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Capitulo 1.

Introduccion.



1.1. La vitivinicultura argentina.

Argentina es el quinto pais productor de vino del mundo y se encuentra entre los
primeros 10 paises exportadores a nivel mundial (Cabezoén, 2019). El éxito del vino
argentino se debe a la presencia en nuestro pais de regiones geograficas con
excelentes aptitudes de suelo y clima en la cuales se pueden obtener uvas de Vitis
vinifera con alta calidad enoldgica. La relevancia que fue adquiriendo la vitivinicultura
argentina a lo largo del tiempo se evidencia en la actualidad por los premios recibidos
en concursos internacionales. El 3 de julio del 2013 el Congreso de la Nacion declaré
al vino argentino como bebida nacional, dandole asi una impronta cultural que va mas
alla del simple consumo como bebida alcohdlica (infoLEG, Ley 26.870).

La vitivinicultura argentina tuvo sus origenes a mediados del siglo XVI, vy
coincidié con los primeros asentamientos espafoles. Los primeros vifiedos en la
Argentina se implantaron en 1551 al norte de la provincia de Santiago del Estero, pero
el desarrollo importante y sostenido ocurrié posteriormente en Mendoza y San Juan.
Se estima que la primer cosecha de uva para vino en Mendoza fue en el ano 1564
(Cabezoén, 2019). En la segunda mitad del siglo XIX, la llegada de especialistas y la
inmigracion espafnola e italiana dio un nuevo impulso a la vitivinicultura incorporado
nuevos conocimientos y técnicas, dando asi lugar al desarrollo de la vitivinicultura
como industria nacional. En 1959 se promulgé la Ley General de Vinos Nro. 14.878,
por la cual se creo el Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV). En la década del 70
entr6 en crisis el modelo de produccién basado en grandes volumenes de vino
destinados al mercado interno, y comenzdé un proceso de modernizacion de la
industria vitivinicola con la mirada puesta en la exportacion bajo la consigna “menor
volumen, mas calidad”. En 1999, la Ley General de Vinos se equiparo a la de la Unién
Europea para mejorar y potenciar el proceso de exportacion.

Segun el INV (Informe anual de cosecha 2020), actualmente y con 215.000 ha
plantadas, la Argentina produce vino en 14 de las 23 provincias. Mendoza con el 72%
y San Juan con el 22%, elaboran la mayor parte del vino producido anualmente. En
2020 se produjeron en promedio 20.557.455 quintales (2.055.745,5 tn) de uvas, de las
cuales el 97,5% se destind a vinos y mostos, 2, 2% a pasas y un 0,3% para consumo
en fresco. El total de vino elaborado fue de 10.796.149 hl (68,5 % tinto, 29,4 % blanco,
2,1 % rosado). Las variedades mas cultivadas de uvas tintas son Malbec, las cepas
criollas Cereza y Criolla grande, Bonarda y Sirah, y para las variedades blancas Pedro

Gimenez, Torrontés riojano y Chardonnay.
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1.2. La uva Isabella y el Vino de la Costa de Berisso.

Teniendo en cuenta la Ley General de Vinos, el 100% de la superficie cultivada
de uvas para vino en Argentina deberia ser de variedades de Vitis vinifera. Sin
embargo, esto no ocurre exactamente, ya que aun subsiste una produccién marginal
de variedades no viniferas. El origen de esta produccion atipica se encuentra en los
inmigrantes que arribaron a la Argentina en la segunda mitad del siglo XIX, en
particular los italianos. Muchos de ellos con tradicion vifiatera se ubicaron en zonas
rurales donde V. vinifera no podia adaptarse o crecer adecuadamente, por lo tanto les
fue necesario buscar variedades alternativas para la produccion de vino. Tal fue el
caso de la variedad Isabella, una uva hibrida, producto de un cruce aleatorio entre la
especie americana Vitis labrusca L., y una variedad de V. vinifera desconocida.
Isabella fue traida a la Argentina por inmigrantes que se instalaron principalmente en
Colonia Caroya (Cérdoba), en las costas bajas del Rio de la Plata (de Tigre a
Magdalena) y en Misiones, lugares donde la variedad se adaptd y con cuya produccion
se elaboré vino. En la costa del Rio de La Plata el vino elaborado con Isabella se
denomind Vino de la Costa o Vino de la “viRa”. En Berisso, el vino fue adquiriendo a lo
largo de los afios una fuerte identidad territorial producto de su intima relacién con el
desarrollo socioecondmico de la ciudad. A pesar de ser una variedad no vinifera, el
peso de la historia, el fuerte arraigo que tienen los vinos de Isabella en los lugares
donde se produce y las decisiones politicas, han dado lugar a que el INV mantenga
cierta tolerancia respecto a su cultivo y la elaboracién de vinos con esta uva hibrida.
De hecho, el INV reconocio en el afio 2013 al vino de la Costa como “vino regional”
(Resolucion C.23/201, anexo a la resolucion N° C.23/13, INV).

1.3. Elaboracion del Vino de la Costa de Berisso.

Historicamente, la elaboracién del vino de la Costa fue llevada a cabo por cada
familia en su quinta. Desde el 2014, el vino se elabora mayoritariamente en la bodega
que tiene la Cooperativa del Vino de la Costa. En la bodega se sigue el procedimiento
de vinificacibn mas simple, ya que no se emplean insumos tecnolégicos y la
vinificacion depende de la fermentacién espontanea llevada a cabo por las levaduras
que provienen de las uvas y las que se encuentran en los equipos de la bodega. Existe
un protocolo de elaboracion del vino para asegurar una calidad reproducible
(Cooperativa de Provisiéon y Comercializacion de la Costa de Berisso, 2009). El

proceso puede dividirse en unas pocas etapas:
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Cosecha

Las uvas llegan a la bodega desde diferentes vifiedos, en funcion de como se
organiza la cosecha en cada quinta. El aporte fundamental lo realizan tres o cuatro
vifiedos tipo parral y uno tipo espaldera. La madurez de la uva se evalia por los
°Baumeé y el analisis visual y gustativo. También se tiene en cuenta para la cosecha el
prondstico del clima. Normalmente se realiza durante la primera quincena de marzo.

Encubado

Para el encubado (colocacién del mosto en cubas de fermentacion), las uvas se
procesan en una moledora/despalilladora. La maquina esta acoplada a una bomba en
su parte inferior con la cual se van llenando tanques de 1000 litros de fibrocemento
revestidos con pintura epoxi. Simultdneamente, se adiciona metabisulfito de potasio a
razon de 100-120 mg/kg de uva.

Fermentacion

El mosto se deja fermentar a temperatura ambiente, observandose la etapa
tumultuosa al cabo del segundo o tercer dia. Durante la fermentacioén se realizan dos o
tres bazuqueos diarios, y la temperatura puede llegar hasta los 32 °C, dependiendo de
la temperatura ambiente. La fermentacidon/maceraciéon se controla mediante los grados
Baumé y puede durar entre 5 y 7 dias, pero a veces el encubado se deja hasta 8 dias
para aumentar la extraccion de color.

Descube vy trasiegos

La operacién siguiente es el descube, para lo cual el tanque se escurre por la
parte inferior (vino de gota) y los restos sélidos se vuelcan a las prensas de canasto
para obtener el vino de prensa. Ambos vinos se mezclan y pasan a tanques de acero
inoxidable que se llenan en su totalidad. El primer trasiego suele realizarse a los 15-17
dias luego del descube, y el segundo 30-40 dias después del primero; el ultimo se
realiza justo antes de envasar, cuando el vino se embotella para vender en la fiesta del
vino de la Costa en julio. El resto se mantiene en los tanques. Durante el proceso se
controla el nivel de anhidrido sulfuroso, teniendo en cuenta los limites establecidos por
el INV. En la Figura 1.1 se muestran fotos de la elaboracion del vino en la quinta de

Galean, lugar donde se ubicaron los equipos antes de construir la bodega.
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Figura 1.1. Elaboracién de vino de la Costa, encubado en tanques de fibrocemento con
revestimiento epoxi, bazuqueo, descube con prensas de madera y tanques para clarificacion y
almacenamiento (fotos en la quinta de Galean, afo 2007).

1.4. Situacién actual.

El vino de la Costa tuvo sus comienzos, desarrollo, apogeo y declinacion
(Velarde, 2010). A partir del afio 2000, el trabajo conjunto llevado a cabo por vifiateros,
docentes e investigadores de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (FCAyF-
UNLP), técnicos rurales y endlogos, permitio realizar un diagnéstico del area rural de
Berisso “conocer para actuar”, e iniciar un trabajo de extensién/investigacion destinado
a dar apoyo a la incipiente recuperacion de la actividad vitivinicola de Berisso. El
resultado mas notorio de este proceso fue la expansion de la superficie cultivada de
vifiedos, un aumento de la produccién de vino, el desarrollo de nuevos productos
derivados de la vid (espumantes, dulces, etc.) y la realizacién de los primeros analisis
de composicion de la uva, del vino y del proceso de fermentacion (Sisterna y col.,
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2010). Transcurridos casi 20 anos del proceso de recuperacion de la vitivinicultura en
Berisso, las crisis recurrentes de la economia argentina plantearon nuevos desafios al
vino de la Costa (Altavista, 2019). El fuerte aumento de los costos de produccion trajo
aparejada una disminucién de la rentabilidad que dificulta inversiones y la calidad de la
mano de obra, principalmente del trabajo rural. En ese contexto, las nuevas
propuestas para consolidar la produccion del vino de la Costa estan dirigidas a lograr
un mayor dinamismo en las formas de comercializacioén, a ampliar la oferta con nuevos
productos (como el vino espumante) y desarrollar distintas iniciativas culturales para
promocionar el vino. Paralelamente se impulsan proyectos desde la Cooperativa con el
apoyo de entidades cientificas y académicas con el objetivo de conseguir subsidios
destinados a realizar inversiones en bodega y financiar estudios de innovaciones
tecnoldgicas en el proceso de elaboracion del vino.

En la enologia moderna, el futuro de una zona vitivinicola depende de la
posibilidad de conseguir productos con caracteristicas propias, de alta calidad y que
dificilmente se puedan obtener en otros lugares. La elaboraciéon de vino es un proceso
microbiolégico muy complejo afectado por una considerable cantidad de factores. La
mayor parte de los vinos de produccion artesanal y fermentacién espontanea muestran
una variabilidad intrinseca que en determinadas ocasiones puede implicar una pérdida
de calidad significativa. A pesar de la popularidad del vino de la Costa en la regién de
Berisso, se conoce muy poco sobre la composicion de la uva, las propiedades del vino
y la fermentacion. Esta situacién limita la posibilidad de introducir cambios en las
practicas vitivinicolas que podrian garantizar cierta reproducibilidad en las propiedades
del vino, e incluso lograr vinos mejores en relacion a su aceptabilidad por el publico en
general. Por lo tanto, para poder realizar futuras innovaciones es necesario conocer
que es en realidad del vino de la Costa, desde la variedad de uva que se emplea para
vinificar hasta las propiedades del producto final. Esta tesis es el primer trabajo que se
realiza para lograr dicho objetivo.y se inserta en el marco de las politicas de apoyo a la
economia social y solidaria contemplada en el Plan Estratégico Agroalimentario y

Agroindustrial para el 2020 bajo la estrategia de innovar para crecer (CEPAL, 2009).

1.5. Hipotésis y objetivos del trabajo.

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue obtener informacion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de la uva Isabella cultivada en Berisso, el proceso de

fermentacion con esta variedad de uva y las propiedades quimicas y sensoriales del
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vino de la Costa. Para establecer los objetivos especificos se consideraron las

siguientes hipdtesis:

1) La composicién de la uva Isabella no es constante y varia cada afo, dando lugar
a cambios en las propiedades fisicoquimicas del vino. Considerando que la ubicacion
del vifiedo y el sistema de conduccion ya estan definidos por el productor, las variables
mas relevantes que en cada ano podrian afectar la calidad de las uvas serian las

practicas culturales y las condiciones meteorologicas.

2) La fermentacién espontanea de Isabella en las quintas y en la bodega de la
Cooperativa de la Costa es llevada a cabo por microorganismos que provienen de las
bayas, pero también de los equipos y utensilios de la bodega. Realizando
microvinificaciones de laboratorio se puede obtener un conocimiento mas real de
cuales son las levaduras vinicas responsables de la fermentacion espontanea y aislar

cepas que provengan especificamente de la uva

3) El empleo de una cepa autdctona aislada de las microvinificaciones para inocular
el vino podria ser una practica recomendable para asegurar cierta reproducibilidad en

la fermentacion.

Finalmente, cabe destacar que hasta la fecha no se ha realizado ninguna revisién
integradora relativa a la historia y propiedades de esta variedad de uva, lo cual tiene
un enorme interés académico, tecnoldgico y cultural.

En base a estas hipétesis y consideraciones, en este trabajo de tesis se
plantearon los siguientes objetivos especificos:

I. Realizar una revisién integradora (review) sobre la historia y propiedades de la
uva Isabella (capitulo 2).

II. Realizar un analisis fisicoquimico de la uva Isabella obtenida de un vifiedo
representativo de la regién durante al menos cuatro vendimias consecutivas. Obtener
datos climaticos de cada campana y sobre las practicas culturales que se realizan en
el vinedo (capitulo 3).

lll. Llevar a cabo microvinificaciones a escala de laboratorio con las las uvas
obtenidas en cada vendimia y analizar los vinos en su composicion fisicoquimica y
propiedades sensoriales (capitulo 3).

IV. Aislar e identificar las levaduras cultivables responsables de la fermentacion
espontanea y determinar las propiedades fermentativas mas relevantes de las

especies aisladas (capitulo 4).
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V. Determinar las propiedades fermentativas de cepas Saccharomyces
autoctonas, en particular la produccion de metabolitos y compuestos volatiles.
Comparar una fermentacion espontanea con una fermentacién inoculada con una
cepa autdctona seleccionada (capitulo 5).

Para llevar a cabo el estudio se seleccioné un vifiedo tipo parral perteneciente al
productor Rubén Veron. Si bien algunos estudios preliminares mostraron que existen
ciertas diferencias en las propiedades sensoriales de vinos obtenidos con uvas
provenientes de vifedos con diferentes sistema de conduccién (parral vs espaldera),
este trabajo se llevd a cabo unicamente con uvas del vifiedo antes mencionado debido
a varios motivos: es uno de los tres vifiedos de Berisso que aporta el mayor volumen
de uvas a la bodega de la Cooperativa en cada vendimia, el propietario es el Unico
productor que lleva un registro de las practicas viticulturales que realiza afo tras afo
en el vinedo y finalmente por una cuestidon practica, ya que resultaria imposible
muestrear y procesar en simultaneo una gran cantidad de muestras estadisticamente

representativas si el estudio se realiza con dos o mas vifiedos.
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Capitulo 2.
Historia y propiedades de la uva Isabella

(Vitis labrusca x Vitis vinifera).



2.1. Introduccion.

En la costa riberefia, al sur de la ciudad de Buenos Aires, desde Avellaneda
hasta Magdalena, aun se habla del vino de la “viia” o “vino de la Costa”. Su historia ha
sido particularmente intensa en Berisso, donde hoy mantiene su vigencia de la mano
de pequenos productores familiares, de la Cooperativa de la Costa de Berisso y de
diversos actores sociales. El vino de la Costa se produce con una uva conocida como
Isabella. Ahora bien, s qué se sabe de la uva Isabella ?, ¢ cual fue su lugar de origen?,
¢por qué llegd a las costas del Rio de La Plata?, ;qué propiedades tiene?. Para dar
respuestas a estos interrogantes se realizé una revisién integradora sobre distintos
aspectos de esta particular variedad de uva. Para tal fin se consultaron trabajos
cientificos, libros y articulos académicos diversos que se buscaron utilizando bases de
datos bibliograficas de libre acceso como Trip Database y Directory of Open Access
Journals, como asi también buscadores académicos como Google Scholar, Scielo
(especializada en bibliografia latinoamericana), PubMed, entre otros. También se
recurrio a periodicos, sitios web e incluso a entrevistas personales. Se descartaron
fuentes de informacién potencialmente dudosas provenientes en su mayoria de sitios
web poco confiables. Los resultados de la revision integradora han sido organizados
en este capitulo, cuyas secciones siguen un cierto orden temporal en relacién al origen
y evolucion de la vid, el descubrimiento de la Isabella y su posterior dispersion por
diversas regiones del mundo, hasta la historia del vino de la Costa en los humedales
de Berisso. Finalmente, se describen las caracteristicas de esta variedad de uva y su
conservacion en los bancos de germoplasma. Como no podria ser de otro modo,
guedan muchos interrogantes sobre la historia de esta uva, pero las respuestas (si las
hay), habra que buscarlas en futuras investigaciones.

Desde ya nuestro agradecimiento a las personas que colaboraron directa o
indirectamente en la busqueda de la informacion, y en especial a los vifiateros de

Berisso que inspiraron el presente capitulo.

2.2. El origen y la evolucion de la vid.

La vid (Vitis sp L.) es una planta que pertenece desde el punto de vista botanico
al género Vitis, uno de los 16 géneros de la familia Vitaceae (The Plant List, 2013). El
género Vitis posee las caracteristicas generales de las Vitaceae, representado por
lianas, arbustos herbaceos o arboles, perennes, con tallos que suelen tener hojas que
se desarrollan alternativamente en los brotes y con nudos hinchados que pueden

generar zarcillos o racimos florales opuestos a las hojas (Figura 2.1). Tienen habito
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trepador por sus zarcillos y los racimos florales contienen flores diminutas, unisexuales
0 bisexuales, sus frutos son carnosos y contienen entre 2 y 6 semillas (Simpson,
2019). La diferencia del género Vitis respecto del resto de la familia Vitaceae reside en

las caracteristicas florales (Jackson, 2014, p.22).
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Figura 2.1. llustracién de las partes de la vid (adaptado de Jackson, 2014, p. 22).

Las Vitaceae son una familia de plantas que habitan principalmente regiones
tropicales y subtropicales del mundo. En cambio, Vitis o las vides como se las
denomina genéricamente, crecen en climas templados o subtropicales y comprenden
unas 70 especies originarias del hemisferio norte (Walker et al., 2019). Se considera
que la evolucion de las especies de vid desde un ancestro comun no ha tenido tiempo
suficiente para lograr el aislamiento reproductivo caracteristico de una especie
biolégica. Por estas razones, y como es el caso de muchas plantas, las especies del
género Vitis no estan total y definitivamente establecidas. Algunos autores las han
definido como “ecoespecies”: poblaciones de vides que pueden diferenciarse por
caracteristicas morfologicas, como la anatomia de sus hojas, flores y frutos, y que
estan aisladas unas de otras por barreras geograficas, ecolégicas o fenoldgicas”
(Keller et al., 2015). Las vides se han subdividido en dos subgéneros: Muscadinia y

Vitis, basados en diferencias anatdomicas y en el numero de cromosomas (Jackson,
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2014). El subgénero Muscadinia comprende tres especies muy emparentadas entre si,
distribuidas en una regién que se extiende desde el sudeste de Estados Unidos hasta
México, siendo Muscadinia rotundifolia (Michx.) la uUnica especie cultivada. Por su
parte, el subgénero Vitis incluye el resto de las especies interfértiles agrupadas en
euroasiaticas y americanas, segun su origen geografico (Keller et al., 2015). La vid
original (vid silvestre) se encontraba extendida en lo que actualmente es Europa,
América del Norte y Asia oriental. Estudios filogenéticos han sugerido que las vides
tienen un antepasado comun, cuyo origen se remontaria al periodo Paleégeno de la
era Cenozoica, hace unos 60 Ma (millones de afios) (Wan et al.,, 2013). Se ha
estimado, a su vez, que la diversificacion del género Vitis se inicié hace 28-34 Ma, la
divergencia entre los subgéneros Vitis y Muscadinia entre 12,85 y 17,8 Ma vy la
separacion de las especies de Vitis euroasiaticas de las especies de América del Norte
y América Central en aproximadamente 9,5-11,38 Ma (Wan et al, 2013; Wen et al.,
2018).

A causa de las sucesivas glaciaciones que ocurrieron hace 3 millones de afios en el
hemisferio norte durante el comienzo de la era cuaternaria, la Vitis silvestre se
extingui® en muchas regiones, pero sobrevivio en zonas protegidas de climas
extremos llamadas “refugios de la vid”, situados al pie de grandes macizos
montafnosos, como fueron el mediterraneo, la parte oriental del mar Negro (refugio
Pdntico, actual Georgia), este de China, sudeste y costa del Pacifico en Estados
Unidos y el norte de México (Wan et al., 2013). Al terminar el periodo glaciar, los
cambios climaticos y el desarrollo de los bosques mesotermdfilos (en cuyos arboles la
vid podia trepar) permitié su recuperacion, asilvestrandose. La emigraciéon de la vid de
estos refugios dio lugar a la recolonizacion de diferentes regiones y la aparicién de
nuevas especies. En Europa predomind una unica especie, Vitis vinifera (V. vinifera
subsp. sylvestris (C.C.Gmel.) Hegi), en cambio, la recolonizacion de la vid en América
del Norte y Asia oriental dio lugar a una mayor biodiversidad, proliferando cerca de 60
especies adaptadas a las mas diversas condiciones de clima y suelo (Weiss et al.,
2000). Todas las Vitis silvestres o nativas se caracterizan por ser plantas dioicas.

La vid cultivada (Vitis vinifera subsp. sativa L.) se origin6 a partir de la Vitis
vinifera silvestre (Heinitz et al., 2019). Las primeras evidencias arqueoldgicas de
domesticacién de la vid silvestre se encontraron en la regién del Caucaso sur
(Transcaucasia) ~ 8000 a.C (Zohari et al., 2012). Este hallazgo no es de extranar si se
tiene en cuenta que el Oriente Préximo fue histéricamente una de las regiones donde

aparecid primero la agricultura, en el periodo Neolitico de la Edad de Piedra, unos
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10000 afios a.C. (Childe, 1996). Estudios recientes basados en el analisis quimico de
restos ceramicos confirmaron la practica del cultivo de la Vitis vinifera L. y de la
elaboracion de vino hace 6000-6500 afos AC en zonas cercanas a la actual capital de
Georgia (McGovern et al., 2017) (Figura 2.2).

Figura 2.2. Una de las 18 vasijas desenterradas por los arquedlogos en Georgia que contenian restos
de vino. (Joaquin Hidalgo, 21 de noviembre de 2021).
https://vinomanos.com/2017/11/georgia-vino-antiguo/?msclkid=634cd17dce7d11ec912016d7f02dcf3b]

Segun Arroyo-Garcia et al., (2006) la domesticacién seria multilocal y un trabajo
reciente (Dong et al., 2023) también sugiere que hubo dos centros independientes de
domesticacion: el Caucaso y Asia occidental y que ambos eventos ocurrieron hace
11000 afios. A partir de su sitio original, en particular Asia occidental, la vid
domesticada se habria diseminado siguiendo las principales civilizaciones y mediante
hibridaciones e introgresiones con las vides silvestres habria originado las variedades
de vinifera actualmente empleadas para vinificar. El aspecto sobresaliente de la
domesticacion de la V.vinifera silvestre fue la seleccion de cepas hermafroditas, lo que
garantizd la autopolinizacion y por ende una elevada fructificacion sin necesidad de
una vid macho externa (Henitz et al., 2019). Durante la domesticacion, la sativa
adquirié propiedades especificas y dio origen a la mayoria de las variedades de vid

que se emplean actualmente para vinificacion y consumo.

Por su parte, la vid silvestre aun subsiste en algunas regiones de Europa
Meridional, Europa Central, Africa y Asia, (Zohary & Spiegel-Roy, 1975; Myles et al.,
2011) (Figura 2.3). Las vides silvestres se consideran especies amenazadas segun la

Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Ocete et al., 2018).
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Figura 2.3. Vid silvestre (tomado de Lara et al., 2017).

La viticultura y la elaboracion de vino fueron practicas relevantes en las culturas
antiguas (particularmente en el Imperio romano) que se mantuvieron durante la Edad
Media en Europa y en el Oriente Medio, para finalmente expandirse en los siglos XVII
y XVIII a los nuevos territorios conquistados por los europeos como América, Australia,
Nueva Zelanda y Sudafrica (Jackson, 2014). En la actualidad, la uva ocupa el tercer
lugar entre los cultivos mas importantes del mundo, luego de la papa y el tomate
(Alston & Sambucci, 2019), y el vino es la bebida fermentada mas consumida luego de
la cerveza; su produccion en el 2022 fue de 258 millones de hectolitros (Mill. hL) (OIV,
2022).

En Botanica, se define una variedad vegetal a un grupo de plantas seleccionado
dentro de una especie, que presentan una serie de caracteristicas comunes. De
acuerdo a la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), el vinedo mundial
estaria compuesto por 10000-12000 variedades de vid (OIV, 2019).

