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Resumen

La transformacion de uvas en vino implica desarrollo de diversas especies de levaduras, algunas de las cuales
son detrimentales para el vino. El SO, ha sido criticado por sus efectos sobre la salud humana y el biocontrol es
una alternativa sustentable. Wickerhamomyces anomalus “Wa” es una levadura que tiene capacidad de
biocontrol y aporta positivamente al flavorur del vino. El objetivo es evaluar su influencia sobre la cinética en
co-inoculacion con la levadura que fermentard el vino: Saccharomyces cerevisiae “Sc”. Se evaluaron las
cinéticas de co-inoculacion variando factores: A:Temperatura (15-20°C), B:SO, molecular (0-0,2 ppm) y C:
Tiempo de co-inoculacion secuencial Wa/Sc (0-2 dias). Se realizaron 15 fermentaciones con un disefio
experimental Box-Behnken, 3 repeticiones en el punto central. Se tomaron muestras durante 20 dias, recuento
en WLN. Las cinéticas se ajustaron en modelo logistico (Sigma-Plot). Con umax y capacidad de carga de Wa'y
Sc, se analizaron los resultados en Design-Expert. Resultados: pwa: R? ajustado: 0,56. pwa = 0,033+0,020*C. A
mayor tiempo co-indculo, Wa crece mas rapido. Kwa: R? ajustado: 0,96. Kwa = 1,504E+7-
6,122E+6*B+3,317E+7*C-1,761E+7*B*C+2,119E+7*C2. La capacidad de carga aumenté cuando el SO
disminuy6 y cuando el tiempo de co-inoculacion fue mas tardio. Con respecto a Sc, al psc no le afectd la
presencia/ausencia de Wa. A su capacidad de carga le afectd positivamente cuando se coinocul6 tardiamente,
con mayor poblacién Wa. Conclusion: La co-inoculacion secuencial, a 2 dias, influye positivamente desde el
biocontrol con el desarrollo de Wa y contribuye a un mayor establecimiento de Sc.

Palabras clave:  Biocontrol de levaduras, Co-inoculacidn secuencial, Disefio experimental, Cinéticas.

INTRODUCCION
La industria del vino tiene un impacto econémico
significativo en la region y en varias economias

debido a su toxicidad para la salud humana (Ferrer-
Gallego et al. 2018).
El biocontrol ha sido citado como una alternativa para

alrededor del mundo (Tafel & Szolnoki 2020). Este
el resultado de la fermentacion, llevada a cabo
principalmente por S. cerevisiae. Sin embargo, al
principio  (etapa  pre-fermentativa), coexisten
diversas especies de levaduras, provenientes de la
superficie de la uva y de elementos de la bodega,
entre otros (Cieni et al. 2016). Entre ellas, se
desarrollan cepas de levaduras que causan deterioro
y afectan las caracteristicas organolépticas del vino;
una de ellas es Zygosaccharomyces rouxii (Csoma et
al. 2021). Para su control, tradicionalmente se ha
utilizado SO2. Sin embargo, su uso no es deseado
por los consumidores que prefieren productos mas
naturales. Tampoco por organizaciones
internacionales como la Organizacion Internacional
de la Vifia y el Vino (OIV) o la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), que buscan reducirlo
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reducir el uso de SO2 (Simonin et al. 2020). El
biocontrol ocurre debido a la interaccion de
microorganismos. La interaccion en este caso es
amensalismo  (killer) por  Wickerhamomyces
anomalus, previamente seleccionada por nuestro
grupo como positiva para el vino, y Z. rouxii
(Kuchen et al. 2019). Este tipo de interaccion
involucra  dos  caracteristicas  simultaneas,
competencia por el medio y la emision de la toxina
(Boyton et al. 2019). Por lo tanto, a diferencia de la
adicion de SO2, la cinética de la interaccion es
relevante, ya que la molécula inhibitoria debe ser
producida en el medio durante el desarrollo de
ambas poblaciones (Kuchen et al. 2022).

El grado de influencia de los factores bioticos y

abidticos es dificil de determinar individualmente,
ya que el impacto de un factor generalmente se ve
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afectado por el de otros (Fleet, 2011). Por lo tanto, la
realizacion de fermentaciones mixtas controladas
requiere mas conocimiento sobre los factores
ambientales y las actividades metabdlicas que
influyen en las interacciones de las levaduras (Ciani
et al. 2016).

La necesidad de métodos eficientes para optimizar
entre los factores involucrados en un determinado
proceso ha llevado a la adopcion de disefios
experimentales. La metodologia basada en el disefio
Box-Behnken (Fisher 1953) proporciona una forma
eficiente de reducir los tiempos experimentales.
Estos disefios se han utilizado en muchos proyectos
de investigacion microbioldgica 'y algunos
enoldgicos (Dopico-Garcia et al., 2007; Mazzucco et
al., 2019).

OBJETIVOS
El objetivo es evaluar, con un enfoque de estadistica

basada en  modelos, la  influencia  de

Wickerhamomyces anomalus sobre la cinética en co-

inoculacion mixta secuencial con la levadura que

fermentaréa el vino: Saccharomyces cerevisiae.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron las cinéticas de co-inoculacion variando
factores: A:Temperatura (15-20°C), B:SO2 molecular
(0-0,2 ppm) y C: Tiempo de co-inoculacion
secuencial Wa/Sc (0-2 dias). Se realizaron 15
fermentaciones con un disefio experimental Box-
Behnken, 3 repeticiones en el punto central. Se
tomaron muestras durante 20 dias, recuento en WLN.
Las cinéticas se ajustaron en modelo logistico (Sigma-
Plot). Con pumax y capacidad de carga de Wa y Sc, se
analizaron los resultados en  Design-Expert.
RESULTADOS

Wickerhamomyces anomalus

Velocidad especifica de crecimiento: pwa:
Modelo:

pwa = 0,033+0,020*C.

R? ajustado: 0,56.
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A mayor tiempo co-inéculo, W.anomalus crece mas
rapido.

Capacidad de carga de Wa.: Kwa.

Modelo:

Kwa = 1,504E+7-6,122E+6*B+3,317E+7*C-
1,761E+7*B*C+2,119E+7*C2.

R? ajustado: 0,96.

La temperatura no influyo.
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La capacidad de carga aumenté cuando el SO, disminuyd
y cuando el tiempo de co-inoculacion fue més tardio.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

W. anomalus se vio afectado por el tiempo de co-
inoculacién. Su velocidad especifica cambié disminuyendo
a medida que se co-inoculaba més temprano S. cerevisiae.
Este hecho podria estar relacionado a quérum-sensing, lo
cual esté relacionado en otras interacciones donde ocurre
competencia (Rivero et al.,, 2015). Por otro lado, su
capacidad de carga disminuye drasticamente. Esto podria
estar relacionado a la imposibilidad de alcanzar una
poblacion méaxima. Posiblemente por falta de oxigeno
generado por la presencia de S. cerecisiae (Ciani et al.
2016). ElI SO2, la afectd negativamente, tal como se
observa en trabajos anteriores de nuestro equipo (Kuchen et
al. 2019).

S. cerevisiae, por su parte, no se vio influenciada por la
presencia de la no —saccharomyces, en este caso, W.
anomalus, coincidiendo con otros trabajos previos
(Combina et al. 2008). Este modelo sera utilizado para
relaizar optimizaciones dinamicas de la co-inoculacion y las
condiciones del medio.
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