas en funcion de la variedad de
uvas muestreadas.

Merlot

Starmerella meliponinorum 2%

Aureobasidi llulans 10%
Saccharomyces cerevisiae 13% ur iaium putiulans £0%

Candida azyma 6%
Rhodotorula mucilaginosa 2%

Candida oleophila 2%
Rhodotorula glutinis 8% ' andida oleophila 2%
Cryptococcus flavescens
10%

Rhodotorula babjevae 2%
Pichia kudriavzevii 2% ~ Cryptococcus magnus 2%

Metschnikowia sp. 2% Hanseniaspora guilliermondii 4%

'\ Hanseniaspora opuntiae 2%

Hanseniaspora uvarum 6%

Metschnikowia pulcherrima 8%

Lachancea thermotolerans 6%

Hanseniaspora vineae

Figura 2. Biodiversidad de especies encontradas para la variedad Merlot.
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Tannat
Hanseniaspora vineae 7%
Hanseniaspora uvarum 20%

Metschnikowia sp 3%

Hanseniaspora
opuntiae 3%

Pichia guilliermondii 3%

Hanseniaspora Rhodotorula glutinis 7%

e o L
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Cal

Cryptococcus flavescens 3% ndida duobushaemulonii 3%

Candida oleophila 3%

3%
Cryptococcus magnus 3% -

Candida azyma 3%

Aureobasidium pullulans 29%

Figura 3. Biodiversidad de especies encontradas para la variedad Tannat.
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Figura 4. Identificacién molecular de las especies de levaduras aisladas
de las variedades de uvas estudiadas.

3.2 Cinética de fermentacion y crecimiento
celular
La figura 5A muestra la evolucion de las

microfermentaciones realizadas en el simil mosto con la
cepa Lt M18 160 y la cepa S. cerevisiae utilizada como
control (Sc M522). Si bien la dinamica de la cinética de
fermentacion muestra tendencias similares entre las cepas,
como era de esperar Sc M522 realiza una mayor liberacion
de dioxido de carbono a lo largo de los diez dias,
diferenciandose fundamentalmente a partir del dia 8 de la
cepa Lt M18 160.

Tomando como criterio el rendimiento fermentativo de
la cepa Lt M18 160, se avanzo a la siguiente etapa del
trabajo que consistid en comparar esta cepa nativa con una
comercial (Lt comercial) de la misma especie, pero en esta
instancia en un mosto Chardonnay. En este sentido, como
se muestra en la Figura 5B, Lt comercial y Lt M18 160
mostraron una cinética de fermentacién y una capacidad
de fermentacion similares a lo largo de los diez dias de la
fermentacion alcoholica. Tanto para los ensayos con simil
mosto, como para los ensayos con mosto Chardonnay, el
rendimiento en etanol, de la cepa Lt M18_160 oscil6 entre
9.2 y 9.5 % de etanol. Estos resultados confirmaron los
obtenidos por otros autores que demuestran la limitada
capacidad fermentativa de estas especies de levaduras y la
necesidad de una inoculacion mixta con alguna otra
especie de levadura que permita el consumo de los
azucares residuales del medio y una mayor graduacion
alcohélica final [4, 30-31].

En cuanto al crecimiento celular en simil mosto (Figura
6A), la cepa Lt M18 160 presenté un mayor recuento de
células vivas, con diferencia significativa respecto a la
cepa Sc M522. El recuento de células muertas presento
valores similares para ambos tratamientos. Por otro lado,
en el ensayo con mosto Chardonnay, ambas levaduras L.
thermotolerans presentaron comportamientos similares
para células vivas y células muertas, sin diferencia
significativa entre ellas (Figura 6B).
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Figura 5. (A) Cinética de fermentacion en simil mosto de las levaduras
Sc M522 y la levadura nativa Lt M18_160. (B) Cinética de fermentacion
en mosto Chardonnay de las levaduras Lt Comercial y la levadura nativa
Lt M18_160.
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Figura 6. (A) Crecimiento y muerte celular al dia 10 de la fermentacién
alcoholica en simil mosto (A) y mosto Chardonnay (B). Letras diferentes
indican diferencia significativa entre las diferentes levaduras de acuerdo
a test de Tukey (o = 0.05).

3.3. Analisis de parametros fisicoquimicos

Una vez finalizadas las microfermentaciones, se
cuantificaron los parametros de pH, acidez total, contenido
de acido citrico, acido malico, acido succinico, acido
lactico y 4cido acético; y se compararon con las
concentraciones iniciales en el simil mosto (Tabla 3) y
mosto Chardonnay (Tabla 4).

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3, se
observaron diferencias significativas entre Lt M18 160 y
Sc M522 para pH, acidez total, acido lactico y acido
acético. La produccion de acido lactico es del orden de
siete veces mayor que la producida por la cepa Sc M522,
lo que esta en concordancia con reportes previos respecto
a la elevada produccion de acido lactico por la especie
Lachancea thermotolerans [5], poniendo una vez mas de
manifiesto su importante rol en la bioacidificacion de los
vinos y la baja produccion de acido acético. A su vez la
reduccion del pH con el tratamiento con la cepa Lt
M18 160 también es un parametro a destacar sobre todo
desde el punto de vista de la estabilidad microbiologica y
coloidal de los vinos.

En la Tabla 4, se presentan los resultados de los mismos
parametros para el ensayo con mosto Chardonnay y la
comparacion entre los comportamientos de las dos cepas

Lachancea thermotolerans. Al igual que para los
resultados obtenidos para la cinética de fermentacion y
poblacion celular, no se observaron diferencias
significativas para ninguno de los parametros de la Tabla
4.