2.3. Las vides americanas. Su aporte a la vitivinicultura.

Las vides americanas son las vides nativas originarias de América del Norte que
evolucionaron luego de sobrevivir al periodo glacial. Comprenden las especies del
subgénero Muscadinia y las especies que pertenecen al subgénero Vitis americanas o
Vitis del Nuevo Mundo. La mayoria de las especies americanas se distribuyen desde

las montafas rocosas hasta la costa atlantica de Estados Unidos, y unas pocas en la
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costa oeste y el norte de México (Jackson, 2014). Todas las especies de vides
americanas son dioicas, interfértiles, y se caracterizan por su resistencia a diferentes
plagas y su aptitud para crecer en climas y suelos donde habitualmente la Vitis vinifera
no desarrolla bien (Galet, 1988; Heinitz et al., 2019). El area de distribucion de las
especies estaria asociado a diferentes nichos climaticos (Callen et al., 2016) y varias
de ellas prefieren zonas calidas y humedas sin restricciones hidricas, por lo cual es
comun observarlas en su medio natural cerca de fuentes permanentes de agua, como
un rio, arroyo o manantial (Morano & Walker, 1995).

La taxonomia de las vides americanas comenzo con Linneo (1753). Debido a su
complejidad genética, existen discrepancias en la clasificacién de las especies de
vides americanas (Comeaux, 1984; Moore, 1991; Wan et al., 2013, Wen et al., 2018;
Klein et al., 2018, Ickert-Bond et al., 2018). De acuerdo a la base de datos de la Red
de Informacion de Recursos de Germoplasma (Germplasm Resource Information
Network, GRIN) del ARS-USDA (https://npgsweb.ars-grin.gov) y otras fuentes, como
VIVC (www.vivc.de), la Flora de América del Norte (www.efloras.org north america) y
BONAP (Kartesz, 2015), las especies nativas puras o hibridas aceptadas de vides
americanas (incluyendo Muscadinia pero sin incluir las nuevas especies de México)
son las siguientes: Vitis riparia Michx (riverbank grape), Vitis rupestris Scheele (sand
grape), Vitis acerifolia Rafinesque, Vitis girdiana Munson, Vitis arizénica Engelm, Vitis
vulpina L. (frost grape); Vitis labrusca L. (fox grape), Vitis aestivalis Michx (summer
grape), Vitis cordifolia, Vitis cinerea Engelm ex Millardet, Vitis berlandieri Planchon,
Vitis rotundifolia Michx (muscadine), Vitis amurensis Rupr (Amur grape), Vitis
californica Benth, Vitis monticola Buckley, Vitis palmata Vahl, Vitis shuttleworthii
House, Vitisxchampinii Planch (pro sp) [mustangensisxrupestris], Vitisxdoaniana
Munson ex Viala (pro sp.) [acerifoliax mustangensis], Vitisxnovae-angliae Fernald (pro
sp) [labruscaxriparia)] y Vitisxslavinii.

Las vides americanas representan un depdsito natural de germoplasma (recurso
genético) que se ha empleado para mejorar las vides que se cultivan en todo el mundo
(Keller, 2015; Heinitz et al., 2019). Su mayor contribucion a la vitivinicultura residié en
la creacion de hibridos intraespecificos para ser empleados como portainjerto o
hibridos entre especies americanas y variedades de V. vinifera para la produccion de
uva, estos ultimos se denominaron hibridos productores directos (HPD) (Topfer et al
2011; Ollat et al., 2016). Curiosamente, la obtencion de portainjertos o HPD se debi6 a
la necesidad de proteger los cultivos de vid europeos (Vitis vinifera L. subespecie

sativa) de las plagas que las propias vides americanas o sus hibridos naturales
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llevaron a Europa cuando fueron importadas desde América del Norte, durante la
primera mitad del siglo XIX. Las vides americanas eran resistentes o tolerantes a las
plagas que existian en su propio territorio, ya que con el tiempo fueron adquiriendo
cierta inmunidad; en cambio, las vides europeas no lo eran porque las plagas eran
inexistentes en Europa. Las tres principales plagas llevadas a Europa por las vides
americanas fueron el oidio, la filoxera y el mildiu (Heinitz et al., 2019). El oidio es una
especie de hongo (Teleomorfo Uncinula necator Schwein) descubierto en Londres en
1845, que se propagd al resto de Europa en 1850. La filoxera es un insecto
(Daktulosphaira vitifolia) tipo pulgdn que se alimenta de las raices y las hojas de la vid,
cuya primera aparicion se registro alrededor de 1865 en la region del Rédano-Alpes al
sudoeste de Francia (Faucon, 1870, como se cit6 en Dion, 1970). El mildiu
(Plasmopara viticola) es un hongo que se detecté en Francia por primera vez en 1878,
y segun estudios recientes, fue llevado al continente europeo por la especie americana
Vitis aestivalis (Fontaine et al., 2021). La sucesién cronolégica de estas tres plagas
devasto los cultivos de V. vinifera en Europa durante la segunda mitad del siglo XIX, e
incluso hasta principios del siglo XX, en particular la filoxera (Haba, 2005; Jackson,
2014). El control del oidio y el mildiu se logré finalmente con el empleo del azufre y del
cobre (Topfer et al., 2011), mientras que los portainjertos de vides americanas fueron
determinantes para salvar la viticultura europea del ataque de la filoxera.

A partir de 1870, cuando la filoxera comenzé a destruir los vifiedos de V. vinifera,
se inicié una intensa investigacion y colaboracién internacional para la busqueda de
una solucién para la plaga. Investigadores, e incluso mejoradores genéticos amateurs,
fueron una parte fundamental de este proceso que derivd en la obtencién de los

portainjertos.

Un aporte fundamental lo realizd el botanico y prestigioso Vviticulturista
estadounidense, Thomas V. Munson (1843-1913), quien desarroll6 en Texas
portainjertos de hibridos de vides americanas resistentes a la filoxera (Rombough,
2002; McLeRoy & Renfro, 2008). Una contribucion similar fue realizada por Hermann
Haeger (1855-1929) de Missouri (Perry & Sabbatini, 2015). A partir de 1880 los
viticultores franceses y de otros paises utilizaron masivamente los portainjertos para
injertar las variedades de vides europeas, replantar las viiias y recuperar la produccién
de vino. Diferentes hibridos de las especies americanas V. riparia, V. rupestris, V.
berlandieri, se utilizan hoy en dia como portainjertos en mas del 90% de los cultivos de

V. vinifera, y son los llamados pies americanos, que resisten la filoxera, pero también
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pueden transmitir a la vid resistencia a la sequia, a los nematodos y capacidad para
crecer en diversos tipo de suelo (Gil & Pszczolkowski, 2015; Ollat et al., 2016).

Ofra alternativa que se empled en Europa para reemplazar los vifiedos de V.
vinifera diezmados por las plagas fueron los HPD (Ravat, 1902; Tdpfer et al., 2011).
Para los mejoradores de vid, el hibrido ideal deberia tener raices resistentes a la
filoxera, follaje resistente a hongos patdgenos, adaptarse a ciertos climas y suelos y
dar uvas que pudiesen producir vinos similares a los que producian las uvas V.
vinifera. Este objetivo global fue dificil o casi imposible de conseguir. El uso de los
HPD abarcé dos etapas, los de primera generacion llamados HPD americanos,
tuvieron su origen en América y surgieron por polinizaciéon espontanea (como fue el
caso de la Isabella) o en forma artificial de la mano de mejoradores genéticos (como la
uva Othello). La primera generacién de HPD se cultivd en las zonas viticolas mas
hiamedas de Europa debido en parte a su resistencia a enfermedades fungicas,
particularmente en Francia, Alemania e Italia durante la segunda mitad del siglo XIX
(Topfer et al, 2011), pero se discontinuaron por su baja resistencia a la filoxera y a
ciertos cuestionamientos arbitrarios sobre las propiedades de sus vinos. Esta primera
generacién de hibridos fue la base para que mejoradores franceses desarrollaran
hibridos de segunda y tercera generacién denominados franco-americanos o
franceses, de mejor calidad enoldgica, los cuales se cultivaron extensamente en
Europa a partir de 1870 llegando a cubrir en 1958 hasta 500000 ha. (Toépfer et al,
2011). Debido a decisiones politicas los cultivos de los HPD franceses se
discontinuaron cuando en 1960 fueron revocados por la Appellation d'Origine
Contrdlée (denominacién de origen controlada) (Viret et al., 2019).

En la actualidad, las vides hibridas estan ganando terreno en la produccion de
vino a partir del empleo de varietales mejorados que permiten desarrollar una
viticultura mas ecoldgica, con menor uso de fungicidas y agroquimicos, y con la

posibilidad de ser cultivados en regiones de clima extremo (Gil & Pszczélkowski, 2015)

2.4. Vitis labrusca L. (fox grape). El progenitor americano de la uva Isabella.
Desde el punto de vista de la elaboracién de vino, la especie mas trascendente,

e incluso la mas conocida de todas las vides americanas, es la V. labrusca L. (fox

grape) (Figura 2.4), originaria del este de Estados Unidos, desde Georgia hasta el

sureste de Canada, con el estado de Indiana como limite occidental (Keller, 2015).
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Figura 2.4. Vitis labrusca (fox grape). Online Virtual Flora of Wisconsin:
http//:wisflora.herbarium.wisc.edu/index.php. Acceso: 9 de mayo de 2021.

Labrusca deriva de la palabra latina “salvaje” y la especie fue mencionada y
descripta por Linneo en Species Plantarum (1753). Estudios genéticos de mas de 300
accesiones del banco de germoplasma de vid del USDA-ARS ubicaron a V. labrusca
como una especie cercana a V. vulpina, V. aestivalis y V. cinerea (Klein et al., 2018).
De acuerdo a Callen et al.,, (2016), los cuatro taxones tienen nichos climaticos
similares y se superponen geograficamente, aunque no totalmente, en todo el este de
los Estados Unidos. Los pares V. labrusca/V. aestivales 'y V. vulpina/V. cinerea son los
que comparten mayores similitudes morfolégicas (Moore & Wen, 2016).

Las caracteristicas de V. labrusca han sido descriptas en varias publicaciones
(Planchon, 1874; Ravaz, 1902; Heidrick, 1908; Munson, 1909; Bailey, 1934; Moore
1991). Esta especie se diferencia del resto de las Vitis por tener zarcillos en todos los
nodos, es una especie muy trepadora que crece en forma vigorosa; y algunos la
consideran una especie invasora. Se reproduce facilmente por esquejes, es tolerante
al frio, resistente al oidio y a la agalla de corona (crown gall, Agrobacterium sp.), poco
resistente a la filoxera y sensible al mildiu, la pudricién negra (black-rot, Guignardia
bidwelli) y a la enfermedad de Pierce (Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa). Tiene poca
tolerancia a la cal, prefiriendo suelos acidos, y desarrolla bien en suelos humedos a
arenosos, al borde de cursos de agua o en zonas de agua poco profunda. Se
caracteriza por sus hojas grandes y gruesas, con la superficie superior verde opaca y
envés pubescente. Produce bayas grandes (mayor de 10 mm) con hollejo grueso que
se desprende facilmente de la pulpa, y con bajo contenido de azucar. Las bayas

tienden a caer cuando maduran, especialmente si el tiempo es lluvioso. V. labrusca fue
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una de las primeras especies de vid americana que migré a Europa a principios del
siglo XVII, llevada por coleccionistas y jardineros reales debido a la estética de su
follaje y frutos (André et al., 2017).

El término “fox grape” (uva zorro) con el que se denomina a V. labrusca tiene un
significado poco claro. El origen del nombre se remontaria a principios del 1700,
cuando los colonos nombraron fox a ciertas vides americanas (Acree, 1981). Pinney
(1989) analizo diferentes opciones del significado del término fox, entre ellos: el olor a
zorro, la apariencia pubescente y el color del envés de la hoja, la preferencia de los
ZOrros por consumir sus bayas comparadas con la de otras especies de vid, etc., pero
no llegd a una conclusion definitiva. A pesar de su significado difuso, con el tiempo se
aceptd que fox hace referencia a una cualidad sensorial de la uva o el vino. Asi, los
términos “fox”, “foxy” o “foxiness”, a veces generalizados como flavor labruscano,
quedaron plasmados en la literatura cientifica y comercial como un término general
para referirse a la percepcion olfativa/gustativa que se manifiesta al consumir las
bayas y/o los vinos de ciertas variedades de uvas derivadas principalmente de V.
labrusca o Muscadinia rotundifolia, y que puede ser descripta como una combinacién
de almizcle (musk), sabor terroso y notas algo dulzonas (Munson, 1909; Acree, 1981).

El caracter sensorial de un alimento o bebida es el resultado de una compleja
interaccion entre varios componentes. El impacto de dichos componentes en el flavor
puede evaluarse mediante el valor de la actividad odorifica (odor active value, OAV),
que relaciona sus concentraciones en el alimento con el umbral de deteccion (DT,
Detection Threshold). El umbral de deteccién de un determinado compuesto depende
de sus propiedades, pero también de la interaccion con otros componentes del medio,
es el llamado efecto matriz. En base a estos conceptos, diversos estudios han
relacionado el caracter foxy con la presencia de compuestos como el antranilato de
metilo (AM), 2-aminoacetofenona (2-AAF) y el furaneol (2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-

furanona, HDMF), denominado también furanona de fresa o frutilla (Figura 2.5).
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compuesto estructura aroma

0.._-OCH3

Antranilato de NH

metilo (AM) 5/ 2 Foxy
0.__CH,

2-aminoacetofenona NH

(2-AAF) 5/ 2 Foxy

HO o}

Furaneol / Caramelo/frutilla

HC™ N0 Nap,

Figura 2.5. Estructura de compuestos que han sido asociados al flavor foxy.

En realidad, se considera al AM y 2-AAF los principales compuestos
responsables del caracter foxy (Nelson et al., 1977; Acree et al., 1990; Baek et al.,
1997; Wang & De Luca, 2005; Panighel et al., 2010), mientras que el furaneol
contribuiria a la matriz afrutada o acaramelada (candy) que acompana a la uva y vinos
con estas caracteristicas (Rapp et al., 1980; Guedes de Pinho & Bertrand, 1995; Baek
et al.,, 2006, Bates, 2019). EI AM no es exclusivo de las uvas foxy, sino que esta
presente en numerosas especies vegetales; por ejemplo, junto al terpeno R (-) linalool,
son los dos compuestos claves del flavor del té de jazmin (Jasminum sambac)(Ito et
al., 2002). Los DTs de AM y 2-AAF en una matriz de vino blanco (white Rieslig) se han
estimado (valor medio) en 45y 10,5 ug/l respectivamente (Perry & Hayes, 2016).

El aporte del furaneol depende de su concentracién, ya que en bajas
concentraciones tiene flavor a frutilla, y en altas concentraciones lo tiene a caramelo,
semejante al algodén de azucar (Pérez and Sanz, 2008). Al igual que el AM, el
furaneol no es un componente exclusivo de las uvas foxy, ya que también contribuye
al aroma frutal de algunos vinos de V. vinifera (Genovese et al., 2005). El DT del
furaneol es del orden de 25-40 ug/l en agua o un vino modelo (Ong & Acree, 1999;
Kotseridis et al., 2000). Si bien es probable que otros compuestos contribuyan al
caracter foxy, es interesante resaltar que especies de vides americanas que no son
catalogadas foxy, como V. riparia y V. cinerea, solo contienen infimas concentraciones
de AM y 2-AAF (Sun et al., 2011).

La presencia del flavor foxy o tipo labrusca es una de las principales objeciones

que se le hacen a los vinos elaborados con uvas derivadas de V. labrusca. En un
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trabajo muy interesante desarrollado por Perry et al. (2019), se determiné el nivel de
rechazo/aceptaciéon de un vino Chardonnay al cual le adicionaron concentraciones
crecientes de AM o 2-AAF. El estudio se llevé a cabo en dos lugares diferentes:
California, donde no se consume vinos obtenidos con variedades labruscanas de vid, y
Pensilvania, donde es habitual consumirlos. En California el estudio se llevé a cabo
con un panel de participantes expertos y no expertos en vino, mientras que en
Pensilvania sélo hubo participantes no expertos. Contrariamente a lo esperado, en
ambas regiones los vinos a los cuales se agrego 2-AAF no provocaron el rechazo de
los consumidores dentro del rango probado. Con respecto al AM, los resultados
sugirieron que los factores que pueden influir en la aceptabilidad de los vinos que
contienen el odorante son multiples: experiencia y nivel de interés de los participantes
en vinos, el gusto de los consumidores por otros productos con sabor a uva y la
exposicion/familiaridad con el flavor labrusca. La tendencia mostré6 que los
consumidores no expertos en vino de California fueron mas tolerantes al AM que los
expertos, mientras que en Pensilvania el agregado de AM al vino no modifico las
preferencias de los participantes no expertos. Globalmente, el estudio mostré6 que
independientemente de su experiencia en vinos, una de cada 5 personas no
encontraron ofensivo el aroma producido por el antranilato de metilo agregado al vino.
Si bien el estudio tuvo ciertas limitaciones, se puede inferir que el flavor labrusca no
necesariamente es rechazado en los vinos y es tolerable para un cierto tipo de
consumidores, contrariamente a la opinidon generalizada de los endlogos expertos en

vinos de V. vinifera.

2.5. Los hibridos de la primera mitad del siglo XIX en América del Norte y el
origen de la uva Isabella.

Los primeros colonos europeos que se asentaron en la costa atlantica de
América del Norte, a principios del siglo XVII, quedaron sorprendidos por la profusién
de vides silvestres que encontraron. Para esos colonos la vitivinicultura fue un objetivo
oficial establecido en sus cartas de fundacion, por lo tanto, se dedicaron a producir
vino como parte de su actividad econémica, en un principio, con las vides nativas
americanas (Pinney, 1989). El primer vino se remonta a fines del siglo XVI, y fue
elaborado en una colonia cercana a lo que es actualmente la ciudad de Florida, con
uvas de M. rotundifolia (scuppernong grapes) (Olien, 1990). A pesar de la abundancia
de vides nativas, para los colonos los vinos elaborados con las uvas americanas

resultaron sensorialmente extrafios al compararlos con los vinos de Vitis vinifera que
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producian en su tierra de origen, por lo que decidieron importar variedades de vides
europeas para vinificar. Sin embargo, la V. vinifera no resistié el clima severo de la
region y las plagas nativas y no prosperd (Lukacs, 2010). La situacién comenzé a
cambiar cuando se descubrieron ciertas variedades hibridas que producian uvas con
aceptable calidad enoldgica. Los primeros hibridos surgieron del cruzamiento natural
entre especies americanas y las especies de V. vinifera que habian sido importadas de
Europa (Hedrick et al., 1908).

Los principales hibridos de importancia enoldgica descubiertos en la primera
mitad del siglo XIX en América del Norte derivaron de la especie V. labrusca (André et
al.,, 2017). Estas variedades hibridas adquirieron un caracter hermafrodita (muy
importante para la produccién regular de vino) manteniendo ciertos rasgos de los
progenitores. Con fines taxondmicos se las agrupd en la serie V. labruscana Bailey
(Bailey, 1934). El primer hibrido de importancia comercial fue Alexander, descubierto
en Filadelfia por el jardinero del gobernador de Pensilvania en 1740, en un vifiedo
donde se habia intentado cultivar vinifera. Alexander fue el resultado de un
cruzamiento natural entre V. labrusca y una variedad desconocida de V. vinifera.
Estudios genéticos recientes confirmaron que Alexander tiene un 50% de ascendencia
vinifera (Sawler at al., 2013). Alexander fue la base de la primera industria vitivinicola
exitosa de América del Norte, y sus vinos tuvieron gran difusién entre fines del siglo
XVIII'y principios del XIX (Pinney, 1989). En 1801 se descubrié en el sudoeste de
Carolina del Norte la variedad Catawba, un hibrido de V. vinifera con V. labrusca, con
fuerte caracter floral. La misma fue promovida por John Adlum (1759-1836), pionero
de la viticultura americana, quien distribuyé esquejes a varios productores a principios
de 1820 (Freeman Hunt, 1855). El porcentaje de ascendencia V. vinifera de Catawba
ha sido estimado en un 50% (Sawler et al., 2013), y en un estudio reciente se
determiné que Catawba tiene como progenitor la variedad de V. vinifera “Semillon”,
originaria de la region de Bordeaux, Francia (Huber et al., 2016). Segun Bailey (1934),
Catawba fue la “primera gran uva americana”, destacandose en la historia del vino
americano por sus vinos espumantes producidos por la bodega Longworth de Ohio,
que adquirieron notoriedad en California y Europa (Lukacs, 2000).

En la misma época que Catawba se descubrid la Isabella, la cual se habria
originado en Dorchester, Carolina del Sur (Spooner, 1858), pero otras versiones
indican que la variedad fue cultivada en varios vecindarios a fines del siglo XVIII antes
de llegar a Carolina, y su verdadero origen geografico se desconoce (Heidrick, 1908).

Algunos relatos sugieren que la variedad llegd a Carolina del Sur proveniente de
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Espafna (Bailey, 1906), esto supone que la V.labrusca estaba ya presente en dicho
pais a finales del siglo XVIII, pero esta versién nunca fue confirmada. La historia de la
Isabella desde su descubrimiento hasta su llegada a Nueva York a principios del siglo
XIX ha sido descripta por diferentes autores, pero todos se basan en la misma fuente.
Un resumen de esa historia se encuentra en Browne (1846), basada en el relato del
Gral. J. Swift, confirmada posteriormente por el mismo Swift (1858). EI nombre original
con el cual se denomind la variedad se desconoce. De acuerdo al relato, el abogado y
cultivador Benjamin Smith (1756-1826), quien fuera gobernador de Carolina del Norte
en 1811, llevé en 1808 esquejes de esta vid desde Dorchester a su jardin en Smithville
(Southport desde 1887), en Carolina del Norte. Posteriormente, en 1817, la Sra.
Isabella Gibbs llevé muestras provistas por Smith a su casa de Brookling, Nueva York,
propiedad de su esposo, el coronel George Gibbs, un cultivador y mejorador
aficionado. La casa fue comprada en 1819 por el Gral. Swift, quien al igual que lo
hecho por la Sra. Gibbs, distribuyé esquejes a varios vecinos y al vivero Linnaean
Botanic Garden, propiedad de William Robert Prince (1795-1842), situado en Flushing
(Long Island), Nueva York. A W. A Prince se le atribuye haber nombrado a la vid
Isabella en honor a la Sra. Gibbs, y ser ademas el verdadero propulsor de la variedad,
ya que la distribuyd no solo en el vecindario, sino también por diferentes regiones de
Estados Unidos, e incluso envié esquejes a varios paises en Europa. W. Prince fue un
prestigioso viverista que escribié el primer tratado del cultivo de vid en su pais (“A
treatise on the vine”, Prince, 1830). En la Figura 2.6 se puede observar la pagina del
tratado donde Prince dibujé a la Isabella. Ademas, en la Figura 2.7 se muestra la tapa
del catalogo del vivero de W. Prince de 1820, con Isabella en la lista de venta y
comentarios sobre su origen y cualidad para hacer vino e incluso brandy. Isabella tuvo
una gran aceptacion y proliferé en jardines, patios y glorietas debido a su frondoso
follaje y los atractivos racimos de uvas, caracteristicas heredadas de la V. labrusca. De
igual manera, los vifiedos de Isabella se extendieron para la produccion de vino y

consumo de la uva en fresco.
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Figura 2.6. Pagina del tratado de vino de Prince (1930), donde se encuentra dibujada la uva
Isabella.

Figura 2.7. Catalogo del vivero de W. Prince en el cual se menciona y describe a la Isabella y retrato de
W.R.Prince (https://archive.org/details/catalogueoffruit1822wmrp).

33


https://archive.org/details/catalogueoffruit1822wmrp

Tanto Isabella como Catawba dominaron la viticultura en la costa este de
Estados Unidos durante la primera mitad del siglo XIX, antes de la Guerra de
Secesion. Isabella predominé en el noreste (Nueva Inglaterra y estados del Atlantico
Medio), mientras que Catawba fue la uva preferida en los estados del Atlantico Sur. La
importancia de estas variedades para elaborar vino disminuyé considerablemente al
ser paulatinamente reemplazadas por la variedad Concord, descubierta en 1849 por
Ephraim Wales Bull (1806-1895) en Concord, Massachusetts, luego de experimentar
varios afos con injertos de V. labrusca (Hedrick, 1908). Concord seria descendiente
de Catawba y una cepa de V. labrusca desconocida (Huber et al.,, 2016). Su
ascendencia vinifera ha sido estimada en un 30% (Sawler et al., 2013). En 1835, el
estudiante Hugh White descubrié en el estado de Nueva York el cultivar Clinton, un
hibrido entre V. riparia y V. labrusca con un fuerte caracter foxy, que en cierta
bibliografia es confundida con la uva Fragola, nombre con el cual se denomina Isabella
en ltalia. En la actualidad, Concord sigue siendo la vid hibrida mas cultivada fuera de
California, en particular en los estados de Washington y Nueva York, mientras que la
Isabella se cultiva marginalmente en algunas regiones del estado de Nueva York
(Robinson, 2012; Godbout, 2012). Concord es ampliamente utilizada en la elaboracion
de jugos y mermeladas, y es la tipica referencia de uva foxy. De hecho, se han
detectado en jugos de esta variedad concentraciones de antranilato de metilo del
orden de 1400 ug/l, una concentracion 30 veces superior al umbral de deteccién (Rice,
1974)

Originariamente se consider6 a Isabella como una variedad de V. labrusca (V.
labrusca. var. Isabella), pero debido a ciertos rasgos botanicos las opiniones se
volcaron a definirla como una variedad hibrida. Segun Swift (1858), Isabella es un
hibrido natural de la fox nativa y una V. vinifera oriunda de Burgundy, una region del
este de Francia. La V. vinifera habria sido llevada por los hugonotes (protestantes
franceses) durante su migracién de Europa a Carolina del Sur, entre 1680 y 1688,
atraidos principalmente por la promesa de tierras baratas, oportunidades comerciales
y libertad religiosa (Van Ruymbeke, 2006). De igual modo, Munson (1909) la registré
como una cruza aleatoria de labrusca x vinifera, y la describe con flores perfectas, lo
que en principio prueba que no es una simple variante de V. labrusca, ya que todas las
vides americanas nativas son dioicas.

En la Figura 2.8 se muestran racimos tipicos de los hibridos Catawba y Concord,
y en la Figura 2.9 un documento relacionado con Isabella que demuestra su

popularidad en los estados del Atlantico Medio de Estados Unidos en la primera mitad
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del siglo XIX. En la Figura 2.10 se presenta un esquema del proceso evolutivo del
género Vitis, y la aparicion de la Isabella como un hibrido natural entre V. labrusca y
una especie de V. vinifera subsp sativa. En la Figura 2.11 se pueden apreciar

imagenes de vides de distinto origen.

Catawba Concord

Figura 2.8. Hibridos americanos de V. labrusca x V.vinifera.

Isabella and Catawba Grape Vines.

F PROPER age for forming Vineyards, cullivated from

and conlaining all the qualities which the most im-
proved euliivation for over fifteen years hos conferred on 1he
Croton Poimt Vineyards, are offered 10 the public. Those
who may purehase will receive such instructions for four
years, as will enable them 1o cultivaie the Grape with entire
suceess, provided their locality is not too farnorth.  All com-
munications addressed to R. T. UNDERHILL, M. D.,
New-Yark, or Croton Point, Wesichesier County, N. Y.,
will receive attention. 'The additional experience of three
posl seasons, gives him full assurance thay by improved cul-
tivation, pruming, &e., a erop ol good frait ean be obtained
every year, in most of the Northern, all the Middle, Western
and thern Sintes.

Also, Apple and Quince Trees for sale as above.

N. B.—To those who take sufficient to plant six acres, as
he directs, he will. when they commence bearing, furnish the
owner with one of his Vinedressers, whom he has instructed
in his mode of cultivation, and lie will do all the labor of the
vineyard, and insure the most perfect success. The only
charge, & reasonable compensalion for the labor,

R.T. U

Figura 2.9. El vifiedo de 75 acres de la familia Underhill en Croton Point que suministré a la
ciudad de Nueva York uvas Isabella y Catawba durante 6 décadas (1804-1873).
(Cascless, J. S; https://hvwinemag.com/story-behind-benmarl-winery/)
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Figura 2.10. Evolucion del género Vitis y el origen de Isabella (V. labrusca x V. vinifera). Ma:
millones de afios.

Vitis amurensis Rupr. (asidtica) Vitis rotundifolia Michx.
(Muscadinia,americana)

Vitis riparia Michx. (americana) Vitis vinifera (tempranillo, Espafia)

Figura 2.11. Imagenes de vides de diferente origen.
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2.6. La migracion de Isabella desde América del Norte hacia Europa, Asia y
Oceania.

A principios del siglo XIX se desarroll6 un flujo creciente de plantas de América y
otras partes del mundo a Europa, motivada por el interés de botanicos y clases altas
de tener plantas exoticas y variadas para sus jardines botanicos y paseos. En 1820, el
jardinero y horticultor Joseph-Bernard Baumman importé “Isabella”, probablemente del
Linnaean Botanic Garden de W. Prince, para su vivero en Bolwiller (Alsacia, Francia),
atraido por las caracteristicas estéticas de su follaje, y sus racimos de uvas
frambuesas. La uva fue difundida con el nombre de “Raisin du cap”. (Christnacher et
al., n.d), y con el tiempo se empleé para elaborar vino. Alrededor de 1830, en algunos
viveros del este y sureste de Francia se incluia Isabelle o V. isabelleae en los
catalogos de flores y frutos (Mabberley, 1999). También hay reportes de elaboracion
de vinos en el Departamento de Haérault, donde se menciona que los vinos de
Isabella mejoran con la edad de la vifa (Dion, 1970). En 1825 llegé a Italia, donde se
la cultivé con el nombre de uva Fragola, principalmente en la region norte del pais
(Friuli-Venecia-Julia, Véneto, Piamonte) (Rorato, 2009). Desde Francia llegd a
Odessa, y de ahi a las regiones situadas en las costas del mar Negro en Turquia y
Georgia, como asi también Azerbaiyan y Moldavia (Atlas: 1zabella, 2012). En Georgia
se la conoce como uva Odessa. A Rusia llegé promediando el siglo XX, cultivandose
no solo en las regiones calidas del sur, sino también en la regidon de Moscu. El poeta
ruso Osip Mandelstam describioé a Isabella como "carnosa y pesada como un racimo
de la noche misma" (Goldstein, 1958). En 1850 fue introducida en las islas Azores
(Frankel, 2019) y Hawaii (Love & Paull, 2014). En India, la informacién sobre Isabella
es algo confusa. Segun Shikhamany, (2011), la uva Bangalore Blue es un sinénimo de
Isabella, pero de acuerdo a Upadhyay (2013), Bangalore Blue deriva de Pierce, un
mutante de Isabella obtenido en 1882 por un mejorador privado (Maul et al., 2019).
Bangalore blue es ampliamente cultivada desde hace 150 afios en las regiones
tropicales suaves del sur de India, como Bangalore, en el estado de Karnataka. En
Australia, los primeros vifiedos de Isabella se instalaron en la zona de Puerto
Macquarie, en la costa norte de Nueva Gales del Sur, en 1860. El vinedo mas famoso
de la region fue Douglas Vale, cuyos vinos de Isabella ganaron premios en diferentes
concursos internacionales entre 1882 y 1886 (Honan, 2013). Su produccion se
discontinu6é en 1918. Actualmente, Douglas Vale es un centro turistico que produce
vino de Isabella fortificado utilizando plantas jovenes de Isabella, pero también algunas
que datan de 1900.
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El itinerario de Isabella durante su expansion por Europa no es del todo claro. A
partir de 1850 Isabella fue muy apreciada debido a su resistencia al oidio (Ravaz,
1902), y su cultivo se expandié rapidamente a diversas regiones para mantener la
produccién de vino. Un caso tipico fue Portugal, donde Isabella fue plantada
principalmente en el norte del pais, en las regiones de Minho y Douto Litoral. Con el
tiempo, la gente de esos lugares se acostumbré a beber en las tavernas el americano
o morangueiro (de morango, fresa en portugués) (Mayson, 2020).

El cultivo de Isabella, al igual que otros HPD americanos, comenzd a decaer a
fines del siglo XIX, cuando la filoxera se propagé por Europa, ya que era una variedad
tolerante a la plaga, pero no totalmente inmune. La recuperacion de los vifiedos de vid
europea debido a la aplicacién de fungicidas y el desarrollo de los portainjertos, fue
quizas el comienzo del declive de los hibridos productores directos de primera
generacién cultivados en Europa. En ese contexto, los viiiateros locales para restaurar
el predominio de las vides europeas en el mercado del vino, lograron con el transcurso
del tiempo que los hibridos americanos se erradicaran y fueran prohibidos. Para lograr
dicho fin, se emplearon argumentos inexactos, como fue la presencia de altos niveles
de metanol en los vinos de los hibridos. Es notorio que aun hoy perdura la polémica
por el contenido de metanol en los vinos de Isabella, como se evidencia en una nota
sobre el “morangueiro”, hecho que debe ser atribuido a la falta de conocimiento del
autor sobre el tema (O Correio-Mor, 2015). Un lector anénimo respondié asi a los
cuestionamientos que se hicieron al vino:

Vivo en Serra do Caramulo. Aqui siempre se ha cultivado el "vino americano”.
Incluso hoy en dia, muchas personas fabrican su propia pipa de vino. Por supuesto
que es vino... asi que el vino no se hace con uvas.

Si el proceso se hace bien, los vasos son buenos, se obtiene un buen producto
final.

Puro...organico...refrescante...bajo en alcohol.

En cuanto a su daro, diré que: Conozco personas que bebieron este vino toda
su vida y no les pas6é nada malo por eso.

Y otro detalle: no es obligatorio beber... SOLO BEBE QUIEN QUIERA.
(Traducido del portugués) (O Correio-Mor, 2015)

Otro argumento para restringir el cultivo de los hibridos, quizas el mas
importante, fue su calidad comparada con los vinos de V. vinifera. La realidad es que
son vinos diferentes y que la cuestién sensorial o los gustos por un determinado vino,

no pueden ser considerados de manera absoluta. Las restricciones al cultivo de
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Isabella se intensificaron a partir de 1930, en particular en Francia e ltalia; no obstante,
la pequefia produccion familiar continué sin grandes impedimentos, incluso después
de 1979, cuando la Comision Europea del mercado vitivinicola excluyé a Isabella y
otros hibridos productores directos de primera generacion de la lista de variedades de
vid autorizadas para elaborar vino (De Martino, 2008). En la Figura 2.12 se muestran
las variedades “prohibidas” como Noah, Othello, Isabelle, Jacquez, Clinton y

Herbemont.

Figura 2.12. Frutas prohibidas. ARCHE NOAH. Bruselas, Viena, 2017.
https://www.arche-noah.at/files/arche_noah_study_-_forbidden_fruits.pdf

La plantacion de HPD esta prohibida por la Unién Europea, pero en la practica el
cultivo de Isabella es tolerado y la uva se destina a la elaboracion de jugos,
mermeladas y vinos en paises como Georgia, Ucrania, Moldavia y Azerbaiyan
(Tischelmayer, 2019, Gaina et al., 2020), en ciertas regiones de Austria, sur de Suiza e
Italia (Gessler et al., 2006; Robinson et al., 2012), en la regién del mar Negro en
Turquia (Kurt-Celebi., et al 2020), sudoeste de Rusia, Madeira, norte de Portugal e
islas Azores. Con la uva Isabella se elaboran vinos que se producen en cantidad
limitada y se consumen preferentemente a nivel local. Los vinos de Isabella pueden
ser secos, dulces o espumantes, con un contenido de alcohol tipico del 10%, y todos

se caracterizan por el flavor afrutillado que le transmite esta variedad de uva, algunos
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ejemplos son: el tradicional Fragolino' (que se produce en la region del Véneto en
ltalia; a Proibida®, que es un vino 100% Isabella, considerado como un vino con
tradicion, rustico “de la casa’, de la isla de Pico (Azores, Portugal); los vinos
semidulces del sudoeste de Moldavia como Bostava® de la region de Etulia y Old-
Tavern® de Taraclia y los semidulces y secos de Abjasia como el Lykhny® o bien secos

como el Radeda® (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Vinos elaborados con uva Isabella (Abjasia, Moldavia,
Islas Azores e ltalia).

2.7. La llegada de Isabella a América Latina.

Las regiones de América del Sur con clima humedo, tropical o subtropical, fueron
una oportunidad para el cultivo de Isabella, que llegé a América Latina desde Europa
de la mano de los inmigrantes, y se convirtid en la variedad mas cultivada en Brasil,
Perd y Colombia. En Brasil, “Isabel” tuvo dos origenes: a principios del siglo XIX,
cuando fue llevada por el agricultor inglés John Rudge (1792-1854) a Sao Paulo y de
ahi a Rio Grande do Sul en 1840 (César & Tronca, 2020); y alrededor de 1875, con el
gran aporte de la inmigracion italiana proveniente principalmente de Lombardia y

Véneto, pero también de Trentino y Friuli, que se asenté directamente en la Sierra

! https://www.vinello.es/fragolino-wines/fragolino-rosso-terre-del-sole

2 https://www.winedeals.com/azores-wine-company-isabella-a-proibida-2017-750-ml-90567.

® https://www.vivino.com/PT/en/bostavan-isabella-red-semi-sweet/w/2045314

* https://www.worldofliquor.com/wines/Asconi-Old-Tavern-w01123709r

® https://abkhazworld.com/aw/abkhazia/wine-spirits-of-abkhazia/1044-lykhny-red-medium-sweet

® https://abkhazworld.com/aw/abkhazia/wine-spirits-of-abkhazia/1047-radeda-red-dry
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Gaucha, en el noreste de Rio Grande do Sul, (Majo & Moretto, 2021). A las pocas
décadas de su introduccion, el vino de Isabella pasé a ser conocido oficialmente como
“vinho de colénia” (De Majo & Relly, 2020). Actualmente, “Isabel” se cultiva
preferentemente en los estados del sudeste de Brasil: Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo y Minas Gerais (Arcanjo, 2015); pero también en
regiones del noreste, como Pernambuco (Nunez et al., 2016). En 1993 se descubrid
en el Municipio de Farroupilha un clon de Isabel surgido por una mutaciéon somatica, al
que se denomind Isabel Precoce (Camargo, 2004). Este clon se propagé con fines
comerciales, y presenta algunas ventajas desde el punto de vista agronémico y de
composicion de la uva para jugo o vino (Passaia et al., 2014). El 80% de la produccion
de Isabel en Brasil (260 millones de kg en 2017) se destina a la elaboracién de jugo
(Melo & Machado, 2018), y el resto a vinificacion junto a la variedad IVES. Los vinos
elaborados con estas variedades hibridas suelen combinarse, y representan
aproximadamente el 80% de la produccion total de vinos de mesa de Brasil (Biasoto et
al., 2014).

En Colombia, el cultivo de la vid se extendi6 tardiamente, ya entrado el siglo XX,
alrededor de 1925. Isabella se cultiva principalmente en la regidn suroeste, en los
Departamentos Valle del Cauca y Huila, y en el norte en el Departamento de
Santander (Merchan et al., 2015). El Valle del Cauca es el principal productor de uva
Isabella, con 1551 ha cultivadas y hasta 2 cosechas anuales. Una gran parte de la uva
se destina a jugo, y el resto es vinificado por vifateros artesanales y por bodegas
modernas, como PDC Vinos y Licores (Casa Domecq) (Polo, 2014) y Casa Grajales.
Cabe mencionar que el brandy de lIsabella elaborado por estas empresas ha
alcanzado reputacion internacional (Nufez, 2016).

El comienzo de los cultivos de Isabella en Peru se desconoce; en este pais se la
denomina uva Borgofia, y se emplea para elaborar el popular vino dulce que lleva su
nombre (Ramirez, 2017), que representa el 60,8% del total de vino consumido en el
pais (Gennari y Estrella, 2015). La Isabella se cultiva preferentemente en las
provincias del sur de Lima, como Cafiete, y en el departamento de Chincha, situado al
norte de la provincia de Ica, y en menor proporcion en Arequipa, Moquegua y Tacna.
Los vinos de lIsabella que se destacan son producidos por Bodegas y Vifiedos
Tabernero, Santiago Queirolo, Vina Los Reyes, entre otras.

En Uruguay, la Isabella se denomina uva Frutilla, y su mayor desarrollo
probablemente ocurrié en la primera mitad del siglo XX. A partir de 1970, los

viticultores uruguayos se volcaron decididamente a las variedades de V. vinifera'y a
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consolidar su variedad insignia Tannat, pero el cultivo de uva frutilla subsistié. En 2018
se registraron unas 76 ha cultivadas de uva frutilla, que representan el 1,2 % de la uva
total producida (INAVI, 2018). En el afo 2015, Bodegas Bauza sac6 al mercado un

vino clarete tradicional elaborado con esta variedad de uva (Etchandy, 2015).

2.8. La uva Isabella en Argentina.

Entre los miles de inmigrantes que llegaron a la Argentina desde mediados del
siglo XIX, los italianos fueron los mas numerosos, representando alrededor del 50%
del total (Devoto, 2008). Desde mediados del siglo XIX hasta la década de 1880, los
campesinos italianos del norte, especialmente piamonteses, lombardos, ligures y
friulianos, emigraron a Argentina con la esperanza de convertirse en propietarios de
colonias agricolas. La llegada de inmigrantes fue estimulada por la sancion de la Ley
de Inmigracion en 1876 durante el gobierno de Nicolas Avellaneda. De los miles que
llegaron, muchos regresaron, pero el saldo fue altamente positivo. Dada la gran
tradicion vinicola del norte de ltalia, era razonable que aquellos inmigrantes que
lograron asentarse para cultivar la tierra pusieran en practica el oficio de vinateros. En
1878, Isabella arribé a Cérdoba de la mano de inmigrantes friulianos, que fundaron lo
que actualmente es Colonia Caroya (Colmenarejo, 2017). La uva de Caroya la
denominaron frambua por su flavor caracteristico, y el vino elaborado con esta uva fue
adquiriendo con el correr de los afios una fuerte identidad territorial. En el afio 2017,
los vifiedos de Caroya fueron declarados patrimonio cultural y natural (Tabbia, 2018).
En 2019 aparecieron nuevos productos de la uva frambua: el espumante elaborado
por el método champenoise, y hasta un helado comercializado en la ciudad de Villa
Allende (Roggio, 2019). De la misma época que Colonia Caroya datan los vifiedos que
se instalaron en Misiones, donde localmente la uva Isabella se denomind “francesa”,
porque en un principio fue introducida desde una zona de Brasil donde habia una
colonia de franceses que la utilizaban para hacer vino. El auge de la Isabella en
Misiones se dio a mediados del siglo XX, donde se llegé a contar con una Cooperativa
Vitivinicola en el Alto Parana (Bakos, 2015).

Las primeras vides de Isabella que llegaron a las costas de Rio de La Plata y
zonas aledafnas, se plantaron en el partido de Quilmes y lo que es actualmente el
partido de Avellaneda. La implantacion de Isabella bajo el sistema de parral se adapt6
sin problemas al ambiente costero del Rio de La Plata, y los vifiedos pasaron a formar
parte del paisaje rural, junto a otros cultivos tipicos de las quintas como las hortalizas y

frutales. En esta region, es comun nombrar la Isabella como “uva chinche”. En
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Quilmes, el inicio de la actividad viticola se debié a Andrés Rosso, un inmigrante
italiano proveniente de Cuneo, regién del Piamonte, quien en 1875 planté en Ezpeleta
las primeras 12 ha de vifias, y con el tiempo llegd a cubrir una extension de 45 ha
(Agnelli, 2009). Su bodega contigua al vifiedo logré producir en 1909 unos 300.000
litros de vino (Ospital, 2003). La variedad mas cultivada por Rosso fue Isabella, y en
menor proporcion otras variedades importadas de lItalia y Francia. Para esa misma
época, inmigrantes del norte de ltalia, los ligures, instalaron viiedos de Isabella en el
partido de Barracas al Sud (luego partido de Avellaneda), en la zona de Villa Dominico
y Sarandi (Cortes, 2015). En 1890, funcionaba entonces una bodega propiedad de
Ernesto Paissan (Aboitiz, 2016). En Quilmes, no existen vestigios de la actividad
vitivinicola (Agnelli, comunicacion personal), pero en Sarandi aun subsisten pequefios
cultivos de Isabella mantenidos por los descendientes de italianos que plantaron las
primeras vides (Moyano y Guerra, 2016; Gray, 2019). En una interesante entrevista
que realizé Turone (El vino de la Costa, n.d) con bisnietos de los primeros inmigrantes,
se cuentan detalles de la historia del cultivo de Isabella y de la elaboracién de vino en
Villa Dominico, Partido de Avellaneda. En un trabajo reciente se detallan aspectos
productivos e histéricos del vino de la Costa en la misma localidad, haciendo hincapié
en la valorizacion turistica de la region (Harsich, 2021).

En la zona norte de la Capital Federal, en las inmediaciones del pueblo de
Escobar, se desarrolld una explotacion agropecuaria mixta propiedad de Tomas
Marquez, que incluyd 30 ha de Isabella (Ospital, 2003). La bodega, instalada en 1895,
tenia una capacidad de 160.000 litros y contaba con cubas de roble de 1000 y 3000
litros. EIl vino tenia prestigio y se vendia a no menos de 30 centavos el litro, en un
amplio mercado que abarcaba Baradero, Campana, Ramallo y la ciudad de Buenos
Aires (Expreso del Tiempo, 2011).

Al igual que en Quilmes y Avellaneda, Isabella llegé a la costa riberefia del
incipiente Partido de Berisso, de la mano de los inmigrantes. No se encontraron
registros histéricos precisos del origen de la vitivinicultura en la costa de Berisso, pero
de acuerdo a Raul Ricci (1932-2019), su abuelo Pietro Ricci (1857-1921) instald los
primeros viiedos en la zona de Palo Blanco a fines del siglo XIX, en tierras que se
lotearon en 1887 bajo el nombre de Villa Banco Constructor (Sayavedra, 2017).
Marcela Ricci, sobrina de Raul, conté con mayor detalle que su bisabuelo Pietro llegé
a Buenos Aires el 6 de noviembre de 1885 a bordo del buque Bisagno, procedente de
Génova, para trabajar en la construccién del puerto de La Plata. Posteriormente, y

luego de dedicarse a otras labores, como el acopio de lefia y el trabajo en el saladero,
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compro las tierras en Palo Blanco instalando vifiedos de Isabella y plantaciones de
mimbre. Algunas versiones indican que los esquejes de sarmientos de Isabella fueron
traidos en barcos insertados en una papa para su conservacion durante el viaje
(Figura 2.14). Sin embargo, no debe descartarse que las primeras vides que se
introdujeron en Berisso hayan provenido de vifiedos ya instalados en zonas cercanas

como Avellaneda y Quilmes.

Figura 2.14. Talea de Viti inserta en una patata per conservame |’humidita
durante el viaggio. (Cristaldi et al., 2015, pag. 22).

Con la uva Isabella se elabord en Berisso, Quilmes y Avellaneda el llamado “vino
de la Costa”, o vino de la “vifia”. El vino de la Costa es un producto con identidad, y
culturalmente muy aceptado, cuya historia se entremezcla con el desarrollo social,
economico y cultural de la region, habiendo adquirido particular relevancia en la
localidad de Berisso (Velarde, 2010).

2.9. Isabella en Berisso: mas de un siglo de historia del Vino de la Costa.

La evolucién de la vitivinicultura en Berisso puede dividirse en varias etapas,
relacionadas con la llegada de inmigrantes que se dedicaron al trabajo rural. La
inmigracion no fue casual, ya que estuvo ligada al desarrollo econémico de la region
desde la década de 1870. Berisso es una localidad costera situada a 70 Km al sur de
Buenos Aires, y a 7 Km de la Capital Provincial La Plata. Su origen se relaciona con la
actividad de los saladeros, que habian sido desplazados desde las costas del
Riachuelo a la Ensenada de Barragan, por ser responsables de las terribles epidemias
de colera y fiebre amarilla ocurridas en Buenos Aires en 1869 y 1871, que causaron
varios miles de muertos (Fiquepron, 2017). El primer saladero se inaugurd el 24 de

junio de 1871, en el lugar que hoy ocupa el Centro Civico (Chueco, 1886). Su duefno
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era Juan Bautista Berisso, un inmigrante italiano nacido en Lavagna (Génova, Liguria),
de quien deriva el nombre de la ciudad (Berisso, 1987). En época reciente, mas
precisamente en noviembre de 1998, y luego de una investigacion histérica llevada a
cabo por el Dr. Oscar Alcoba, concejal de Berisso, se tomo la fecha de inauguracion
del saladero como fecha fundacional de Berisso (http://berisso.gob.ar/ciudad-
beta.php). Cabe mencionar que Berisso obtuvo su autonomia municipal el 3 de abril de
1957, ya que desde 1866 hasta esa fecha pertenecié al Municipio de La Plata.