Los valores obtenidos en la Tabla 3 y la Tabla 4 para pH
y acido lactico estan en concordancia con reportes previos,
en los cuales se observan aumentos similares en otras
variedades de Vitis vinifera [4].

Estos resultados de reduccion natural del pH son a su vez
muy interesantes para fomentar la denominada enologia de
minima intervencion ya que constituyen una alternativa a
la dosificacion de acido tartarico, que produce luego
precipitaciones tartaricas en los vinos y al uso de resinas
intercambiadoras de cationes altamente eficientes para
reducir el pH pero con efectos indeseables sobre la calidad
del vino [4].

Tabla 3. Contenido de pH, acidez total (Ac. T), 4cido citrico (Ac. cit),
acido malico (Ac. mal), acido succinico (Ac. suc), acido lactico (Ac. lact)
y acido acético (Ac. acet) (g/L), en el simil mosto de partida y en los vinos
obtenidos con las diferentes levaduras (nd, no detectado). Las letras
diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos de
acuerdo a test de Tukey (o = 0.05).

pH | Ac.T f.ct ﬁgl ?ucé f:ﬁt :c‘;t
35 | 436 | 0.19 | 3.04
I\S;Ii;I;::) + + + + nd nd nd
00 | 036 | 0.0 0.0
L 261 | 627 | 020 | 2.85 | 0.96 | 696 | 021
M18_16 + + + + + + +
0 0.33°]022°| 0.0 | 001 | 0.07 |0.69°] 0.0°
317 | 353 | 021 | 274 | 072 | 0.96 | 0.66
MSSCZZ + + + + + + +
0.01°]o011*] 00 | 0.04 | 002 |0.01°*]0.02°

Tabla 4. Contenido de pH, acidez total (Ac. T), 4cido citrico (Ac. cit),
acido malico (Ac. mal), acido succinico (Ac. suc), acido lactico (Ac. lact)
y acido acético (Ac. acet) (g/L), en mosto Chardonnay y en los vinos
obtenidos con las diferentes cepas de Lachancea thermotolerans (nd, no
detectado). De acuerdo a test de Tukey (o = 0.05), no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos con las diferentes
levaduras.

Ac. Ac Ac. Ac Ac Ac
pH
T cit mal suc lact acet
3.49 4.32 0.03 2.9 0.2
gllf;tg + + + + + nd nd
0.0l
0.02 0.0 0.01 0.0
Lt 6.56 0.41 2.48
3.19 1.32 | 591 0.28
Mi18 + + + + + + +
160 0.04 0.09 | 1.28 0.04
0.55 0.01 0.02
6.99 0.38 2.31
Lt 3.14 1.19 | 6.05 0.30
Comer- + + + + + + +
cial 0.01 0.07 | 0.67 0.03
0.05 0.05 0.03
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3.4. Analisis sensorial

El analisis sensorial para el ensayo con las diferentes
cepas de Lachancea thermotolerans se presenta en la
Figura 7. No se observo diferencia significativa para los
descriptores mencionados por el panel semientrenado.
Para ambos tratamientos, los resultados con mayor
frecuencia de mencion y mayor intensidad fueron fruta
citrica y fruta tropical, lo que pone de manifiesto el
caracter fresco de los vinos obtenidos Luego le siguen los
descriptores fruta de semilla y floral.

Estos resultados a su vez coinciden con los obtenidos
para la cepa Lt M18 160 en cerveza, que si bien es una
matriz diferente, ha sido reportada por presentar notas
frutales citricas [29].

Fruta citrica

Reduccién - Fruta tropical

1

Oxidacion 0,8 Fruta baya

0,6
Acido acético 0,4 Fruta de semilla
0,
Levadura Fruta pasas
Mineral Fruto seco
Tostado Floral
Especiado Vegetal
e |t COmercial = e« Lt M18_160

Figura 7. Anilisis sensorial de los vinos obtenidos. Los puntos
representan los valores medios de los descriptores aromaticos evaluados
para cada cepa de levadura.

4. Conclusiones

El uso de levaduras nativas no-Saccharomyces en la
fermentacion representa una herramienta clave para la
diferenciaciéon e innovacion en la industria de bebidas
fermentadas. En este contexto, una cepa de Lachancea
thermotolerans, aislada de uvas Merlot del sur de
Uruguay, ha mostrado propiedades fermentativas,
fisicoquimicas y sensoriales comparables a las de las pocas
levaduras comerciales de esta especie disponibles en el
mercado. Estas caracteristicas la posicionan como una
levadura altamente prometedora para la elaboracion de
vinos con mayor frescura y acidez, asi como para la
produccion de cervezas acidas.

Ademas, la capacidad de L. thermotolerans para
producir acido lactico a partir de azucares del mosto ofrece
una opcion valiosa para la reduccion del contenido
alcoholico en vendimias provenientes de zonas calidas o
afectadas por el cambio climatico, manteniendo el
equilibrio y frescor de los vinos. Este atributo es
especialmente relevante en la actualidad, donde el
aumento de las temperaturas ha generado desafios en la
produccion de vinos equilibrados.

Los resultados presentados en este articulo destacan el
potencial de esta cepa para la elaboracion de vinos
innovadores,  bioacidificados, @ mas  frescos 'y
microbioldgicamente estables, alineados con la tendencia
hacia productos de menor grado alcohdlico. Asimismo,
estos hallazgos abren nuevas oportunidades para avanzar

en la escalabilidad de la cepa, particularmente en cultivos
mixtos con Saccharomyces cerevisiae, que garanticen la
finalizacion de la fermentacion alcohdlica. También se
resalta la necesidad de investigar mas a fondo la
composicion de compuestos volatiles para completar la
caracterizacion aromatica de esta levadura, reforzando su
potencial en el desarrollo de productos diferenciados en la
industria enoldgica y cervecera.
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