A fines del siglo XIX la poblacién alrededor de los saladeros era de unas 1800
personas que habitaban un caserio irregular formado por construcciones precarias
(Herrera, 2018). La poblacion fue creciendo al amparo de la instalacion de nuevos
saladeros, como el San Luis en 1879, administrado por Luis Berisso, hermano de
Juan, y el desarrollo del puerto de La Plata inaugurado en 1890 (D°"Amico y col., 2015).
A principios de 1900, los saladeros comenzaron a cerrar, dando lugar a la industria
frigorifica. En 1900 se instal6 en el Gran Dock del puerto de La Plata la firma Zabala y
Cia., una fabrica congeladora de carnes y conservas. En 1904 se inauguro¢ el frigorifico
“La Plata Cold Storage”, de capitales sudafricanos, sobre los cimientos del primer
saladero instalado en Berisso (Lobato, 2004). En 1907 fue comprado por la empresa
norteamericana Swift (cambidé su nombre recién en 1917), llegando a ser el frigorifico
mas importante de Argentina. En 1915 se instala otro gigante de la industria frigorifica,
el Armour. Ambos frigorificos modularon la vida social y econémica de Berisso durante
casi 70 afos (Lobato, 2004).

El desarrollo de la actividad fabril y del puerto intensificé la inmigracion y el
crecimiento poblacional. Segun el Censo general del Partido de La Plata de 1909, la
seccidon VIl que incluia a Berisso, registraba ya un total de 4810 habitantes, de los
cuales 2553 habitantes correspondian a Berisso, 970 a los Talas y el resto a las islas
Paulino y Santiago (Velarde, 2010). En la zona rural, el 70% de la poblacién era
inmigrante, mayoritariamente italianos. A la par del crecimiento urbano, se dinamizo la
produccion rural con el desarrollo de las quintas. Segun el Censo Nacional
Agropecuario de 1908, la superficie de vifiedos en Avellaneda sumaba un total de 230
ha, y el total de uva para vinificar rondaba los 198000 kg, mientras que La Plata, que
incluia a Berisso, sumaba 111 ha de vifiedos y aportaba 193000 kg de uva para
vinificar (CNA, 1908). La creacién de los frigorificos, la destileria YPF en 1925, una
hilanderia un ano después, y el astillero Rio Santiago en 1923, en la localidad
adyacente de Ensenada, generd una gran demanda de mano de obra que atrajo una

segunda oleada de inmigrantes en las primeras décadas del siglo XX. A diferencia de
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lo que ocurrid en otras regiones de Argentina, a Berisso y Ensenada llegaron
inmigrantes de varias nacionalidades: arabes, armenios, albaneses, bulgaros, croatas,
espanoles, griegos, bielorrusos, eslovacos, irlandeses, lituanos, ucranianos, rusos,
polacos, sirios, italianos, portugueses y rumanos, que conformaron una variopinta
cultura local (Parma, 2013).

A principios del siglo XX, se intensificd la instalacién de quintas en el corredor
costero de Berisso, debido a la creciente demanda de frutas y verduras de la poblacion
de la ciudad de Buenos Aires y la presencia del Mercado de Abasto. En las quintas no
faltaron los vifiedos, y la uva Isabella se convirtio en la principal variedad cultivada. El
vino fue, en principio, para consumo personal, pero el excedente comenzo6 a venderse
para obtener un ingreso “extra”. Los nombres de algunos inmigrantes vifateros que se
instalaron en Berisso en los primeros afios del siglo XX se encuentran en el trabajo de
Sayavedra (2017).

Al compas del desarrollo industrial y el crecimiento de la poblacién, el vino de la
Costa se fue convirtiendo en un vino popular de consumo masivo, no solo en Berisso,
sino también en las barriadas obreras de localidades cercanas y en la ciudad de
Buenos Aires. En ese contexto, la superficie cultivada de Isabella fue creciendo, tanto
en el continente como en la isla Paulino, para satisfacer la demanda de vino. La isla
debe su nombre al primer poblador, Paulino Pagani, quien llegd de Lombardia en
1887. Con el tiempo se pobld de quintas, siendo un lugar de reconocidos vifiateros
(Sayavedra, 2017). El primer Censo de vifiedos que se realizé en 1936 mostraba que
La Plata tenia 388 ha, Avellaneda 267 ha y Quilmes 68 ha de vifiedos, o sea un total
de 723 ha, la mayoria cultivadas con la uva americana (Ospital, 2013). El total de
bodegas ascendia a 78. Considerando un rendimiento promedio de 3500 kg de uva
por ha y un rendimiento en vino del 60 %, se puede estimar que la produccion de vino
de la Costa en toda esta region rondaria 7000 bordalesas, o sea 1.400.000 litros, que
coincide con datos reportados por el Primer Censo Nacional del Vino en 1936, donde
se registré una produccion total de 1.300.000 litros de vino (Velarde, 2010). Este
volumen podria considerarse como la maxima producciéon alcanzada de vino de la
Costa en el periodo de mayor auge, entre los afios 1930 y 1950.

La popularidad que fue adquiriendo el vino queda reflejada en el siguiente

parrafo:

“ Magnifico olor de la fritura boquense. Este pescado frito solo se come aqui.

- Te recomiendo el matambre.
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- Cada comida tiene su encanto particular”

Tomaron asiento junto a una mesa vecina... Algazara de los muchachos y de los
viejos. Mucho pescado en dos fuentes: pan y vino oscuro en una botella que decia
“Vino de la costa”...” (Caras y Caretas, El ritmo N° 1531, 1928) (Lobato, 2016)

Durante esos afnos se instalaron en Berisso nuevos agricultores/vifiateros, cuyos
descendientes continuaron y adn mantienen la produccién del vino de la Costa.
Algunos de ellos, como Flaviano José Amadeo (1896-1978), oriundo de lago di Como
(Lombardia), llegd a la Argentina en 1918 y posteriormente a Palo Blanco en 1935
(German Palomino, comunicacién personal). Francisco Giovannetti (1910-1975), hijo
de inmigrantes Genoveses, nacido en Zarate, se instalé en Berisso en la década del
40 para trabajar en el frigorifico Swift y posteriormente, en 1949, compré a la familia
Ricci parcelas de monte sobre la calle Bagliardi (Maria Ester Giovannetti,
comunicacion personal). Serafino Ruscitti proveniente de Abruzos, se instal6 en la isla
Paulino a principios de 1951(Marin, 2010). No todos los quinteros fueron de origen
italiano, un caso emblematico fue el de Francisco Antonio Domingues, quien llegé de
Portugal en 1927 a los 30 afos. Con los recursos obtenidos durante su trabajo en el
frigorifico Swift instalé una quinta y planté Isabella (Noelia Dobe, comunicacién
personal). Su trabajo fue continuado por su hijo “Pancho” Domingues (1934-2020), un
reconocido vifiatero, quién también fue tonelero, un oficio esencial en la produccion de
vino.

Para 1958 la extension de los vifiedos en Avellaneda, Quilmes y Berisso aun se
mantenian en 800 ha (Velarde, 2010), pero a partir de 1960 comenzé el declive del
vino de la Costa, asociado a un decaimiento general de la actividad econdémica de las
quintas (Tagliabue, 2011). Las causas fueron multiples, pero una directa fue la pérdida
de valor del trabajo rural en beneficio del trabajo urbano, de mejor calidad y mejor
remunerado, al que podian acceder los hijos y nietos de los primeros inmigrantes por
su mayor nivel educativo (Otero, 2013). A esto se sumé la disminucion de la demanda
por una menor actividad frigorifica, la competencia de los vinos de Cuyo y de la
produccion horticola por otras zonas cercanas a Berisso, y la crisis econdmica de
finales de 1970, que afectd el estandar de vida de la poblacion local (Velarde, 2010).
La crisis del vino de la Costa se manifestd claramente a partir de 1970, cuando la falta
de inversion e innovacion tecnoldgica en vifiedos y bodegas trajo aparejado un
marcado deterioro de la vitivinicultura en Berisso y zonas aledanas (Posada & Velarde,

2000). Un productor de la Costa de Berisso, Vicente, recordo:
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“Cerraron las fabricas y Berisso quedd abandonado, se abandoné la Nueva York,
las fondas jqué fondas que habial Se acabdé el trabajo en los frigorificos, y el vino se

fue con los frigorificos...”

Un factor adicional que contribuyd al declive de la actividad vitivinicola en
Berisso fueron las trabas impuestas por nuevos marcos legales en la produccion del
vino a nivel nacional a partir de la década de 1990, que prohibid el uso de la uva
Isabella para vinificar. La Resolucién INV71 de 1992 definié al vino como “producto
obtenido de la fermentacién alcohdlica de uvas provenientes de la especie Vitis

vinifera”.

Articulo 1° —DEFINICION DE VINOS: Se considerara vinos a los productos
obtenidos por la fermentacion alcohdlica total o parcial de los aztcares naturales de la
uva fresca o del mosto virgen, previamente limpiado y mantenido en frio, de uvas
provenientes de la especieVitis vinifera L., con o sin partes sdlidas, que tengan un
tenor alcohdlico real superior a CINCO GRADOS (5°) GayLussac. Ningun otro liquido

cualquiera sea su origen o composicion podra designarse con el nombre de vino [sic]

Se podria decir que a fines del siglo XX, la actividad vitivinicola en Berisso
estaba al borde de la extincién. La declinacién de la actividad productiva generé el
abandono de las quintas y la desaparicion del oficio de vifatero. En 1998 se
produjeron apenas 6000 litros de vino, y la superficie de los vifiedos se limitaba a
menos de 10 ha (Otero, 2013). Respecto a la actividad econdmica rural, la mayor parte

de las quintas habian cesado su actividad productiva.

2.10. La recuperacion de la actividad vitivinicola en Berisso (2000-2020).

El factor determinante para la recuperacion de la actividad vitivinicola en Berisso
fue la crisis econdmica de finales del siglo XX, que hizo eclosién en el 2001. Los pocos
productores que aun elaboraban el vino, en conjunto con la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales (FCAyF-UNLP), y con apoyo de autoridades locales y la
participacion de técnicos rurales, iniciaron un proceso de revalorizacion de la actividad
vitivinicola local como una alternativa productiva para mejorar su situacion econémica
(Hoy, 2003; Velarde et al, 2006). Asi, el cultivo de Isabella volvid a ser un tema central

en la actividad rural de Berisso, y el vino de la Costa se reconfigurdé con fuerza como
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un producto con identidad territorial, que ameritaba ser tenido en cuenta nuevamente.
Diversos estudios realizados con posterioridad, demostraron que el vino de la Costa
seguia siendo un producto con una notable tradicion local (Velarde et al., 2008). Desde
fines de 1990, comenzd entonces una nueva etapa en la historia de la uva Isabella en
Berisso, impulsada por vifiateros que aun mantenian la produccion de vino, como
Héctor Daraya, yerno de Giovannetti, que planté nuevos vifiedos en 1990, o el ya
mencionado “Pancho” Dominguez, que continué con la produccion de vino en su
quinta en Los Talas. A estos vinateros se fueron sumando nuevos actores que
decidieron recuperar viejos vifiedos familiares, o plantar nuevas vides, destacandose
la participacién de productores jovenes que significaron un recambio generacional
esencial para darle continuidad a la produccién del vino. Una lista de productores que
mantuvieron sus vifiedos en produccion y jovenes que participaron en la recuperacion
vitivinicola de Berisso se detallan en la Tabla 2.1. Algunos de estos productores se

organizaron como “Grupo de vinateros”.

Tabla 2.1. Tabla extraida y modificada de la parte final de la Resolucion del INV (N° C.23/13), en la
cual se detallan los nombres de los productores de vino de la Costa y la superficie de los vifiedos.
Ministerio de Aaricultura. Ganaderia v Pesca. Instituto Nacional de Vitivinicultura.

z‘;::;gig: Razon social Domicilio Departamento ;ZZ;Z‘::)
X00001 RICARDO DE SIMONE Isla Paulino lote 1 Berisso 1,0000
X00002 CASALI MARTIN ALBERTO* Calle 66 y La Florida s/n Berisso 0,0500
X00003 MURGIA RAUL OSVALDO Calle 169 N° 2763 Berisso 1,0000
X00004 AQUIAR ANDRES ALEJANDRO Canal de acceso Puerto La Plata Berisso 0,1800
X00005 DARAYA HECTOR* Bagliardi y los Ciruelos Berisso 0,0694
X00007 LEOTTA NESTOR EDUARDO Camino Palo Blanco y Puente Rio Santiago Berisso 0,5000
X00008 CORAZZA LEONARDO ANDRES* Delta de Rio Santiago Berisso 0,4200
X00009 PALOMINO AMADEO GERMAN* Camino Palo Blanco Berisso 0,5700
X00010 GODOY JUAN CARLOS* 3 de abril e/Mema y Ombu Berisso 0,7500
X00011 MANFREDI OLINDA Quinta 60 e/Avenida Dominico y sarandi Awellaneda 1,0341
X00012 PAISSAN OSVALDO CANDIDO Lote 6 Colonia Sarandi Quinta 358 Awellaneda 2,0000
X00013 FERRARA AGUSTIN Y CARMELO Quinta N° 26-27 Awellaneda 0,7365
X00014 VERON ARGENTINO RUBEN* Calle 81y Ruta 15 Berisso 2,9544
X00015 RUSCITTI RENZO SERGIO* Isla Santiago este Berisso 1,5750
X00016 RUSCITTI MIGUEL Isla Santiago este (Paulino) Berisso 1,0000
X00017 FREZZINI SANTIAGO EZEQUIEL* Calle 66 s/n Berisso 1,2550
X00019 ORELLANO JULIO CESAR Calle 17y 173 Berisso 0,2800
X00020 GOMEZ DANIEL* Isla Paulino Berisso 0,2550
X00021 VERON JOSE RICARDO* Calle 81 Los Vasquitos Berisso 1,3000
X00022 DOMINGUES FRANCISCO ANTONIO La Colonia s/n Berisso 2,0000
X00023 GALEAN JUAN* 3 de abril e/Bagliardi y Mena Berisso 0,4000
X00024 RICCI RAUL, PEDRO Y TERESA S.H. Calle 32 s/n Berisso 0,8000
X00025 GALARZA CONSTANCIA BEATRIZ 3 de abril e/Bagliardi y Mena Berisso 1,6500
X00026 RICCI RAUL EMILIO Calle 34 s/n Berisso 0,8930
X00027 RICCI RAUL EMILIO Calle 32 s/n Berisso 0,1000
X00028 GALEAN JUAN* Arroyo La Maza y Rio de la Plata Berisso 0,5000

* Productores que plantaron nuevos vifiedos a partir de 1995
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La renovada actividad vitivinicola impuls6 el crecimiento de los vifiedos de
Isabella, que alcanzaron cerca de 20 ha en el 2009 (Sisterna et al., 2010). Por su
parte, el trabajo colaborativo entre vifiateros, Universidad y otras instituciones
gubernamentales rindié sus frutos en el 2003, cuando se cre6 la Cooperativa de la
Costa de Berisso con la base del Grupo de vifateros, y en junio del 2009, cuando se
inaugurd la bodega y la sala de agroindustria que permitié disponer de mejores
condiciones para elaborar el vino (Figura 2.15). El primer vino de la Costa producido
en la bodega fue con uvas de la vendimia 2009, aportadas por los socios a la
cooperativa. Actualmente, la mayor parte de la uva Isabella se vinifica en la bodega de
la Cooperativa; no obstante, algunos vifiateros mantienen una actividad independiente

limitada a su propia quinta (Marin, 2020).

Figura 2.15 Imagen actual de la bodega de la Cooperativa de la Costa de Berisso.

Un hito fundamental en el proceso de recuperacién de la produccion del vino de
la Costa fue el surgimiento, en el afo 2004, de la Fiesta del Vino de la Costa de
Berisso, que se lleva a cabo todos los afos en los primeros dias de julio (Velarde et
al., 2021) (Figura 2.16 y Figura 2.17).
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Figura 2.16. Foto del articulo del diario El Dia de La Plata donde se anuncia la primera Fiesta del
Vino de la Costa en Berisso (3 julio 2004).

COSTA DE BERISSO

Figura 2.17. Entrega de premios del concurso de vino en el afio 2012 (izquierda) y folleto sobre
el concurso popular de vinos del afio 2019 (derecha).

La fiesta del vino de la Costa atrae a miles de personas, y ha cobrado relevancia
como elemento generador de turismo (Alborghetti, 2018; Iglesias, 2018). En ella se
exponen los productos de la economia popular, se realiza el concurso de vinos
caseros, y se muestran numerosos espectaculos artisticos y culturales relacionados
con la comunidad de Berisso.
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Un acontecimiento importante, probablemente el mas trascendental en la historia
moderna de la Isabella de Berisso, fue el reconocimiento del Vino de la Costa como
“vino regional” por un decreto del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV), en el afio
2013. Este decreto cubri6 el vacio legal en el cual se hallaba inmerso el vino. Mediante
la Resolucion N° 23/13, el INV reconocié al Vino de la Costa como un «producto
regional tipico, con identidad propia, que representa una alternativa de desarrollo para
la poblacion local generadora de fuentes de trabajo, que mejoran las posibilidades de
permanencia en el medio productivo, evitando el desarraigo» [sic]. De esta manera, se
incorporaron al Registro Nacional de Vifedos los 26 productores vitivinicolas de
Berisso y Avellaneda, que en su conjunto explotaban 23,8 hectareas, con un rinde
promedio de 50 quintales por hectarea (Tabla 2.1). Los vifiedos se encuentran
distribuidos en las zonas bajas inundables, preferentemente bajo la forma de parral, y
en la zonas altas menos propensas a las crecidas del Rio de La Plata con sistemas de
conduccion tanto parral como espaldera (Pierini & Ganganelli, 2017), (Figura 2.18 y
Figura 2.19).

Ubicacion de los Productores Asociados
a la Cooperativa de La Costa de Berisso

Sector 1
ISLA FAULING

\
/ Croméz Daniel 1 N
A\
/' e Avidres \
f Gomez Daniel 2 |
&Coues Daniel 3 |
]

- . i, Sector 2
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Figura 2.18. Ubicacion actual de vifiedos en Berisso (gentileza de Emiliano Alvarez Zanelli).
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Figura 2.19. Vifiedos en Berisso A) Parral con zanjillo en zona inundable (quinta Veron), B
Espaldera en zona alta (quinta Galean).

2.11. Caracteristicas y propiedades de Isabella y sus productos.

Las caracteristicas fenotipicas de la uva Isabella original, y ciertos detalles del
manejo del vifiedo y de elaboracion de vino con esta uva, se encuentran reportados en
revistas técnicas agricolas de la primera mitad del siglo XIX (Prince, 1830, Spooner,
1838) y en trabajos posteriores sobre las Vitis americanas (Heidrick, 1908; Munson,
1909). Como todo hibrido, Isabella ha heredado caracteres botanicos de sus
progenitores. Es una variedad de vid prolifica, de racimos pequefos, poco compactos,
con bayas de tamafio mediano, y hollejo de color azul intenso a negro. Es muy
caracteristica la elasticidad del hollejo y su facil desprendimiento de la pulpa cuando
se aplica una ligera presion con los dedos; la pulpa es jugosa y presenta una tonalidad
verde-amarillenta (Figura 2.20). Un detalle interesante es que la variedad fue descripta
en varias publicaciones con bayas ligeramente ovaladas (Prince 1830; Hedrick, 1908;
Munson 1909), tal como se presenta en la imagen de la portada (Prince 1830), pero lo
que se observa en los cultivos actuales en Berisso es que las bayas de Isabella tienen
mas bien una morfologia redondeada. Su ascendencia de V. labrusca queda
evidenciada en su capacidad para crecer en suelos con alta saturacion de agua, como
las llanuras aluviales, en su preferencia por suelos acidos y en su baja resistencia a la

caliza.
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Figura 2.20. Caracteristicas morfoldgicas de Isabella. A: Morfologia de hojas y frutos de Isabella. National
Plant Germplasm System, USDA, ARS https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/ImgDisplay?id=1004783. B:
Pulpa globosa de una baya de V. Labrusca s.| (cultivar “Isabelle”, Doubs, Avanne-Aveney, France), Andre
et al., 2017). C: Racimos maduros de Isabella, vifiedos de Berisso, Argentina.

Isabella es tolerante al calor, al frio, e incluso a las heladas. Ademas presenta
resistencia a ciertos hongos como Botrytis (podredumbre gris), o que es ventajoso en
climas tropicales, y al oidio, pero es medianamente sensible al mildiu, la filoxera y al
fruto a la podredumbre negra. Las uvas de Isabella producen compuestos volatiles que
inhiben al hongo Botrytis cinerea (Kulakiotu et al., 2004), lo cual podria explicar su
resistencia a esta plaga. Es una vid de gran vigor y crecimiento rapido, y de
productividad variable. Los extractos acuosos de las hojas tienen propiedades
beneficiosas para la salud (Trindade et al., 2016). Es muy atractiva como uva de mesa,
para hacer jugos y mermeladas, y como planta ornamental. Las propiedades
fisicoquimicas de Isabella han sido reportadas en diferentes regiones viticolas. Al igual
que otras Vitis americanas y sus hibridos, el tenor de azucar de Isabella es inferior al
de las variedades V. vinifera, en general con un maximo 20-21 °Brix, por lo cual su
potencial de alcohol rara vez supera el 11-11,5%. Las semillas contienen un alto

contenido de aceite (21%) rico en oleico, linolénico y vitamina E, mientras que su
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composicion de acidos grasos es comparable a la composicion del aceite obtenido de
las semillas de variedades V. vinifera (Sabir el al., 2012).

Desde el punto de vista sensorial la uva Isabella se caracteriza por un flavor
dulzén, afrutilado o aframbuesado, persistente e intenso, por lo cual entre sus
numerosos sinénimos se incluye el de uva fragola (fresa en italiano), strawberry grape
(uva frutilla), frutilla, framboiser (frambuesa), frambua, etc. Algunos estudios iniciales
catalogaron a Isabella como una variedad que expresa un débil caracter foxy (Munson
1909), atribuible segun Power & Chesnat (1923), a su bajo contenido de antranilato de
metilo, pero estudios posteriores mostraron resultados contradictorios respecto a su
contenido de AM. Segun diversos autores la baya de Isabella no contiene los tipicos
compuestos asociados al foxiness, como AM o 2-AAF (Nelson et al., 1977; Narduzzi et
al., 2015; Dutra et al., 2018). Ghaste et al., (2015) analizé compuestos volatiles libres y
conjugados en la baya de Isabella, y encontré furaneol, en una concentracién 50 a 70
veces superior a las presentes en las variedades de V. vinifera, e incluso en dos
especies americanas. La fraccion unida a azucares se evalud luego del tratamiento
enzimatico con un producto comercial recomendado para liberar aromas. El
tratamiento enzimatico no solo liberé furaneol, sino también altas concentraciones de
compuestos aromaticos como B-feniletanol, etil-B-hidroxibutirato, alcohol bencilico y
terpenos. Por su parte, Dutra et al. (2018), encontré altas concentraciones de furaneol,
hasta ~ 6 mg/l, en el jugo de Isabel Precoce. El furaneol es también un componente
importante del flavor frutal (notas de frutilla) de uvas hibridas como Muscat Bailey A [V.
labrusca (Bailey) x V. vinifera (Muscat Hamburg)] (Sasaki et al., 2015; Masahiko &
Sato, 2016) y Kyoho (V. labrusca (Bailey) % V. vinifera) (Yang et al, 2017), utilizadas
para elaborar vino en Japén y Corea del Sur respectivamente.

Otros compuestos aromaticos importante en el aroma de las uvas son los
terpenos (Barreiro et al., 2013), pero Isabella contiene bajas concentraciones de
terpenos libres o glicosilados, por lo cual es poco probable que estos compuestos
jueguen un rol importante en el aroma varietal (Dutra et al., 2015; Narduzzi el al.,
2015). Se puede inferir de estos estudios que Isabella no ha heredado o expresa
débilmente los genes que codifican para la sintesis de AM o 2-AAF, y que el furaneol,
con su aroma/sabor afrutillado seria el odorante clave del flavor que caracteriza a esta
variedad de uva y que le transmite al vino durante la vinificacion. Esta propiedad
diferenciaria a Isabella de otros hibridos americanos de V. labrusca, en los cuales la
presencia notoria de AAF y/o AM en la baya seria determinante en imprimir un

marcado caracter foxy a los vinos (Rice, 2013)
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Cualquiera sea el destino de la Isabella (uva de mesa, vino, jugo) es importante
considerar en su composicién aquellos compuestos que juegan un rol fundamental en
las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y funcionales de sus productos. Una
funcion importante lo cumplen los compuestos fendlicos que se localizan en la pulpa,
hollejo y semillas de la baya (Teissedre & Jourdes, 2013). En el vino son responsables
de importantes caracteristicas sensoriales como el color, cuerpo, astringencia y
amargor (Garrido & Borges, 2013; Teissedre & Jourdes, 2013) y también de ciertas
propiedades potencialmente beneficiosas para la salud. Es importante mencionar que
los compuestos fendlicos se van modificando a medida que la uva es procesada e
incluso durante el almacenamiento del vino o jugo. Estos cambios depende de varios
factores, como la tecnologia de la elaboracién del jugo o de la fermentacion (de
Castilhos et al., 2017) y el tiempo y condiciones de almacenamiento (de Freitas &
Mateus, 2011). Por lo tanto, a la hora de interpretar los andlisis de compuestos
fendlicos hay que tener presente si el mismo se realizé en la uva, jugo o el vino, el tipo
de fermentacién o proceso empleado y el tiempo y condiciones de almacenamiento.

Segun su estructura quimica, los compuestos fendlicos se pueden agrupar en
no-flavonoides y flavonoides. Entre los compuestos no-flavonoides se encuentran los
acidos fendlicos localizados en la pulpa, flavonoles y estilbenos que se localizan
principalmente en el hollejo; estos ultimos incluyen el resveratrol (3,5,4'-trihidroxi-trans-
estilbeno), al cual le han atribuido ciertos efectos terapéuticos (Berman et al., 2017).
Entre los flavonoides se encuentran los antocianos (pigmentos) y los flavanoles o
flavan-3-oles, ambos presentes en los hollejos y semillas. Los flavan-3-oles
constituyen un sugbgrupo de compuestos fendlicos muy importantes cuya estructura
va de mondmeros (catequina, epicatequina, etc) llamados genéricamente catequinas,
hasta dimeros, trimeros y polimeros llamados en su conjunto proantocianidinas. Las
proantocianidinas formadas por varias unidades de flavan-3-oles se suelen denominar

taninos condensados (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Compuestos fendlicos de los vinos: malvidina-3-glucésido, el pigmento mayoritario
de la uva Isabella y de la mayoria de las uvas tintas; malvidina-3,5-diglucésido, ausente en las
viniferas y presente en Isabella y otras especies americanas y sus hibridos; n: niUmero de

unidades de flavan 3-oles en los taninos condensados ; resveratrol.

Un estudio sobre la composicion de flavonoides y no-flavonoides en hollejos de
vides con diferentes background genético y origen, ubicé a los hibridos de V. labrusca
x V. vinifera en un grupo junto a las V. vinifera e hibridos euroasiaticos, separado de la
vides asiaticas y Muscadinia (Zhu et al.,, 2012). Esto significa que la ascendencia
vinifera es importante en la composicion fendlica de la Isabella. Los antocianos son
pigmentos solubles en agua responsables del color del hollejo. Flamini & Tomasi
(2000) determinaron el contenido de antocianos en el hollejo de Isabella, y hallaron a
la malvidina 3-glucésid como el antociano de mayor concentracion o (33%). EI mismo
resultado se encontré en jugos elaborados con “Isabel” proveniente del estado de
Parana, Brasil (Yamamoto et al., 2015). Por su parte, Narduzzi et al, (2015), encontré
tanto a la malvidina 3-glucdsido como a la peonidina 3-5 diglucdsido y Kurt-Celebi et
al., (2020) a la malvidina 3-glucésido y la peonidina 3- glucésido como las antocianinas
mayoritarias. El diglucésido se lo encuentra en las uvas derivadas de V. labrusca, pero

no en las variedades V. vinifera; por lo tanto, su presencia en un vino indica el empleo
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de vides americanas en su elaboracion. En el vino de la Costa de Berisso el antociano
predominante fue la malvidina 3-glucosido (Voget et al., 2009).

Los taninos condensados o simplemente taninos, representan un alto porcentaje
de los compuestos fenodlicos presentes en las variedades tintas de uva,
distribuyéndose principalmente en el hollejo y las semillas. Los taninos varian en el
tipo de subunidades, grado de polimerizacion (cantidad de subunidades que contiene
el tanino) y contenido de acido galico (Herderich & Smith, 2005). Las propiedades de
los taninos dependen de su estructura. A mayor grado de polimerizacion (p. e.j.,, n=10
en la Figura 2.21) predomina la astringencia, mientras que a bajos valores de grado de
polimerizacion predomina el amargor (Hornedo-Ortega et al., 2020). El contenido de
acido galico también influye en la astringencia del tanino. Las concentraciones de
taninos en las uvas hibridas, como Isabella, son inferiores a las presentes en las
variedades de V. vinifera. En estas ultimas se han encontrado concentraciones de
taninos en los hollejos en el rango de 3-110 mg/g baya, y en las semillas entre 11 y
140 mg/g baya, mientras que en algunas variedades de uvas hibridas, el rango se
reduce sustancialmente a 0,03 a 0,22 mg/g baya y 0,19-0,76 mg/g baya, para hollejo y
semilla respectivamente (Watrelot & Norton, 2020). Segun Narduzzi et al., (2015), los
hollejos y semillas de Isabella contienen taninos en concentraciones y grado de
polimerizacién intermedio entre las variedades de V. vinifera y las especies
americanas no-labruscas (las de menor concentracion). Una caracteristica de los
taninos de Isabella fue su mayor contenido de acido galico (3-5%). De acuerdo a Kurt-
Celebi et al., (2020), las semillas maduras de Isabella contienen hasta un 20% en peso
de taninos, mientras que Yamamoto et al.,, (2015) encontré6 mayoritariamente
monoémeros y dimeros de flavan 3-oles en los jugos de Isabel.

Una propiedad importante de los taninos es su capacidad de unién a las
proteinas y a ciertos componentes de la pared celular vegetal. Esta interaccion limita
su extraccion y solubilizacion durante la fermentacion, y por ende su concentracion
final en el vino (Hanlin et al., 2010). En un estudio comparativo, Springer & Sacks
(2014) observaron que los taninos de las uvas hibridas se unian con mas fuerza que
los taninos de las V. vinifera a las proteinas presentes en la pulpa, y en menor medida
a la pectina de las paredes celulares del hollejo. Esta diferencia, a o que se suma su
menor concentracion en la baya, explicaria por qué los vinos de las uvas hibridas
contienen una concentracion de taninos hasta 4 veces menor que los vinos elaborados

con las variedades de V. vinifera.
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En el proceso de vinificacién los compuestos fendlicos y del aroma/gusto
contenidos en la baya van pasando al vino durante la fermentacion y seran la base
quimica de importantes propiedades organolépticas. Teniendo en cuenta las
propiedades de los taninos, pigmentos y compuestos del aroma que se han descripto,
seria posible explicar algunas de las caracteristicas aromaticas, visuales y la
relacionada con la “sensacion en boca (mouthfeel)” que los consumidores destacan de
los vinos de Isabella: color intenso, cuerpo ligero, baja astringencia, con aroma y sabor
frutado (Velarde et al., 2008). Otra caracteristica destacable es su marcada acidez. En
el vino la acidez crea a nivel organoléptico una sensacién de equilibrio y frescor. La
acidez percibida en los vinos de Isabella tienden a definirse como “intensa”, sin
embargo la acidez total y concentraciones de acido malico y tartarico se encuentran
dentro de los rangos encontrados en los vinos de variedades de V. vinifera (Rizzon et
al., 2000). Evidentemente, la acidez en vinos no puede ser interpretada Unicamente en
funcién de la concentracion de acidos organicos, sino que se debe considerar el efecto
matriz, es decir el efecto de la composiciéon quimica global del vino en la percepciéon de
este atributo.

Ademas de su influencia en la estructura y flavor del vino, los compuestos
fendlicos tienen efectos beneficiosos para la salud, como por ejemplo, su actividad
antioxidante. La actividad antioxidante en los vinos estd determinada principalmente
por la concentracion de varios compuestos fendlicos de bajo peso molecular.

La actividad antioxidante se determina mediante ensayos in vitro empleando
diferentes técnicas, que si bien son utiles para comparar distintas muestras, no
necesariamente reflejan lo que ocurre in vivo, es decir, dentro del organismo (Floegel
et al., 2011; Schaich et al., 2015; Zhong & Shahidi, F., 2015).

Arcanjo et al.,, (2017) encontré6 que la actividad antioxidante de los vinos
elaborados con Isabel e Ives depende de las condiciones de produccion del vino, y en
especial de la variedad de uva, observando una alta correlacion entre dicha propiedad
y ciertos acidos fendlicos presentes en el vino. Cazzarin et al., (2013) observé una
fuerte correlacion entre actividad antioxidante y contenido de antocianos en jugos de
Isabel, y variaciones en dicha actividad segun la temporada de cosecha. Por su parte,
Pacifico et al., (2011) hallé6 una fuerte actividad antioxidante y anticancerigena en las
semillas y tallos de Isabella al analizar la composicién fendlica de diferentes partes de
la planta. Nixdorf & Hermosin-Gutiérrez (2010) estudiaron la composicién fendlica de
vinos de Isabel y encontraron que su capacidad antioxidante era media-baja

comparada con los vinos de V. vinifera. Burin et al., (2014) determin6 la composicion
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fendlica de variedades de uva de V. vinifera y de hibridos derivados de V. labrusca
encontrando que el tipo y concentracion de compuestos fendlicos dependié mas de la
variedad de uva que de la especie en particular. La concentracion de trans resveratrol
en Isabella (35 ug cada 100 g de uva fresca, 35 ug %) fue menor que la presente en
las V. vinifera Merlot y Cabernet Sauvignon (~ 55 pg %) y las variedades Ives y
Concord derivadas de V. labrusca (64-86 ug %). La actividad antioxidante de Isabella
fue inferior a lves y Concord, pero similar o inferior al de las variedades de V. vinifera
segun la técnica empleada.

Ademas de las uvas, vinos y jugos, también se ha investigado sobre el
aprovechamiento del orujo de Isabella, el residuo sdlido que queda luego del descube
del vino. De acuerdo a Rockenbach et al., (2011), las semillas y el hollejo del orujo de
Isabella representan una buena fuente de compuestos antioxidantes. Demirkol &
Tarakci (2018) y Mammadova et al., (2020) determinaron que el agregado de orujo
seco de Isabella mejora las propiedades funcionales del yogur. Por su parte, Troncozo
(2019) estudié el aprovechamiento del orujo de Isabella mediante el cultivo de hongos
saprotrofos, obteniendo buenos resultados para su empleo como abono organico.

Los vinos elaborados con V. labrusca y sus hibridos, incluyendo la Isabella, han
sido cuestionados por su alto nivel de metanol. La presencia de metanol “en exceso”
fue uno de los argumentos sostenidos por la Unidon Europea para prohibir los vinos
producidos por las variedades hibridas. EI metanol es un compuesto téxico, y su
concentracion en vinos esta regulada (INV, 2018). El metanol presente en los vinos no
es debido a la accion fermentativa de las levaduras, sino a la presencia de pectina en
la uva. La pectina es un polisacarido complejo que forma parte de la pared celular
vegetal. Una parte de la pectina esta formada por una cadena de unidades de acido
galacturdnico, en la cual algunas unidades estan libres y otras estan esterificadas con
metanol. Cuando se procesa la uva (molienda, maceracioén), la pectina comienza a
degradarse y la enzima denominada pectinmetilesterasa, que esta presente en la uva,
comienza a actuar sobre las unidades esterificadas de acido galacturénico, liberando
el metanol (Figura 2.22).

Algunos productos enzimaticos comerciales que se emplean en enologia para
favorecer la degradacion de la pared celular vegetal y facilitar la maceracion y
clarificacion, contienen pectinmetilesterasa, por lo que es comun observar un aumento
del contenido de metanol en los vinos tratados con esos productos (Gnekow & Ough,
1976; Revilla & Gonzalez-SanJosé, 1998).
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Figura 2.22. Estructura de una regién de la pectina esterificada con metanol y su liberacién por
la accién de la pectinmetilesterasa proveniente de la propia uva o bien la presente en algun
producto enzimatico empleado en enologia.

La maxima cantidad de metanol que puede estar presente en el vino depende
del contenido de pectina de la uva, de la cantidad de metanol esterificado que
contenga dicha pectina y de cuanto metanol se libera durante el procesamiento.
Existen pocos datos de contenido de pectina en distintas variedades de uva. Algunos
estudios con variedades hibridas de V. labrusca mostraron contenidos de pectina que
dependen de la variedad y el afio de cosecha. La concentracion de pectina en mostos
frescos de las uvas hibridas varia entre 0,2 y 0,6 %, siendo la variedad Concord la que
presenta mayor contenido de pectina (Rice, 1974). Asumiendo una concentracién de
pectina en el mosto del 0,6%, y un grado de esterificacion con metanol del 70%, la
concentracién tedrica maxima de metanol en el jugo y potencialmente en el vino seria
de 550-600 mg/l, que es del orden encontrado en algunas variedades como Concord e
Ives (Lee, 1975). Si bien estas concentraciones exceden el limite maximo de metanol
permitido en la legislacion para vinos tintos de V. vinifera (400 mg/l), no son lo
suficientemente altas como para generar un problema de salud publica, y en general,
tanto los vinos tintos como los blancos contienen concentraciones menores de metanol
(Hodson, 2017). Si bien no hay datos del contenido de pectina en la uva Isabella, si
hay datos del metanol presente en vinos de Isabella producidos en distintas partes del
mundo, y en todos los casos, los niveles de metanol estuvieron por debajo de los

limites maximos permitidos por la legislacién (Arcanjo et al., 2017; Tscheik et al., 2019;
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Rizzon et al., 2000; Kucherenko & Bilko, 2020). Estudios de vinificacion realizados con
la Isabella de Berisso mostraron que el vino de la Costa contiene niveles intermedios
de metanol, ~ 250 mg/L (datos no publicados).

Como se menciond anteriormente, en la practica es casi imposible que el
metanol sea un problema en el consumo de vinos de Isabella y de vinos en general.
Se puede considerar que la ingesta diaria admisible de metanol (que no generaria
riesgo para la salud) es de 8 mg/kg de peso corporal/dia, o sea 560 mg por dia para
una persona de 70 kg (peso que se toma como referencia) (Hodson et al., 2017). Esto
significa que podrian consumirse 1,4 litros de un vino que contiene 400 mg/l de
metanol, el limite maximo impuesto por la legislacion, sin que se genere un problema
de salud debido al metanol, pero incluso en esta situacién se generaria un dafio grave,
no por el metanol, sino por el exceso de etanol. Con el fin de medir el consumo
alcoholico se emplea la Unidad de Bebida Estandar (U.B.E), que.se define como el
contenido medio de alcohol de una consumicion habitual, que puede variar entre 8 y
12,5 g de etanol segun el pais (Rodriguez-Martos y col, 1999). Por ejemplo, el valor de
la UBE en Argentina se establece en 10 g (Gobierno de la Ciudad de Buenos Airea,
s.f.). Si se considera este valor de UBE, el consumo de bajo riesgo de acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud, es de 4 UBEs maximo por dia para hombres y 2
UBes para mujeres, o sea 40 g y 20 g de alcohol por dia respectivamente. Un vino con
12% de alcohol en volumen contiene 95 g de alcohol por litro, o sea 9,5 UBEs por litro;
por consiguiente, 1,4 litros de vino contienen 13,3 UBEs, es decir 133 g de alcohol,
que representa mas de 3 veces el limite diario recomendado. Por lo tanto, es imposible
intoxicarse cronicamente con metanol sin antes danar la salud por el consumo de

etanol.

2.12. El germoplasma y conservacion de Isabella.

A finales del siglo XIX comenzaron a organizarse en Europa las denominadas
colecciones de vid o bancos de germoplasma, que son lugares destinados a la
conservacion de especies vegetales, sean silvestres o cultivadas; dicho de otro modo,
son reservorios genéticos vegetales. El germoplasma es cualquier parte de la planta
que puede originar un nuevo individuo: semillas, material vegetativo, células
reproductoras o la planta misma. Al conservarse el germoplasma se garantiza que no
se pierda la variedad o especie, particularmente aquellas que por algun motivo se
encuentran en peligro de extincion. En los bancos de germoplasma se encuentran

datos morfoldgicos, fenotipicos, fenoldgicos (ciclo de la vid en relacion con el medio
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ambiente), y en algunos casos, fotos e informacion genética y ampelografica
(descripcion de la vid) de las diferentes variedades de vid. Los bancos de
germoplasma no solo brindan informacion, sino que pueden funcionar como
repositorios, es decir, tienen disponible el material vegetal para estudio o cultivo. Gran
parte de la informacién sobre las Vitis presentes en diferentes bancos y repositorios
y/o descriptas en la bibliografia, se han recopilado en el Vitis International Variety
Catalogue (VIVC), que es una base de datos enciclopédica con alrededor de 23000
cultivares, lineas de mejoramiento y especies de Vitis (Maul & Topfer, 2015). EI VIVC
es una fuente de informacion para criadores, investigadores, curadores de depdsitos
de germoplasma e interesados en el vino. Para acceder a la informacion, se busca en
el catalogo el nombre del cultivar (asi se denominan a las diferentes vides en el
catalogo). Cuando se accede al VIVC con el nombre de “cultivar Isabella”, aparecen
distintas accesiones; en este caso, la accesion de interés es 5560 (Tabla 2.2), segun
la cual Isabella se encuentra registrada en al menos 45 instituciones de diversas parte
del mundo y tiene al menos 104 sindnimos que provienen de citas bibliograficas,
aunque no esta claro si todas realmente corresponden especificamente a la misma
variedad. Se indica ademas que el pedigri de Isabella es un hibrido de V. labrusca L.
con la V. vinifera Meslier Petit, confirmado por marcadores genéticos. Este dato es
llamativo, ya que en la literatura cientifica se menciona que la ascendencia vinifera de
Isabella es desconocida. De hecho, la accesion probablemente mas relacionada con la
Isabella original, que es la del Banco de Germoplasma de Plantas de Geneva, Nueva
York, la describe como un hibrido de V. labrusca x V. vinifera desarrollado por W.
Prince en 1816 (cabe aclarar que erréneamente se indica el aino 1916), pero el pedigri
no se menciona. Lo mismo ocurre en el IVD (ltalian Vitis Database), donde Isabella o
su sinénimo Fragola (fresa en italiano), es catalogada como una variedad de V.
labrusca L. Situaciones similares ocurren en Brasil, donde “Isabel” esta registrada en
los Bancos de Germoplasma del EMBRAPA-Semiarido (Petrolina, Pernambuco) y del
Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, Rio Grande do Sul), en las cuales el pedigri
de Isabella no se especifica. La coincidencia en todos los bancos de germoplasma
reside en que se reconoce a lsabella como una variedad hibrida de caracter
hermafrodita derivada de V. labrusca.

Una cuestion clave es como saber si las accesiones de los distintos registros se
refieren a la misma Isabella, ya que como se menciond anteriormente, la variedad
tiene numerosos sindnimos y es cultivada en diferentes lugares. Para resolver esta

cuestiéon, se puede recurrir a la ampelografia y ampelometria, pero principalmente a
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los datos genéticos. Las Vitis son plantas diploides, es decir, que todas las células de
la planta, a excepcion de las células sexuales, contienen cromosomas en pareja, uno
de cada progenitor. Con excepcién de Muscadinia, el genoma (conjunto de
cromosomas) de las Vitis americanas es pequefo y esta organizado en 19 pares de
cromosomas (2n =38). A lo largo del genoma hay una secuencia de ADN formada por
pequefos segmentos que se repiten varias veces uno al lado del otro. La secuencia se
denomina microsatélite o SSR (repeticiones de secuencia simple). Los diferentes
microsatélites pueden tener distintas longitudes y ser diferentes en el segmento que se
repite. Mediante técnicas moleculares como la PCR, se pueden obtener miles de
copias de cada uno de los microsatélites usando un primer especifico o marcador. Las
copias se pueden visualizar en forma de banda en un gel, donde se separan por
tamano (Fig. 2.23). Cuanto mayor es la longitud del microsatélite, mayor es el tamafio
de la banda. Diferencias en el tamafo de las bandas para un mismo marcador revela
diferencias genéticas entre individuos. En el gel apareceran una o dos bandas, segun
si el microsatélite seleccionado es exactamente igual en cada uno de los dos
cromosomas (un alelo) o es diferente (dos alelos). También puede aparecer una sola
banda porque algun alelo tiene mutaciones que impiden amplificar. ElI conjunto de
bandas (alelos) obtenido con varios marcadores representa la “huella digital”, que
identifica a la variedad (Thomas et al., 1994; This et al., 2004; Martinez y col., 2006).
En los bancos de germoplasma, el analisis genético mediante SSR es muy util
para identificar cultivares, identificar sindbnimos y reconstruir el pedigri (Dokupilova et
al., 2013). En general, se emplea un set de 9 marcadores, que son los recomendados

por la OIV (OlV, 2019), aunque también pueden reportarse datos de otros alelos.

Microsatélite (alelol)

cromosoma 1 —— — CACACACACACACACA ——
I 1 235
cromosoma 1 . 1210
srles — CACACACACACACACACACACA —
Microsatélite (alelo2) gel con las bandas

de los 2 alelos. Los
numeros indican el
Marcadores tamafio de la banda

Figura 2.23. Representacion de microsatélites. El segmento que se repite es CA. En los cromosomas
homodlogos (que provienen de cada progenitor), la longitud del microsatélite es diferente, es decir, hay 2
alelos. Se selecciona un marcador que amplifica el microsatélite de los dos alelos, y como tienen
diferente longitud aparecen dos bandas de distinto tamafio en el gel.
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En la Tabla 2.2 se presentan los alelos SSR de Isabella usando diferentes
marcadores SSR que han sido reportados en los bancos de germoplasma y catalogos.
La informacion se obtuvo del NPGS, VIVC, IVD y en el caso de Brasil se incluye datos
de microsatélites para la Isabella reportados por Embrapa Uva e Vinho (Passaia et al.,
2014) y del banco de germoplasma del Embrapa semiarido. Con fines comparativos,
se muestran también los alelos SSR del clon Isabel Precoce y de la variedad Concord,
la tipica uva fox derivada de V. labrusca. En Isabella cada marcador genera dos
bandas (alelos) diferentes, excepto el marcador VVMDS5, donde hay una sola banda
(un alelo). Se observa cierta variacion en los tamafios de los alelos al comparar las
distintas bases de datos, y todos los alelos reportados por el NPGS (que se toma
como referencia) son ligeramente superiores al de las otras fuentes. Estas pequenas
diferencias también se observan al comparar los alelos de Isabel Precoce y Concord
entre el VIVC y el EMBRAPA Uva e Vinho. Sin embargo, cuando en una misma base
de datos se compara Isabella con su clon Isabel Precoce, la coincidencia es total, ya
que ambas variedades tienen la misma constitucion genética. Esta situacion induce a
pensar que las pequefias diferencias de tamafo de los alelos obtenidos con un
determinado marcador y reportados por diferentes fuentes no necesariamente implica
que se trata de variedades diferentes, sino que puede deberse a la varianza natural
entre laboratorios de cualquier analisis genético.

Hasta el presente no se han realizado estudios genéticos de la uva Isabella que
se encuentra en Berisso y otras zonas riberefias del Rio de La Plata. Hurrel (2014)
identificé por primera vez a la especie V. labrusca como parte de la flora adventicia
naturalizada que crece en la costa del Rio de La Plata, entre Quilmes y Magdalena. Es
probable que se trate de la Isabella teniendo en cuenta los comentarios que se
realizan en el trabajo, pero este nombre no es mencionado por el autor. En Argentina,
el INV reconoce mas de 200 variedades de vid para vinificar (RESOL-2021-22-APN-
INVEMAGYP), entre las cuales incluye a Isabella (Cddigo 951) como un hibrido
productor directo. Se requieren futuras investigaciones para elucidar la genética de la
Isabella cultivada en los distintos vifiedos de Berisso y compararla con las accesiones

presentes en los bancos de germoplasma.
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Tabla 2.2. Alelos para diferentes microsatélites (SSR) de hibridos de V. labrusca L. informada por bancos de germoplasma y catalogos de vides.

Marcadores moleculares

Bancos de germoplasma

y catdlogos Nombre Accesion Pedigri VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD 25 VVMD 27 VVMD 28 VVMD 32 VRZAG 62 VRZAG79

Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2

NPGS? Isabella 588207 V. labrusca x V. vinifera 126 155 241 241 239 252 181 185 206 208 243 253
Isabella/lsabella Blaue 5560 V. Labrusca x Meslier Petit 123 151 240 240 235 249 241 249 180 184 226 236 248 272 202 204 237 247

vve? Isabel Precoce 23779 clon de Isabel 123 151 240 240 235 249 241 249 180 184 226 236 248 272 202 204 237 247
Concord 2801 Catawba x V. labrusca L. 122 133 238 238 235 241 241 241 186 186 230 244 250 272 202 206 247 259

IVD © Isabella (Fragola) IVD-var_108 Vitis labrusca L. 123 153 237 237 235 249 242 250 179 183 229 239 249 273 204 204 237 247
EMBRAPA Semiarido Isabel BGUVA 228 Vitis Labrusca L. 123 151 236 236 235 249 183 183 203 205 237 247
Isabel 1829 Vitis Labrusca L 123 151 235 248 177 181 201 203 233 242

EMBRAPA Uva e Vinho © Isabel precoce 2526 clon de Isabel 123 151 235 248 177 181 201 203 233 242
Concord 1099 Vitis labrusca L. 125 133 235 240 182 184 200 204 242 258

Los numeros representan el tamafo de la banda en pares de bases. A: alelo 1, A2: alelo 2

®NPGS. National Plant Germplasm System, USDA-ARS, Germplasm Resources Information Network (GRIN-Taxonomy), https://npgsweb.ars-grin.govigringlobal/search

® Maul et al. (2020). Vitis International Variety Catalogue, www.vivc.de (otros alelos VMC1B11 171-177; WMD6 200-210; WMD17 220-220; WWMD21 249-265; \WWMD24 208-208)
°D’Onofrio C., 2015. Isabella. In: Italian Vitis Datababase. ISSN 2282-006X. https:/Aitisdb.it/. Release 30/05/2015

YEMBRAPA Semi-Arido, Petrolina, Banco de Germoplasma de Videira (BAG Uva Semiarido), http://www.cpatsa.embrapa.br/germoplasmal/index.php (otros alelos VWM31 204-216);
°EMBRAPA Uva e Vinho, Bento Gongalves (otros alelos Isabel WS4 176-183; WMD6 200-210; WMD8 137-163, VWM36 261-268), datos tomados de Passaia etal., 2014.
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2.13. Consideracion finales.

Isabella es y seguird siendo una uva asociada con la produccion en pequefa
escala, con vifiedos pequenos o medianos, tipicos de la agricultura familiar. El vino y
otros productos estan identificados con lo “regional”, es decir, anclados a un pequefio
territorio al que representan. Esta situacién favorece su permanencia en paises que
han impuesto restricciones a su cultivo, aunque hay voces que piden reconsiderar esta
situacion, incluso en la Union Europea, o como el caso de Argentina, donde el INV
reconocio al vino de la Costa de Berisso como vino regional.

Con respecto a la situacion actual de la Isabella en Berisso, transcurridos mas de
20 afos desde el inicio de la recuperacion de la vitivinicultura en esta localidad, hoy se
plantean nuevos desafios referentes al vino de la Costa (Altavista, 2019). El cambio
generacional fue critico a la hora de mantener la produccién de Isabella y del vino de
la Costa, pero también supuso un impacto social importante porque se generaron
nuevas necesidades econdémicas, sociales y de consumo. Al igual de lo que ocurre con
la produccion agricola global, el cambio climatico tendra un impacto importante en la
composicion de la uva, en el rendimiento de los vifiedos y en las caracteristicas del
vino. En la practica, estas cuestiones implican la busqueda de nuevas formas de llevar
a cabo la produccion vitivinicola. El gran desafio del futuro supone también la inversion
para desarrollar practicas y tecnologias que incluyan aspectos sociales, ambientales y
de seguridad alimentaria.

A modo de epilogo, se muestra en la Figura 2.24 el itinerario de la Isabella,
desde su origen en la costa este de Estados Unidos, hasta su llegada a las costas del
Rio de la Plata y Brasil, segun se deduce de la informacion obtenida en el presente

trabajo.
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1. Entre 1680 y 1688, los hugonotes habrian llevado la vinifera progenitora de Isabella desde Francia a Carolina del Sur.

2. En Carolina del Sur habra surgido la cruza aleatoria de V. labrusca x V. vinifera, dando origen a la Isabella.En 1808 fue llevada a Carolina del Norte.

3. En 1817 Isabella Gibs llevé la vid de Carolina del Norte a Nueva York y cedid algunos algunos esquejes al vitverista W. Prince, a quien se atribuye haberla
nombrado Isabella.

4. En 1820 Baumman importd a Francia Isabella desde el vivero de Prince.

5. En 1825 Isabella llegd a Italia, y posteriormente se expandid por el resto de Europa.

6. A medida del siglo XIX, Isabella fue llevada primero a Brasil y luego a Argentina por inmigrantes europeos, para luego extenderse a Colombia, Per(i y
Uruguay.

Figura 2.24. Origen y posible itinerario de la Isabella desde Carolina del Sur a Berisso.
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Capitulo 3.
Composicion y calidad de la uva Isabella
y de los vinos obtenidos en

microvinificaciones.



3.1. Introduccion.

Las caracteristicas de un vino dependen basicamente de cuatro factores: la
especie y variedad de vid, las condiciones medioambientales, las practicas culturales
(conjunto de las practicas y técnicas agrondmicas aplicadas al cultivo de la vid) y las
practicas enologicas (Jackson, 2014). En la viticultura actual suele emplearse la
palabra “terroir’ (término de origen francés cuyo equivalente en espafol seria terruio)
para definir un espacio tangible dentro del cual estos factores se combinan para
obtener una uva y un vino de determinadas caracteristicas (Van Leewuen & Seguin,
2006).

La OIV (Organismo Internacional de la Vid y el Vino) adoptd la siguiente
definicion de “terroir”: El “terroir” vitivinicola es un concepto que se refiere a un espacio
sobre el cual se desarrolla un saber colectivo de las interacciones entre un medio
fisico y bioldgico identificable y las practicas vitivinicolas aplicadas, que confieren unas
caracteristicas distintivas a los productos originarios de este espacio. El “terroir’
incluye caracteristicas especificas del suelo, de la topografia, del clima, del paisaje y
de la biodiversidad.

Segun este concepto, cada regién productiva puede ser representada por un
territorio caracterizado por un potencial viticola que se vera reflejado finalmente en la
tipicidad del vino elaborado en esa regién, esto es, un vino con una composicion
fisicoquimica y caracteristicas sensoriales que lo hacen Unico e irrepetible. La
importancia de los factores mencionados en la calidad del vino puede ser ejemplificada
con el Malbec. En Mendoza (e.j., valle de Uco), la variedad expresa propiedades
muy diferentes a la uva tinta originaria de Cahors, una pequena comarca al sur de
Francia, cerca de la emblematica region de Burdeos (Soto, 2014). La historia del
Malbec argentino empezo6 en 1850, convirtiéndose a lo largo del tiempo en el emblema
de los vinos argentinos que ha ganado reconocimiento internacional. Su superioridad
respecto a los Malbec de Francia y otras partes del mundo reside en la calidad
enoldgica de la uva que le da origen, atribuible a las excepcionales condiciones edafo-
climaticas que encuentra la variedad en determinadas geografias de Argentina (di
Giacomo, 2015; Barnes, 2019).

Algunos estudios recientes sugieren la existencia de un “terroir microbiol6gico”,
es decir, la existencia de patrones biogeograficos en la microbiota de la baya que se
correlacionarian con la composicion final del vino y por ende con su tipicidad (Bokulich
et al., 2016). Este concepto sigue siendo motivo de debate, ya que diversos estudios

han demostrado que existe una gran variabilidad genética y fenotipica en las levaduras
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que intervienen en la fermentacion espontanea de cada vendimia, situacion que hace
poco probable la existencia de un patrén microbiolégico unico y constante en la
fermentacion espontanea a los largo de los anos (Alexandre, 2020). En la Figura 3.1

se muestra un esquema simplificado del “terroir” vitivinicola.

PRACTICAS ENOLOGICAS
éTerroir
LEVADURAS . L.
mICI'ObI0|0gICO ?
PLANTA

>  Variedad €
Portainjerto

...........................................
. .

PRACTICAS CULTURALES

Laboreo i | TOPOGRAFIA Y SUELO
: Conduccion Latitud
[FUPTTCTIOOINN PP - Riego Altitud
. CLIMA Poda Pendiente
Temperatura R PP P PP PR 3 Profundidad
Radiacion solar < > EStr;;tura

i Precipitaciones

Actividad bioldgica

AGROECOSISTEMA VITICOLA

Figura 3.1. Esquema del “terroir” vitivinicola (adaptado de Amoros, 2017).

La uva Isabella se ha adaptado muy bien a las condiciones edafo-climaticas
predominantes en la franja costera de Berisso. Esta zona, situada a menos de 2 m
sobre el nivel del mar, se encuentra comprendida entre la barranquilla costera
(pequeno desnivel o escalén de 0,50 - 1,0 m paralelo a la costa) y la costa actual, e
incluye a las Islas Santiago y Paulino (Figura 3.2). La franja costera esta surcada de
arroyos y canales y su suelo es de tipo aluvial formado principalmente por sedimentos
del desborde del Rio de La Plata. Los suelos son de textura variable: arenosa a
arcillosa, mas bien acidos, con contenido en materia organica elevado (entre un 3 y
7,5%), con aporte freatico y pluvial.
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Figura 3.2. Geomorfologia Berisso. Facultad de Ciencias Naturales y Museo. Instituto de
Geomorfologia y suelos. Mapa N°3.
http://berisso.gob.ar/pdfs/mapas/cartografia.pdf) (Amarilla & Conti, 2008).

Algunos vifiedos se ubican en las zonas bajas de la franja costera, y reciben
inundaciones generadas por sudestadas o combinacion de estas con crecidas de la
cuenca de los rios Parana y Uruguay, por lo cual suelen estar saturados de humedad
la mayor parte del afio (Amarilla & Conti, 2008). En general no necesitan riego,
presentan el sistema de conduccion tipo parral y contienen zanjillos para el drenaje del
agua (Figura 3.3A). Otros vifledos se ubican en las zonas altas, con baja probabilidad
de inundaciones y donde algunos productores han adoptado la conduccion tipo
espaldera (Figura 3.3B). En situaciones de escasez de lluvias, los vifiedos de las
zonas altas pueden necesitar riego.

Con respecto al clima, podemos considerar tres niveles: macro, meso y
microclima en base a los datos meteoroldgicos globales y locales (Deloire et al., 2005;
Jones el al., 2012). Segun el sistema de clasificacion climatica de Képpen-Geiger, el
macroclima de la region de Berisso puede clasificarse como Cfa, esto es humedo y
templado (Peel et al., 2007). El clima Cfa se caracteriza por una temperatura media del
mes mas calido superior a 22 °C y temperatura media del mes mas frio entre 0 y 18

°C, con precipitaciones a lo largo de todo el afio, es decir, sin estacion seca. El clima
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de la zona presenta influencias subtropicales que arriban al Rio de La Plata desde el

norte a través de los rios Parana y Uruguay, y pampeanas desde el este.

Figura 3.3. Vifiedos en Berisso. A. Parral en zona baja (quinta Verén) con zanijillo de desague, a la
derecha el vifiedo inundado. B. Espaldera en zona alta (quinta Chango).

Dentro del macroclima podemos considerar las particularidades locales (clima
local), como la influencia de la latitud, topografia, proximidad al rio, etc., que definen el
mesoclima. La region posee condiciones ambientales especificas de humedad y
temperatura. La temperatura media anual es de 16,5°C, con una minima y maxima
promedio de 12,7 y 20,7°C, respectivamente. La duracion del dia varia entre 10y 14 h,
siendo diciembre el mes con dias mas largos (luz diurna 14,5 h promedio) y con mayor
horas de sol (promedio de insolacién 11,2 h). La cantidad anual de precipitaciones es
~ 1000 mm, siendo noviembre el mes mas lluvioso. Los vientos predominantes son del
norte, que provocan aumentos de temperatura y humedad relativa, y del sudeste que
predominan entre septiembre y abril y son responsables de las crecidas del Rio de La
Plata. La velocidad promedio del viento es de ~18 km/h, pero suele haber rafagas de
hasta 80 km/h. La humedad relativa ambiente entre abril y diciembre varia en el rango
70-77 %, disminuyendo a 65% de enero a marzo. El periodo de maduracion de
Isabella (mediados de enero a principios de marzo) corresponde a la estacion de
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verano, por lo tanto es el periodo de menor humedad relativa promedio, mayor
temperatura media y a excepcion de enero, el periodo mas lluvioso.

En la tabla 3.1 se muestran datos climaticos de Berisso en los periodos en que
puede dividirse el ciclo anual de la Isabella: brotacion a floracion, crecimiento herbaceo
de la baya (floracién a envero), envero/maduracion de la baya y parada o latencia.

Para la viticultura, el efecto del mesoclima puede ser cuantificado mediante
determinados indices agroclimaticos o bioclimaticos, que tienen en cuenta la
temperatura del aire y las lluvias (Aleixandre et al., 2013). Los indices bioclimaticos
permiten la zonificacion viticola y son muy utiles para seleccionar la variedad 6ptima
que debe cultivarse en cada zona, realizar estudios comparativos entre zonas, y
estimar el efecto del cambio climatico sobre la calidad de la uva y el vino. Los
parametros mas usados para calcular los indices son: temperaturas minimas vy
maximas, temperatura media y balance hidrico del suelo (que incluye las lluvias). Otra
variable a considerar es la luminosidad o heliofania, aunque es dificil separar el efecto
de la radiacion solar del aumento de temperatura que esta provoca en la baya
(Reynolds, 2010). Algunos indices bioclimaticos empleados en viticultura son: Winkler
(IW), heliotérmico de Huglin (IH), frescor nocturno o de noches frias (IFN), Fregoni (IF)
y de sequia (IS). IW e IH se emplean para caracterizar el clima a lo largo de todo el
ciclo vegetativo de la vid. El IW es la sumatoria de las temperaturas medias diarias
(Tmd) que superan los 10°C, que es la temperatura del cero fisioldgico, y se expresa
en grados-dias (GDD). Dicho de otro modo, el valor de GDD estima la cantidad de
calor que recibe la planta cuando ocurren temperaturas por encima de 10°C (Amerine
& Winkler, 1944). El IH es similar al IW, pero contempla ademas la temperatura
maxima diaria (Tmax) y la longitud del dia, que depende de la latitud (Huglin, 1986). El
IFN y el IF estan basados en temperaturas durante el mes previo a la cosecha: IF
contempla la amplitud térmica (diferencia de temperatura maxima del dia y la minima
de la noche) y las temperaturas menores a 10°C (Fregoni, 1973) mientras que el IFN
calcula la media de las temperaturas minimas diarias (Tonietto & Carbonneau, 2004).
En relacion al suelo, el IS estima la disponibilidad de agua para el cultivo considerando
el intercambio de agua entre suelo, planta y aire (Tonietto & Carbonneau, 2004; Riou.,
et al, 1994); este indice incluye las precipitaciones. Otro indice importante, en este
caso por ser un frutal de hoja caduca, son las horas de frio (HF). Cuando cae la hoja,
la vid entra en reposo vegetativo y durante este periodo debe estar expuesta a bajas

temperaturas para una adecuada brotacién y floracion.
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Tabla 3.1. Datos climaticos de Berisso.
Fuente: https://weatherspark.com/y/29090/Average-Weather-in-Berisso-Argentina-Year-Round

Latencia . L. Crecimiento herbdceo ”
Parametro climético (periodo de reposo) Brota.c i6n a floracion (floracién a grano cernido) Envero/MaduraCI*on
(Abril/Agosto) (Septiembre/Octubre) (Noviembre/Diciembre) (Enero/Marzo)

Tmax (°C) 15-22 16-21 23-28 25-29
Tmin (°C) 9-15 8-12 15-20 15-20
Humedad (%) 72-77 76-77 71-76 62-68
Lluvia (mm) 342 170 200 316

Dias de lluvia 9,59 9-11 9,7-9,2 8,5-10
Luz diurna (h) 9,8-11 12-13 14-14,5 14-12

Tmax media 20,7 °C; Tmin media 12,7 °C; lluvia anual 1000 mm
*Comienzo del envero 15-20 enero, cosecha 2da semana de marzo.




Las HF dependen de cada variedad; para su calculo se consideran las horas
debajo de 7,5°C, desde la caida del 50% de las hojas hasta unos dias antes del
desborre de las yemas. La V. vinifera requiere valores de HF entre 500 y 1400 horas,
segun la variedad (Sozzi et al., 2007). La V. labrusca tiene un menor requerimiento de
HF. La Isabella y otros hibridos como Concord y Niagara necesitan 50 HF
(temperaturas < 7.5°C) o 140 horas de frio si se toman las temperaturas hasta 10°C
(Peruzzo y col., 2014). En Berisso, las horas frio son del orden de 300 (Pierini &
Ganganelli, 2017), mientras que en Colonia Caroya donde se cultiva la Isabella, las HF
son del orden de 600 (Lobato & Nanini, 2015). En la Tabla 3.2 se presentan las
férmulas para calcular los indices bioclimaticos y los rangos de valores que definen las
diferentes clases de clima y caracteristicas hidricas del ambiente. La combinacién de
algunos de estos indices (IH, IFN, IS) ha dado lugar a la Clasificacion Climatica
Multicriterio (CCM) (Tonietto & Carboneau, 2004), utilizada como base para una
macrocaracterizacion de las regiones viticolas en Argentina (Catania, 2007;
Cavagnaro et al., 2014;), Uruguay (Ferrer et al., 2007) y Brasil (Tonietto, 2006).

Dentro del vifiedo hay que considerar el microclima, que si bien se encuentra
intimamente influenciado por el mesoclima, es distinto y puede ser modificado
mediante las practicas culturales (Yuste, 2013; Jackson, 2014). Es aqui donde
adquiere importancia el factor humano, o sea la intervencién del hombre orientada a la
toma de decisiones previas a la plantacion (como eleccién de la variedad-clon vy
portainjerto, forma geométrica de conduccion del vifiedo, densidad de plantacion) y al
manejo del vifiedo durante el ciclo de la planta (como la poda seca, fertilizacion,
laboreo del suelo, aplicaciones sanitarias, operaciones sobre la vegetacion, entre
otras).

Las particularidades locales a las que se expone el cultivo de Isabella son muy
diferentes a las de los territorios tradicionales productores de vid europea (Sisterna y
col., 2010). El clima afecta el desarrollo del cultivo y por ende la composicion de la
baya al momento de la vendimia. Hasta el presente no hay informacion sobre las
variaciones en las caracteristicas de la uva en varios ciclos de cultivo y su posible

efecto en las propiedades del vino.

El objetivo del presente capitulo fue caracterizar la uva Isabella (analisis
fisicoquimico) y los vinos (analisis fisicoquimico y sensorial) obtenidos por
fermentacion espontdnea a escala de laboratorio durante cuatro campanas
consecutivas. Complementariamente, se obtuvieron datos climaticos e informacién

sobre las practicas culturales realizada en el vifiedo cada afo.
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Tabla 3.2. indices agroclimaticos aplicados al cultivo de vid.

R d
indice Férmula o concepto Clases ango de Referencias
valores
GDD = £ (Tm-10) ! <1371
Ints | térmica de Winki I 1371 a 1649
ntegra’ fermica de F¥inkler Tm: temp media il 1650 a 1926 Amerine & Winkler (1944)
(GDD: grados-dias)
) \% 1925 a 2205
Septiembre a marzo v > 2205
Muy calido IH+3 > 3000
Calido 2400 < [H+2 <
IH = £ [(Tmax-10) + (Tm-10))/2] * | 3000
- 2100 < IH+1 < .
e . | coeficente de longitud del dia (se toma el valor 1 para Templado-calido 2400 . Huglin (1986)
Heliotérmico de Huglin (IH) X R o Tonietto & Carbonneau
Berisso ya que la latitud es < 40°) 1800 < IH-1 <
Templado (2004)
2100
Octubre a marzo Fresco 1500 < IH-2 <
1800
Muy fresco IH-1 < 1500
IFAmMpT = Z(Tmax—Tmin)*dd (T,in<10°C)
indice de Fregoni (AmpT) dd ndmero de dias con temp minima < 10°C Fregoni (1973)
Se calcula treinta dias anteriores a la realizacion de la
cosecha, en °C
IF<12°C

indice frescor nocturno (IFN)

(se relaciona con el aroma y el color)

Media de las temperaturas minimas diarias durante los
treinta dias anteriores a la realizacion de la cosecha, en °C

Muy frias (IF+2)
Frias (IF+1)
Templado (IF-1)

Calido (IF-2)

12°C<IF<14°C
14°C<IF<18°C
IF>18°C

Tonietto & Carbonneau

indice de sequia (IS) en mm

(relaciona la maduracion con el agua
disponible del suelo)

IS=W=Wo+P-TV-ES

W = estimacion de la reserva hidrica del suelo al momento
de la cosecha
Wo = reserva hidrica inicial ttil del suelo explorable por las
raices
P = precipitaciones
TV = transpiracion potencial del vifiedo
ES = evaporacion directa del suelo

Muy seco (DI+2)

Moderadamente seco
(DI+1)

Subhtmedo (DI-1)

Himedo (DI-2)

IS <-100

100 < IS < 50

50 < IS <150

IS > 150

(2004)
Riou et al., 1994
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3.2. Materiales y métodos.
3.2.1. Descripcién del lugar.

El estudio se desarroll6 durante cuatro campafas consecutivas (2014/2015,
2015/2016, 2016/2017, 2017/2018), referidas en este trabajo como vendimias v15,
v16, v17, v18, respectivamente. La quinta con los viiedos pertenece al productor
Rubén Verdén (Los Talas, latitud 34° 53' Sur, longitud 57° 54' Oeste), Provincia de
Buenos Aires, Argentina. En la quinta se encuentran dos vifiedos con conduccion tipo
parral (I y 1) de 0,74 y 1,2 ha, respectivamente (Figura 3.4); ademas, se combina la
produccion de vid con la produccion de ciruelas y mimbre (Figura 3.5).

Por razones practicas, el experimento se llevd a cabo con el vifiedo | (por ser
mas pequeno y de facil acceso. El mismo se instalé en 1998, con aproximadamente
1400-1500 cepas compradas al productor Raul Ricci. La produccion regular de uva
comenzo en el afo 2003. Los rendimientos son variables, pero en promedio se puede

considerar ~5000 kg/ha.

; Q. Rubén Veron

%

Image.© 2008 DigitalGlobe
© 2008 Europa Technologies
© 2008 European Space Agency

Puntero 34°53'45.195S  §7°47'31.25%0 elev. 3 m Secuencia ||l{lI]|| 100%

Figura 3.4. Vista aérea de los 2 vifiedos (I y Il) de la quinta de Rubén Veron.
Se observa el canal que los divide. El rio se encuentra a 200 m a la derecha
del vifiedo II. Google (s.f.).
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Figura 3.5. Izquierda: Distribucidn de vifiedos en la costa riberefia (gentileza Emiliano Zanelli). Los
circulos rojos son los vifiedos, el circulo azul indica los dos vifiedos de la quinta de Rubén Veroén.
Derecha: Detalles de la quinta (imagen satelital): p ciruelos, w mimbre, NF monte natural, v
vivienda, R1, R2 y R3: subparcelas en la cuales se dividio el vifiedo | para el muestreo (se
denominaron réplicas).

La parcela en estudio contiene 18 hileras o filas de vides con el siguiente marco
de plantacién: separacion entre filas (anchura de la calle) 2,5-3,0 m y distancia entre
cepas dentro de la misma linea 1,5 m. Con este marco, la densidad de plantacion es
del orden 2000 cepas/ha. Al ser un vifiedo de zona baja tiene un sistema de drenaje
compuesto por canales pequefios llamados zanjillos (Figura 3.3A), que permiten el
drenaje del agua luego de las crecidas del rio y la conducen a canales mas grandes o
colectores que desembocan en el rio. Los zanjillos se ubican cada seis metros, entre

dos hileras de plantas.

3.2.2. Fenologia, practicas de manejo del vinedo y cosecha.
A lo largo del ano, la vid pasa por diferentes etapas que se repiten afo a ano:
lograr el receso invernal, brotacion, desarrollo de hojas (foliacién), floracion,

fructificacion, envero y maduracion. Durante estos periodos se realizan diferentes
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operaciones destinadas a lograr el equilibrio vegetativo de la cepa, es decir, un
balance cuidadoso entre la produccion de hojas, madera y fruto a fin de optimizar la
produccion y la calidad enoldgica de la baya. Las practicas culturales realizadas cada
temporada fueron suministradas por el productor, de hecho, es el Unico vihatero que
lleva un registro de los trabajos que se realizan anualmente en sus vifiedos. Las
operaciones realizadas en el vifiedo consistieron en la poda de invierno, operaciones
en verde, mantenimiento del suelo, como asi también la aplicacién de fertilizantes y
fitosanitarios. La poda invernal se inici6 a mediados de julio y se extendié hasta
mediados o fines de agosto. Como la poda invernal retrasa la brotacion, se poda lo
mas tardiamente posible para minimizar los efectos nocivos de las heladas tardias
sobre los brotes. Entre las operaciones en verde se destacaron el desbrote y el
despunte. El desbrote se llevo a cabo en primavera, previo a la floracion, y consistié en
la eliminacion de los brotes herbaceos que surgen de yemas diferentes a las yemas
que se seleccionaron en la poda (carga), por ejemplo, yemas en el tronco principal o
las feminelas. Por su parte, el despunte se realizé6 durante el envero, y consistidé en
recortar los pampanos de la cepa, es decir, suprimir los extremos de pampanos y
tallos. El desbrote y el despunte mejoran el microclima de la cepa, homogenizan la
vegetacion, controlan el vigor de la planta y facilitan los tratamientos fitosanitarios
(Jackson, 2014). En la Figura 3.6 se muestran distintos estados fenolégicos de la

Isabella en el vifiedo en estudio y la fecha en que se tomaron las fotos.

Brotacién o punta
verde (14/9),
Floracion y
aplicacion  caldo

bordelés (30/10)

Cerramiento del racimo (8/1)

Envero (20/1) Maduracion (7/3)

Figura 3.6. Distintos estados fenoldgicos de la Isabella de Berisso. Vifiedo |. Rubén Verén.
Vendimia 2016.
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Dentro del mantenimiento del suelo se realizé la limpieza de los zanjillos al inicio
de cada ciclo vegetativo, depositando el material removido como fertilizante al pie de
las cepas. El desmalezado se efectu6 regularmente dejando los residuos en el suelo
para ser transformados por el proceso de mineralizacion, lo que contribuye a la
nutricibn de la planta (Abonna y col, 2007). A estos residuos se sumaron los
provenientes de las operaciones en verde y la poda, los cuales en general de queman.
Otro factor importante del manejo del vifiedo fue la aplicacion de fitosanitarios para
evitar el desarrollo de enfermedades o el ataque de plagas. Las aplicaciones mas
importantes fueron con caldo bordelés (Bouillie Bordelais), que es una mezcla de cal

hidratada y sulfato de cobre, y en v15 se aplicé Mancozeb, un fungicida de contacto.

3.2.3. Caracterizacion bioclimatica.

Los datos climaticos fueron suministrados por el Observatorio de La Plata,
ubicado en Lon: 57° 55' 56" W, Lat: 34° 54' 24" S, Alt: 15 m; distante unos 11 km del
viedo. Los datos comprendieron observaciones diarias de temperaturas maximas
(Tmax), minimas (Tmin), medias (Tmed) y precipitaciones, desde la brotacion hasta la
cosecha (septiembre a marzo). Con las temperaturas se calcularon los siguientes
parametros bioclimaticos: grados-dias (GDD) o Winkler, heliotérmico de Huglin e IFN
(tabla 2.2). GDD se calculé desde el 1 de septiembre e IH desde el 1 de octubre,
ambos hasta el 31 marzo o bien hasta la cosecha. Para el IFN se tomaron las Tmin de
los 30 dias anteriores a la cosecha. El IF no se puede calcular segun la férmula ya que
no se registraron noches con Tmin < 10 °C y por lo tanto el indice daria cero, en este
caso la férmula se utilizé para calcular la amplitud térmica. No hubo registros sobre la
radiacion solar, pero en forma indirecta se evalué a partir de datos de nubosidad

suministrados por el sitio web https://es.weatherspark.com/.

3.2.4. Vendimia.

Desde el punto de vista enolégico, la vendimia debe hacerse cuando las bayas
han alcanzado la madurez adecuada; esto implica un compromiso entre el nivel de
azucar, la acidez y el contenido de antocianos y taninos del hollejo y las semillas (Gill
Giese, 2008; Blouin, 2012). Estos factores no siempre coinciden en su nivel 6ptimo
(Meléndez et al., 2013). Desde el punto de vista practico, las bayas no deben ser ni
muy verdes ni muy sobremaduras, y deben haber alcanzado su maximo peso y
relacién azucar/acidez (Catania & Avagnina, 2007). Los parametros de madurez de

Isabella que manejan los productores son sencillos y se basan en la experiencia
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personal respecto a esta variedad de uva. La Isabella se cosecha para venta en fresco
a partir de fines de febrero, y las uvas para vinificar se dejan madurar lo maximo
posible en el vifiedo, siempre y cuando no haya que anticipar la cosecha por factores
climaticos. Los productores van observando los cambios en el color y sabor de la baya
durante la maduracion para determinar el momento de la cosecha. Con respecto al
contenido azucarino, se miden los °Brix (°Bx) o se prepara mosto para medir los
°Baumé, que es una medida de densidad que permite estimar rapidamente el grado de
alcohol probable en % v/v. La relacion de ambas escalas no es lineal y en ambos
casos el calculo del alcohol probable depende del factor de conversion de azicar en
alcohol (Bouin, 2012). En base a estas consideraciones, en v16, v17 y v18 la uva se
cosecho entre el 9 y 11 de marzo. En v15 se efectud en la tercera semana de febrero,
para evitar que la lluvia anunciada produjera una pérdida importante de rendimiento y

calidad.

3.2.5. Muestreo de racimos y bayas.

El muestreo implico cosechar racimos representativos de todo el vifiedo. El
vifiedo es uniforme y de tamano reducido (< 2 Ha), por lo cual puede ser considerado
como un bloque o parcela de muestreo (Ford-Kapoor, 2010). No obstante, para el
tratamiento estadistico de los datos se dividio al vifiedo en 3 bloques independientes o
subparcelas llamadas R1, R2 y R3 (Fig. 2.3). De este modo, se obtuvieron verdaderas
réplicas que en su conjunto representaron la totalidad del vifiedo. Para la recoleccion
de los racimos se evitaron las plantas del perimetro y los mismos se tomaron a partir
de la segunda o tercer cepa de la hilera, y posteriormente al azar de plantas
separadas regularmente hasta completar el bloque. La cantidad total de racimos
recolectados de cada bloque obedecié a un criterio econdmico, juntando la cantidad
minima necesaria para realizar las microvinificaciones y los analisis fisicoquimicos de
las bayas. Se recolectaron entre dos y cuatro racimos de ambos brazos de cada cepa
hasta obtener un peso total de ~ 8.2-8,5 kg. El peso de los racimos fue muy variable
con valores en el rango de 75 a 170 g. El tiempo total de cosecha fue de 3-4 h y se
realizé por la mafana. Para las microvinificaciones se emplearon entre 7,2 y 7,5 kg de
uva despalillada que se procesaron el mismo dia de la cosecha.

Para realizar los analisis fisicoquimicos se tomaron bayas de racimos
seleccionados al azar del total cosechado de cada réplica. De cada racimo se sacaron
cinco bayas: dos de la parte superior, dos de la zona central y una de la punta, hasta

juntar un total de 100 bayas. Luego se mezclaron en una bandeja para uniformar la
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muestra y se dividieron en dos submuestras de 50 uvas cada una, las cuales una vez
pesadas, se congelaron a -20 °C en bolsas de plastico selladas. El total de bayas
recolectadas para el analisis fisicoquimico fue la recomendada para una parcela de
muestreo (Blouin, 2012; Ford-Kapoor, 2010).

3.2.6. Analisis fisicoquimico de las bayas.

Para caracterizar la composicién de la uva, se determinaron las variables mas
relevantes que describen su madurez (Blouin, 2012): peso de la baya y peso
porcentual humedo de las diferentes partes de la baya (piel u hollejo, pulpa y semillas),
sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT), pH, nitrégeno asimilable por la
levadura (YAN) y contenido de antocianos de la piel. El peso fresco de las bayas en
forma individual se midié con una muestra de 30/50 bayas en una balanza analitica
previo al congelamiento. Para el resto de los analisis fisicoquimicos se descongel6 una
submuestra de 50 bayas a temperatura ambiente y se trituré6 manualmente dentro de
una bolsa. El mosto obtenido se volcé a un recipiente de vidrio y se mantuvo a 40 °C
durante 30 minutos para garantizar la disolucion de los acidos organicos (lland et al.,
2010); luego se filtré a través de un lienzo mediante presion manual. En el filtrado se
determinaron los SST con un refractometro automatico (ATAGO, Master-T) y se
expresaron como °Brix. La relacién entre grados Brix y la concentracién de azucares
fermentables se tomd de las tablas del INV, mientras que el alcohol probable se
calculé a partir de la relacién 17 g/l de azucar = 1 % de alcohol (Blouin, 2012). La
determinacion de pH, acidez titulable (AT, % de acido tartarico [p/v]) y YAN (mg/l) se
efectué en una muestra de 10 ml de filtrado utilizando metodologias oficiales (OIV), y
en el caso del YAN mediante la titulacion de formol, como lo describe Gump et al
(2002), empleando 2,5 ml de formol neutralizado. Con los datos de Brix y acidez
titulable se calcul6 el indice de madurez de Cillis - Odifredi (Blouin, 2012), que es el
cociente Brix/AT, y es ampliamente utilizado para caracterizar la madurez tecnolégica
de la uva al momento de la vendimia, ya que incluye parametros faciles de medir. La
otra submuestra de 50 uvas se procesd para determinar el peso humedo de las
diferentes partes de las bayas y extraer antocianinas del hollejo. Para reducir el error
analitico, se separaron cuidadosamente el hollejo y las semillas de todas las bayas, se
prensaron ligeramente sobre papel absorbente y luego se pesaron en balanza
analitica. Cabe destacar que la piel se separé faciimente de la baya apenas la uva

comenzo a descongelarse, lo cual es una caracteristica de esta variedad. El peso de la
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pulpa se calcul6 restando al peso total de la baya el peso del hollejo y las semillas. El
peso seco del hollejo y las semillas se determiné a 60 °C.

Para la extraccion de antocianinas y su cuantificacién por espectrofotometria, se
utilizé el protocolo descripto por lland et al, 2000. Los hollejos provenientes de las 50
bayas (~ 15-17 g) se mezclaron y mantuvieron en hielo hasta su procesamiento
(maximo una hora). Una muestra entre 3 y 5 g de hollejo se homogenizé durante 5 min
en un Sorvall Omni Mixer Homogenizer con 40 ml de etanol al 50% ajustado a pH 2,0
con HCI 0,1 N. EI recipiente se mantuvo en un bafio de hielo durante la
homogenizaciéon. La muestra obtenida se transfirié a un tubo Falcon de 50 ml y la
extraccion se realizé en un mezclador rotatorio (MX-RD-Pro, Dragon Lab, China) a ~
10 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 3000 g x 15 min
en una centrifuga Sorvall ST-16R, y en el sobrenadante se determind antocianinas
totales midiendo la absorbancia a 520 nm. El extracto se diluyé con HCI 1 M. La
concentraciéon de antocianinas totales se cuantific6 como clorhidrato de malvidina-3-O-
glucésido (MW 529), empleando el coeficiente de extincion molar de 28000 I/(cm.mol)
(Lee et al., 2008). El procesamiento del hollejo se realizé inmediatamente después de
haberlo separado de la pulpa. Los analisis fisicoquimicos se efectuaron por duplicado
o triplicado. En la tabla 3.3 se muestran los valores de desviacion tipica de los analisis

fisicoquimicos a partir de los datos de las repeticiones.

Tabla 3.3. Desviacion tipica de las determinaciones analiticas.

Variable DE
Brix* 0,1
Acidez titulable (% tartarico) 0,008
pH* 0,02
YAN (mg/l) 2,0
Pigmentos (mg %) 1,73

* Resolucion del instrumento empleado en la medicion, DE
desviacion estandar

Para la identificacion de antocianinas por HPLC la extraccién se realizé con
metanol al 50% para evitar la hidrdlisis parcial de antocianinas acetiladas (Revilla et
al., 1998). El analisis de composicién de las diferentes antocianinas se realizé en el

CIATI (Villa Regina, Rio Negro, Argentina) de acuerdo con el método oficial del INV.
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3.2.7. Microvinificaciones.

Las microvinificaciones v15, v16, v17 y v18 se llevaron a cabo siguiendo las
sugerencias del protocolo descripto para el vino de la Costa (Cooperativa de la Costa,
2009) y se dejo que la fermentacién espontanea se desarrollara naturalmente en la
totalidad del mosto, empleando como Unica barrera metabisulfito de potasio (MBK,
K2S,05). Con cada réplica de uva cosechada se llevé a cabo una fermentacion. Para
preparar el mosto para la vinificaciéon, se despalillaron manualmente lotes de un kg de
uvas, se aplastaron en una bandeja limpia con la ayuda de un pisapapas y se
mezclaron con 1 ml de soluciéon de MBK al 10% (concentracion en mosto: 100 mg/kg
uva, que rinde ~ 45 mg SO./l). El mosto se colocé en un recipiente de plastico (balde
de helado) de 10 litros sanitado con alcohol de 70°. La operacion se repitid6 hasta
procesar 7,3 kg de bayas, que representaron la mayor parte de las uvas cosechadas
en cada bloque. El recipiente se cerré con su tapa correspondiente, a la cual se le
colocd en su parte central una salida de gas con una manguera de silicona cuyo
extremo se sumergié en un erlenmeyer con agua para que funcione como un airlock.
Después de 36 hs de fermentacion, se realizaron bazuqueos programados con un
pistén de PVC perforado. El bazuqueo consistidé en sumergir lentamente el pistdn
hasta el fondo del recipiente sin aplastar la uva y levantarlo cuidadosamente hasta el
tope para que escurra el vino; esta accion se repitio 5 veces. Los bazuqueos se
hicieron diariamente hasta un dia antes de la finalizacion de la etapa de
maceracion/fermentacion. Cuando los °Bx se mantuvieron constantes durante dos dias
consecutivos se procedié al descube. El vino de gota se recogié por escurrimiento y
los sélidos retenidos en la tela se prensaron (aproximadamente 10 bar x 2 min) en una
prensa hidraulica de laboratorio para extraer el vino ocluido en los sélidos, al cual se
denomina vino de prensa. El vino de prensa se mezcl6 con el vino de gota, tal como se
efectia en la bodega, y la mezcla se colocé en una damajuana de 5 | con un airlock.
La maduracion del vino se llevd a cabo a temperatura ambiente permitiendo que
sedimente naturalmente. Después de 15 dias, el vino se trasegd por primera vez para
eliminar las lias mas pesadas, operacién que se repitié a los 45 dias, 75 dias y antes
del embotellado (aproximadamente 4 meses). Luego de cada trasiego, el vino se
guardo en recipientes herméticos llenos para evitar oxidaciones, aunque durante los
trasiegos que se realizaron por sifonamiento, el vino fue aireado. Finalmente, el vino
fue sulfitado con 60 mg/l de metabisulfito de potasio, embotellado, encorchado y
sellado con capuchdn termocontraible; las botellas se almacenaron a temperatura

ambiente en la oscuridad. Todas las operaciones descriptas previas al encorchado se
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llevaron a cabo dentro de una cabina de flujo laminar para garantizar condiciones
asépticas durante el procesamiento de las uvas y el vino. En la Figura 3.7 se presenta
un esquema de las microvinificaciones con los balances de materia promedio de las 4

campanas, y en la Figura 3.8 se muestran los elementos empleados para vinificar.

[ %(SSTO{]?SJ (l;gk = J Microvinificacion
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Figura 3.7. Esquema microvinificaciones y balance de materia.
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Figura 3.8. Vinificacion de Isabella en plena fermentacion tumultuosa, bazuqueo,
orujo luego de prensar, damajuanas de la etapa de clarificacién y vino envasado.

3.2.8. Analisis fisicoquimico y sensorial del vino.

El analisis fisicoquimico de los vinos se realizé en el laboratorio del Instituto
Nacional de Vitivinicultura (INV, Buenos Aires, Argentina). El andlisis sensorial (cata)
se realizé en la fiesta del vino de la Costa de Berisso (primera semana de julio). En
dicha fiesta y desde el afio 2015 se lleva a cabo el concurso de vinos, en este caso los
vinos se concursaron en la categoria vino tinto seco de la Costa. Se utilizé una cata a
ciegas, es decir, el jurado conoce previamente el vino a evaluar pero desconocen el
origen de las muestras. El panel de jueces se puede clasificar como panel de jueces
consumidores que no necesitan entrenamiento previo (Catania & Avagnina, 2007),
pero que si deben ser habituales consumidores del vino de la Costa. Este criterio de
seleccién es importante, dado que el flavor caracteristico de los vinos de Isabella
puede ser considerado un defecto si se los compara con los vinos de V. vinifera,
cuando en realidad es una caracteristica que proviene de la variedad de uva. El jurado
realizé una evaluacion de los vinos en base a la observacién visual, el aroma y sabor,
otorgando a cada muestra un puntaje global consensuado entre todos los jueces que
fue empleado para establecer un ranking de “calidad”, a partir del cual se defini6 la

premiacion. Se tomé un valor minimo de 60 para ser considerado aceptable. Recién a
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partir del aino 2019 el jurado cuantific6 cada atributo en base a las recomendaciones

de la OIV (ver capitulo 5).

3.2.9. Anadlisis estadistico.

Los datos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA y componentes
principales (PCA), utilizando el software estadistico MINITAB (Minitab, LCC, State
College, PA).

3.3. Resultados.
3.3.1. Practicas de manejo del viitedo.

En la tabla 3.4 se resume la informacién brindada por el productor relativa al
manejo del vifiedo durante las 4 campafas. En v15 se empled la poda mixta y en los
ciclos posteriores se adoptd la poda corta, que ahorra mano de obra y es la mas
conveniente para las variedades que presentan fuerte acrotonia (dominancia apical)
(Aliquo y col., 2010) como es el caso de la Isabella. En v15 y v16 se aplico fertilizacion
foliar cerca de la floracién y durante la maduracion, en v16 se incluyo fertilizacién con
urea en noviembre. El principal fungicida empleado fue el caldo bordelés con 2
aplicaciones. La ultima aplicacion de caldo bordelés se realiza a principios de enero y
al momento de la vendimia es comun observar las hojas y bayas manchadas con este
fungicida. En v15 por las condiciones climaticas se aplicé Mancozeb para el control de
enfermedades fungicas. El manejo del vifiedo en v17 y v18 fue el mismo. Dado que el
estudio se realizé en un vifiedo comercial, la cosecha la decidié el productor cuando
considerd que la uva ya habia alcanzado su maduracion caracteristica (Brix o Baumé y
analisis visual/gustativo) para su venta en fresco o para vinificar. Para la venta en
fresco se cosechdé mas temprano, generalmente con un grado Brix menor a la uva
empleada para vino. La vendimia en v16, v17 y v18 se realizdé entre el 8 y 11 de
marzo, pero en v15 el productor decidié cosechar en la tercera semana de febrero
debido a un prondstico de lluvias intensas. Si se toma en cuenta el periodo que va
desde la brotacion (inicio segunda semana de septiembre) hasta la cosecha (segunda
semana de marzo), el ciclo normal de la Isabella en Berisso se extiende por

aproximadamente 185 dias.

109



Tabla 3.4. Practicas culturales durante el ciclo de la Isabella.

Campanas
Estacion Ciclo del cultivo
v15 (sept 2014/feb 2015) v16 (sept 2015/mar 2016) v17 (sept 2016/mar2017) v18 (sept 2017/mar2018)
: a b b b
Invierno Receso invernal P.oc.ja mixta I?oga corta I?oga corta F_>o.da corta
julio-agosto julio-agosto julio-agosto julio-agosto
. o .Brotacion. Desbrote, fertilizacion Desbrote, fertilizacion foliar ’ ’
Primavera (principios de septiembre), foliar®, Mancozeb, caldo d ) Desbrote, caldo bordelés Desbrote, caldo bordelés
L. . , y urea”, caldo bordelés
floracién y cuajado bordelés
' Envero Femllzac'|0n foliar, caldo Fertlllzacllon foliar, caldo Caldo bordelés, depunte Caldo bordelés, despunte
(mediados de enero) bordelés, despunte bordelés, despunte
Verano
Cosecha feb-20 mar-08 mar-11 mar-09
Otoio Poscosecha

Curacion

@ poda mixta: tipo Guyot dejando un pitén de dos a tres yemas y un cargador largo de 6-8 yemas.

®poda corta: piton con dos a tres yemas.
CFertilizacion foliar: Yogen N°3: N, P, K, microelementos, hormonas.
Urea: dos aplicaciones en noviembre 70 g/planta.

Fungicidas: Mancozeb 30 %; caldo bordelés 15%.
Desbrote: antes de la floracion; Despunte: durante el envero
Actividades generales: desmalezado, limpieza de canales y zanjillos, quemado de ramas de poda, triturado de material.
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3.3.2. Parametros bioclimaticos.

Los datos de diferentes indices bioclimaticos evaluados en las 4 campanas se
muestran en la Figura 3.9.

Con respecto a los indices relacionados con la temperatura ambiental, si bien se
observa una mayor acumulacion de grados dias durante la fase vegetativa de v15 y
una menor acumulaciéon en v16 (Fig.3.9A), durante la maduracién las diferencias entre
campanas tienden a disminuir y finalmente los GDD para v15, v16, v17 y v18,
considerando el periodo indicado para el hemisferio sur (septiembre a marzo), fueron
de 2221, 2066, 2162 y 2133 °C respectivamente. Si se consideran los datos desde
septiembre hasta la cosecha los GDD se reducen a 1757, 1857, 1945 y 1954°C
respectivamente.

Se ha considerado que el efecto térmico sobre el cultivo puede ser mejor
interpretado por el indice de Hughlin (IH), ya que este indice tiene en cuenta las
temperaturas maximas diarias y permite diferenciar zonas que tienen temperaturas
medias similares, pero con un gradiente diferente; ademas toma en cuenta un factor
de correccion relacionado con la duracion del dia, es decir, considera la insolacion,
que depende de la latitud. En este trabajo se tomé el valor de 1,0 por estar la zona de
estudio debajo de los 40° de latitud sur (Hughlin, 1986).. En la fase vegetativa el IH
siguié una evolucion similar a GDD, pero en la etapa de maduracion, principalmente a
partir de febrero los valores se igualaron, siendo el valor medio del IH de 2530 + 43 °C
(Fig 3.9 B). Si se considera el IH desde octubre hasta la cosecha, los valores
calculados fueron 1984, 2103, 2306 y 2259 °C para v15, v16, v17 y v18,
respectivamente.

De acuerdo a Pierini y Ganganelli (2017), los requerimientos térmicos de Isabella
en vifledos de Berisso de tipo espaldera requieren aproximadamente 1700-1800 GDD
para completar el ciclo productivo; por consiguiente, si bien pudo haber ocurrido un
desfasaje entre ciertos estados fenoldgicos en cada campafia por la diferencia del
calor acumulado, el calor total recibido por Isabella fue el requerido para alcanzar
plena madurez. Desde el punto de vista climatologico, la localidad de Los Talas,
Berisso, quedaria clasificada como Region Il (GDD 1668 a 1944), es decir, una regién
templada-calida. La misma conclusion se obtiene para IH, es decir, la cantidad de
calor recibida por el vifiedo segun este indice es representativo de una region calida-

templada o HI+1.
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Figura 3.9. Parametros bioclimaticos durante el cultivo de Isabella (v15 a v18). A) GDD: grados dias; B) IH: indice de Hughlin; C) valores promedio
de los 30 dias anteriores a la cosecha, IFN: indice de frescor nocturno, AmpT: amplitud térmica, Tmax: temperatura méaxima; D) Lluvias acumuladas
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18 febrero para v15y 8, 11 y 9 de marzo para las campafas v16, v17 y v18 respectivamente.
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.GDD e IH consideran el ciclo completo vegetativo/reproductivo de la vid. Otros
parametros complementan esta informacion teniendo en cuenta el efecto térmico
sobre la planta durante el periodo critico de maduracién, en este caso, el mes previo a
la cosecha. El fundamento de estos indices estda dado por la estrecha relacion
existente entre las temperaturas y la sintesis de compuestos quimicos en la baya
durante el periodo final de la maduracién. Dias calidos y noches frias durante el mes
previo a la vendimia favorecen la calidad de la uva. Por un lado, altas temperaturas
diurnas (no excesiva, 30 °C) favorecen la fotosintesis y por ende un aumento del nivel
de azucares, antocianos y compuestos de aroma, mientras que las bajas temperaturas
nocturnas (preferiblemente inferior a 10 °C) reducen la respiracién de los azucares
acumulados, preservando los aromas y el color (Bavaresco el al, 2008; Jackson 2014;
Gaiotti et al., 2018). Los indices del mes previo a la cosecha se indican en la Figura
3.9 C. No hubo diferencias significativas en la Tmax (29 £ 1,05 °C), por lo tanto la
amplitud térmica quedd definida por el IFN o la temperatura minima promedio. El IFN
fue significativamente menor (p < 0,05) en v18 (17,6°C) con respecto al valor en v17
(20,1°C), pero sin diferencias significativas con v15 y v16. Dado que que el IFN vario
entre 17,65 (v18) y 20,2 (v17) Berisso quedo definida como una zona con predominio
de noches calidas (IF-2) (Tognnieto & Carbonneau, 2004). Una conclusién similar
resulta de los datos de AmpT que fue significativamente mayor en v18/v16, pero a su
vez no hubo diferencias significativas entre v16, v15 y v17.

Las precipitaciones juegan un rol importante como factor climatico porque
contribuyen a la disponibilidad de agua del vifiedo. La cantidad de lluvia acumulada
cada 5 dias desde el inicio del ciclo vegetativo hasta la cosecha se muestra en la
Fig.3.9 D. Las campafias v15 y v17 fueron las mas lluviosas, con la diferencia que en
v15 la cantidad de lluvia caida se incrementé fuertemente a partir de octubre, mientras
que en v17 el mayor incremento se dio a partir de la mitad de enero. Si tomamos en
cuenta todo el ciclo de la vid, el total de lluvia caida fue de 770, 473, 664 y 496 mm
para v15, v16, v17 y v18, respectivamente. Para observar con mas detalle la
pluviosidad durante la etapa critica de maduraciéon, se muestra en la Figura 3.10 la
lluvia diaria caida desde enero hasta la cosecha. Lo que se destaca es que hubo dias
de intensa lluvia (30-40 mm/dia) con intervalos de baja o nula pluviosidad, segun la
campana que se considere. En v15 la lluvia fue intensa durante la primera quincena de
enero y luego con intermitencias hasta incluso unos dias previos a la cosecha. En v16
hubo mas dias con lluvia pero de baja intensidad durante las 3 semanas previas a la

cosecha, mientras que v18 fue la temporada con mayor cantidad de dias secos. En
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v17 se registraron lluvias intensas en todo el periodo de maduracion, alcanzando un
total de 300 mm. El total de lluvia caida en la etapa de maduracion para v15, v16 y v18
fue de 193, 190 y 148 mm respectivamente. Ademas de las lluvias, es importante
considerar las crecidas del rio debido a las sudestadas, que elevan su nivel
provocando la inundacion del vifiedo; este dato no estuvo disponible, pero hay que
tener en cuenta que el sedimento del rio no solo aporta agua, sino también nutrientes
(N, P, K) que contribuyen a la fertilidad del suelo (Abonna y col., 2007).

Tonietto & Carbonneau (2004) definieron el indice de sequia (IS) el cual se
calcula sobre un periodo de 6 meses y permite estimar la disponibilidad de agua para
la vid en una determinada region; entre las variables para el calculo del IS se incluye
las precipitaciones (Tabla 3.2). Si se considera que el ecosistema donde se ubica el
viiedo es un humedal, entonces el ciclo de Isabella en las zonas bajas inundables
ocurre en un ambiente sin limitacion hidrica, que incluso en ciertas circunstancias
puede verse afectado por un exceso de agua, como ocurre durante el anegamiento
que generan las crecidas del Rio de La Plata. El estrés por falta de agua puede ocurrir
en los vifiedos de zonas altas en temporadas muy secas, pero es muy improbable en
las zonas bajas. Por lo tanto, si bien el IS no se calculd, se puede considerar a la zona
del vifiedo como humeda segun la clasificacién de los mencionados autores (Tabla
3.2).

Otro factor climatico que incide en la calidad de la uva es la radiacién solar y las
horas de sol (heliofania), ya que una adecuada luminosidad favorece la acumulacion
de antocianinas y solidos solubles, aunque a veces es dificil separar el efecto de la
luminosidad del efecto de la temperatura (Reynolds, 2010). No se dispuso de datos
especificos de estas variables, pero se obtuvieron en forma indirecta a partir de
nubosidad en la ciudad de La Plata, segun datos obtenidos de la web. En la Figura
3.10 se muestran las graficas de nubosidad en la etapa de maduracién junto a las
graficas de lluvia.

Lo que se aprecia de las graficas es que la nubosidad se encuentra muy
asociada a los dias de lluvia. Las campafias menos lluviosas como v16 y v18
presentaron menor nubosidad (o mayor heliofania) en comparacion con v15y v17. Las
graficas de las campafas v17 y v18 es donde mejor se aprecia la diferencia del

régimen de lluvia y la nubosidad.
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Figura 3.10. Precipitaciones y nubosidad diaria durante la maduracion de Isabella. Las flechas indican el dia de cosecha. Las graficas
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3.3.3. Anlisis fisicoquimico de la uva Isabella.

Por razones practicas, las bayas fueron congeladas para su conservacion hasta
el momento del procesamiento. Distintos estudios han mostrado que el congelamiento
de las bayas puede dar lugar a variaciones en los datos de composicion comparados
con los obtenidos con la uva fresca (Cynkar et al., 2004; Trelfall et al., 2008; Garcia et
al., 2011). La respuesta al congelamiento suele ser variable y depende de diferentes
factores, entre ellos la variedad de uva y el analisis fisicoquimico posterior. En general,
se observa que los °Brix y antocianos no se modifican significativamente dentro de los
3 meses de congelamiento, mientras que el pH puede variar 0,1-0,2 unidades y los
valores de YAN disminuir hasta un 10%. La disminucion mas importante (~ 25%) se da
en TA, atribuible principalmente a la precipitacién del acido tartarico (Trelfall et al.,
2008). Este fendmeno se puede revertir realizando un tratamiento térmico del mosto
descongelado. En el presente trabajo el mosto de uvas descongeladas se incubd 30
min a 40°C para asegurar la resolubilizacién del acido tartarico (lland et al., 2000). En
un trabajo preliminar se determiné que la incubacién a 40 °C fue efectiva ya que no se
observaron diferencias significativas (test t, p < 0,05) entre bayas frescas y congeladas
para pH, °Brix y YAN, e incluso los valores de TA con uva congelada fueron un 13 %
superior a los TA de la uva fresca.

Las caracteristicas de la uva Isabella y el ANOVA de los datos obtenidos en las 4
vendimias se detallan en la Tabla 3.5. Las fuentes de variacion fueron las vendimias,
las réplicas y el analisis de los parametros. La varianza analitica en el mayor de los
casos representdé un 13% de la varianza total, que correspondié a la variable
concentracion de antocianos cada 100 g de bayas (Ant%). En el resto de los
parametros, la varianza analitica fue menor al 2% (Tabla 3.3), por lo tanto la fuente
principal de variacion de los datos fueron las réplicas y vendimias. EIl ANOVA muestra
que los parametros fisicoquimicos de las bayas tuvieron diferencias significativas entre
vendimias. Como primera tendencia se observd que el indice de maduracién
(Brix/acidez) alterné entre dos valores con diferencias estadisticamente significativas
entre ellos: uvas v16/v18 con indice de madurez (IM) 31-33 y las uvas v15/v17 con IM
22-23. El mayor IM para v16/v18 estuvo determinado por el aumento de los °Bx y un
menor contenido de acidez de la baya, tal como se observa en la maduracion de los
frutos en general. Los valores de °Bx oscilaron entre 17,3 (v15/v17) y 20,3-20,7
(v16/v18), y para AT entre 0,74-0,70 (v17/v15) y 0,62-0,68% (v18/v16). Es interesante

destacar que no se observo una relacion inversa entre AT y el pH. A diferencia de la
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AT, el pH fue aumentando significativamente en las 4 campafas, desde un valor de
2,99 env15a 3,46 en v18.

Un analisis global de los datos mostré que el peso de la baya fue variable, entre
3,3 (v16) y 3,75 g/baya (v18), con un valor promedio global de 3,5 (+ 0,17) g). Estos
valores representan el promedio del peso individual de 30/50 bayas cuyo coeficiente
de variacion fue del 17-20%, valor que puede observarse en muchas producciones de
vid (Dai et al., 2011). El nimero de semillas promedio fue de ~ 1,3 semillas/baya, con
un peso constante que represento el 2,5% del peso fresco total. La humedad tipica de
las semillas fue del 30%. El hollejo es una parte fundamental de la vinificacion en tinto
ya que aporta los pigmentos, componentes del aroma y taninos (Jackson, 2014). El
porcentaje de hollejo humedo varié entre 7 y 10 % del peso total de la baya,
correspondiendo el valor mas alto a la baya de mayor peso (v18). Si se considera la
materia seca del hollejo, el porcentaje expresado en mg de hollejo seco cada 100 g de
bayas varié entre 2,15% (v15) y 2,77 % (v18). Cabe aclarar que no se observé una
constancia en el porcentaje de materia seca del hollejo (rango 25 - 34 %). Esta
situacion puede atribuirse a variaciones reales en el contenido de sélidos del hollejo o
a variaciones en el contenido de humedad del hollejo humedo debido al procesamiento
de la muestra. La relacion hollejo/pulpa oscilé entre 0,076 y 0,11, que es muy inferior a
la relacion que presentan las principales variedades tintas de V. vinifera empleadas en
vinificacién (= 0,15) (Gez y col., 2009). Esto se debe al menor tamano de las uvas de
V. vinifera, cuyo peso promedio se encuentra en el rango de 1,1-2,0 g/baya (con
excepcion de la Criolla Grande y Cereza).

El contenido de antocianos de las bayas es un factor importante en el color de
los vinos tintos. Los valores de antocianos por peso de hollejo seco no mostraron
diferencias significativas en v15, v16 y v18 sin embargo, las variaciones en el
contenido de hollejo seco de la baya determinaron que hubiera diferencias
significativas entre las uvas v15/v17 respecto a las uvas v16/v18, cuando los
antocianos se expresaron cada 100 g de bayas (Ant%). La concentracién de
antocianos por gramo de hollejo seco, expresados como malvidina-3-glucdsido, vario
entre 22 y 25 mg para v15, v16 y v18 y el valor significativamente menor de 16,1 mg
para v17. Por su parte, los Ant% resultaron maximos para v16/v18 (~61 mg), siendo
significativamente menor en v15 (41,1 mg) y v17 (37,9 mg). Los maximos valores de
Ant% fueron entre 2 y 6 veces mayores que los reportados por Koyama et al. (2014)

para Isabella cultivada en el sur de Brasil.
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Tabla 3.5. Analisis fisicoquimico de la uva Isabella de Berisso.

v15 v16 v17 v18
Parametros

media DE media DE media DE media DE
Peso baya (g) 3,46 0,12 3,31° 0,09 3,50 0,15 3,75% 0,18
% Hollejo fresco (g/100 g bayas) 8,3 0,3 7,3 0,2 6,9° 04 10,02 0,6
% Hollejo seco (g/100 g bayas) 2,15° 0,05 2,25 0,07 2,35° 0,05 2,77% 0,06
% Semillas (g/100 g bayas) 2,9% 0,1 2,32 0,2 2,5 04 2,4% 0,3
% Pulpa (g.100/.g bayas) 88,8° 0,29 90,2° 0,29 90,6° 0,6 87,5° 0,72
Hollejo/pulpa 0,09 0,08 0,076 0,11
Grados Brix (°Bx) 17,3 0,3 20,32 0,8 17,4° 0,1 20,72 0,3
Azucares reductores en mosto (g/l) * 161,5 195,3 162,6 203
Alcohol probable (% v/v)** 9,6 11,3 9,6 11,7
PH 2,99¢ 0,02 3,12° 0,01 3,32° 0,02 3,462 0,05
AT (4cido tartarico %p/p) 0,782 0,02 0,66° 0,02 0,742 0,01 0,62° 0,02
N-asimilable (YAN) (mg/l) 2042 14 140° 7,5 228% 4,9 2072 25
Antocianos en hollejo seco (mg/g) 21,9 1.3 24,92 2,4 16,1° 1,0 21,92 1,8
Antocianos cada 100 g baya (mg% p/p) 47,1 1,9 56,12 4,2 37,9° 1,6 60,72 4,6
indice de madurez Cillis-Odifredi, IM (Brix/AT)  21,6° 1,6 30,82 2,1 23,3° 1,0 33,37 08

Valores medios con igual letra no difieren significativamente: test Tukey (p < 0.05).
*azucares reductores calculados a partir de los grados Brix segun tablas del INV.
** alcohol probable calculado de tablas donde se asume una relacion de 17 g/l de azucar para producir 1% de alcohol.
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En general, el perfil de antocianinas en las uvas es caracteristico de la variedad
(Dai et al., 2011). Un analisis de composicion de antocianinas realizado en un extracto
de hollejo de Isabella v16 (mezcla de las 3 réplicas) mostré que la malvidina 3-O-
monoglucésido fue el antociano mayoritario (56%), seguido de malvidina 3-O-
monoglucésido cumarilado (11,5%), peonidina 3-O-monoglucésido (11,4%) vy
petunidina 3-O-monoglucdsido (11,4%), peonidina 3-O-monoglucdsido cumarilado
(4,9%), delfinidina 3-O-monoglucdsido (3,6%) y cianidina 3-O-monoglucésido (2,5 %).
También se detectd la malvidina y peonidina 3-O-monoglucésido acetilados y el 2,5-
diglucésido de malvidina, pero en concentraciones debajo del limite de cuantificacion
del método. Estos datos coinciden parcialmente con lo reportado por Flamini & Tomasi
(2000), y las diferencias pueden deberse a la metodologia empleada para extraer las
antocianinas.

La pulpa contiene los componentes basicos necesarios para que ocurra la
fermentacion alcohdlica, ya que aporta los nutrientes y un ambiente acido propicio
para el crecimiento de las levaduras. Los principales nutrientes son los azucares y la
fuente de nitrégeno asimilable (YAN). De acuerdo al analisis por HPLC, la glucosa y
fructosa fueron los azucares mayoritarios de la baya, con una relacion fructosa/glucosa
de 1,02, 1,09, 1,08 y 1,2 para v15, v16, v17 y v18, respectivamente. Los valores de
YAN fueron cercanos (v16) o mayores a 130-150 mg/l, que es la concentracion minima
requerida para una adecuada fermentacion alcohdlica con mostos que contienen
concentraciones de azucar del orden de 200 g/l (Bely et al., 1990; Zamora, 2009).

Para una mejor visualizacion de las tendencias de los parametros en relacion a
las vendimias, los datos se analizaron mediante ACP (Figura 3.11). Se observd que
las réplicas, independientemente de las diferencias entre ellas, se pueden agrupar en
clusters, con excepcion de la réplica R2 de v18. El primer y segundo componente
representaron en conjunto el 84% de la variabilidad. Las principal fuente de variacion
segun el primer componente (53% de la varianza) fueron los parametros °Bx, Ant% y
AT. Las uvas v15 y v17 se asociaron con altos valores de AT, mientras que ocurri6 lo
inverso con v16y v18, que ademas presentaron los mayores valores de °Bx y
antocianos %. Las bayas v18 se diferenciaron de v16 por un mayor pH, peso y
contenido de hollejo (tanto humedo como seco). En el segundo componente (32 % de
la varianza), la principal contribucion fue el YAN, que separd v16 con menor contenido
de nitrogeno asimilable del resto de las vendimias que no mostraron diferencias

significativas. Dado que los componentes principales son ortogonales, se puede inferir
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que el contenido de nitrogeno asimilable de las bayas no guarda relaciéon con los

parametos relevantes °Bx, Ant% y AT.
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Figura 3.11 Grafico Bi-plot correspondiente a ACP de la composicion de las bayas. R1, R2 y
R3 son las réplicas del muestreo del vifiedo. Peso baya, hollejo: % humedo.

3.3.4. Microvinificaciones, balance de materia en el descube y analisis
fisicoquimico y sensorial de los vinos.

En la Figura 3.12, se muestra la evolucion de los Brix promedio de las tres
réplicas y su correspondiente desviacion estandar para las microvinificaciones llevadas
a cabo con las cuatro vendimias. La excepcion fue v16, en la cual no se considero la
réplica R3 debido a que la disminucion de los °Bx se aceleré6 marcadamente a partir de
los 3 dias de fermentacién (capitulo 4). En la evolucién de los °Bx con el tiempo, tanto
en v16, v17 y v18 se distinguieron las tres fases tipicas de la fermentacion espontanea
del vino (Zamora, 2009): un periodo inicial de 2 a 3 dias durante el cual los °Bx
disminuyeron 1,0 o 1,5 °Bx llamada a veces fase de latencia, una fase de maxima
velocidad de fermentacion, en este caso de de 2 - 3 dias, y la fase final de
desaceleracion hasta el momento del descube. El periodo inicial o fase de latencia
podria atribuirse a que la biomasa inicial es baja, y por lo tanto, los cambios en los °Bx

no son perceptibles en las primeras horas de la fermentacion, pero también al hecho
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de que las levaduras provienen de la superficie de la baya y deben adaptarse a la
anaerobiosis, la presion selectiva del SO, y la alta acidez del mosto hasta alcanzar su

maxima capacidad fermentativa (Jouhten et al., 2012).
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Figura 3.12. Evolucién de los °Bx durante las microvinificaciones v15 (m), v16 (o), v17 (4)
y v18 (e). Los °Bx no se corrigieron por alcohol. Al final de la fermentacién el valor de °Bx

fue de 5,5 y los Baumé cero. Las flechas indican el descube. En v15 la fermentacion
continud luego del descube hasta alcanzar los 5,5 °Bx.

Todas las fermentaciones finalizaron cuando el vino alcanzé los 5,0 - 5,5 °Bx, lo
que fue equivalente a un valor de cero Baumé, como corresponde a un vino seco. Los
°Bx no alcanzan el valor de cero debido a la presencia de alcohol y otros compuestos
solubles presentes en el vino que modifican el indice de refraccion. En v16 y v18 la
fermentacion fue muy similar, y se completé alrededor de los 8 dias; mientras que en
v17 el tiempo de fermentacion fue de 6 dias. Esta diferencia en el tiempo de
fermentacion podria atribuirse al mayor contenido de azucar de las bayas v16 y v18
respecto a v17, ya que al aumentar el nivel de alcohol en el medio se ralentiza la
velocidad de fermentacion y por ende se prolonga la fase de fermentacién activa

(Ansanay-Galeote et el., 2001).
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En v15 la situacion fue muy diferente a pesar que las uvas tenian valores de °Bx
similares a v17. La curva de disminucion de °Bx muestra cierta anomalia; el periodo de
latencia se extendioé hasta 4 dias y la fase de desaceleracién fue muy breve ya que la
fermentacion tuvo una parada a partir del séptimo dia, cuando el vino tenia 8 °Bx. De
acuerdo a los protocolos de elaboracion del vino de la Costa, se procedié al descube,
y luego de 15 dias se realizo el primer trasiego. La muestra del trasiego dio un valor de
5,5 °Bx (no mostrado), lo cual indica que la parada de fermentacion fue transitoria y la
vinificacién se completé después del descube.

En el descube de las 4 fermentaciones el mosto fermentado se separdé en
diferentes fracciones: vino de gota, vino de prensa y orujo. En la Tabla 3.6 se muestra
el balance de materia en el descube de cada temporada. EI ANOVA realizado con las
diferentes fracciones del vino mostré que las diferencias entre temporadas no estan
claramente definidas. El rendimiento promedio de vino fue de ~ 68% (relacion
vino/uva), correspondiendo el 85% al vino de gota, que es un valor caracteristico en la
mayoria de las vinificaciones con uva tintas (Gill y Pszczolkowski et al., 2001). El
volumen del vino de prensa y sus caracteristicas depende del tipo de prensa
empleada. En este trabajo se empled una prensa hidraulica manual de laboratorio, la
cual se operé a 10 milibares durante 2 min. En estas condiciones, el vino de prensa no
presentd anomalias, siendo sensorialmente mas fuerte e intenso que el vino de gota.
Ambos vinos se mezclaron para obtener un producto Unico que es la practica que
realizan los productores en la bodega.

El orujo representd un 20% del peso total de la uva procesada, y su contenido de
materia seca promedio fue del 22%. Algunos datos, como el valor de 283 g orujo/kg
uva que corresponde a la muestra en R3 de v15, mostraron un residuo muy grande en
el ANOVA y pueden ser considerados como un error experimental. Si bien la humedad
residual del orujo depende del prensado y el grado de maceracion de la uva, el valor
de 22% es caracteristico de este desecho (Garcia-Lomillo & Gonzalez-San José,
2017). En el balance de materia de las vinificaciones se observé una pérdida global de
peso de ~9%, atribuible a la evaporacién y principalmente a la produccion de CO,. Al
pH del vino, el CO, molecular es la especie quimica predominante y no es retenido

como bicarbonato.
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Tabla 3.6. Balance de materia en el descube.

Fermentacion  Vino de gota Vino de prensa Rendimiento en vino Orujo

(°Bx descube) (ml/kg uva) (ml/kg uva) (ml/kg uva) (9/kg uva)
v15 (Brix 8,0) 533°+34 106%+10 640,0°+35 242°+38
v16 (Brix 5,5) 611°£19 111%+19 720,0°+17 194°2+7
v17 (Brix 5,5) 588%°+21 94,4717 680,2%°+15 193%+7
v18 (Brix 5,5) 587%+15 113%+12 700°°+26 203°+18
Media global 580 + 36 107 £ 15 680,5 + 4,2 208 + 23,1

El andlisis fisicoquimico de los vinos se muestra en la tabla 3.7. La primera
conclusion es que los parametros de los vinos se encuentran dentro de los limites
legales establecidos por la legislacién especifica para las variedades de Vitis vinifera
(INV, 2018). En el caso del metanol este resultado es muy importante, ya que se ha
mencionado que ciertos hibridos de uvas americanas podrian generar vinos con alto
contenido de metanol (Lee et al., 1975). El INV solo indica si el metanol se encuentra
debajo del limite maximo permitido (400 mg/l). Analisis cuantitativos realizados
mediante HPLC con vinos de Isabella v16 mostraron concentraciones de metanol del
orden de 200-250 mg/l. En conclusién, el metanol no es un componente critico en los
vinos de Isabella. Mas aun, algunos autores consideran que el metanol presente en los
vinos en general no implica un riesgo para la salud y por lo tanto seria innecesario
exigirlo en la legislacion (Hodson et al., 2017).

La concentracion residual de azucares reductores varié entre 1,8 y 2,4 g/l, y el
nivel de alcohol coincidié con el valor probable calculado a partir de los grados Brix de
la uva (Tabla 3.5), que corresponde a una relacion de 17 g/l de azucar fermentable
para 1% (v/v) de alcohol. Un metabolito importante de la fermentacién es el glicerol, ya
que es el segundo componente mayoritario de la fermentacion alcohdlica y puede
jugar un rol en algunos atributos del vino (Gawel et al., 2008). La concentracién de
glicerol varié entre 5,7 y 7,3 g/l. En v15 la relacion final de alcohol/glicerol (g/g) fue de
10, mientras que en resto de las campanas varié entre 12y 13 g/g.

El ANOVA mostré que hubo diferencias significativas en los valores de los
diferentes parametros analizados en el vino, y que existe cierta relacion de estos
valores con la composicion de la uva. El analisis del pH y la acidez total es complejo,
ya que durante la fermentacion alcohdlica se producen diferentes acidos organicos,

como acético y succinico. Dado que no se observo fermentacion malolactica, los vinos
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mostraron una tendencia creciente del pH en las consecutivas campanas, al igual que
lo observado con el pH las bayas. Un dato interesante es que la acidez volatil asociada
a la produccién de acético fue significativamente mayor en las uvas con menor indice
de maduracién.

Con respecto al indice de color (IC) hubo diferencias significativas en los vinos
de las cuatro campanas, no obstante, se observé que los vinos v16/v18 presentaron
un IC muy superior a los vinos v15/v17. El IC del vino v17 se encuentré en el limite del
valor minimo exigido por el INV. Si bien los vinos con mayor IC derivaron de bayas con
mayor contenido de antocianos % (v16/v18), se observé que la relacién entre
antocianos en la baya y su concentracién en el vino no fue directa y dependioé de
varios factores. Uno de ellos es la extractabilidad (Romero-Cascales et al., 2005).
Cardona y col, (2010) reportaron una extractabilidad de antocianos en Isabella de
alrededor del 40%, por lo que sugierieron emplear enzimas de maceracion para
aumentar la degradacion del hollejo y la extractabilidad de los antocianos y otros
compuestos de la bayas. Alternativamente, se podria recurrir a diferentes técnicas de
vinificacion, como la maceracién carbénica (Tesniere & Flanzy, 2011).

Un dato a destacar es que los vinos no superaron el limite maximo de cobre a
pesar de la aplicacion de caldo bordelés como el principal fungicida empleado en el
vifiedo, el cual se observé incluso en el hollejo de las bayas al monento de la cosecha
.Esta situacion debe ser atribuida al hecho que normalmente el cobre reacciona
durante la fermentacion formando sales insolubles que son eliminadas en el descube o

en los sedimentos durante los trasiegos (Tariba, 2011).
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Tabla3.7. Analisis fisicoquimico de los vinos de Isabella obtenidos en microvinificaciones.

Parametro 2015 2016 2017 2018 Legislacién
Media DE Media DE Media DE Media DE

Densidad (g/ml) 0,9959 0,9939 0,9967 5 x 10™ -
Extracto seco (g/l)) 26,3 0,53 27,4 0,55 29,3 1,47 -
pH 29° - 3,00¢ - 31 0,1 3,3° 0,02
Acidez total (% &cido tartarico) 0,82° 0,03 0,75 0,04 0,87° 0,031 0,7° 0,014
Acidez volatil acético (g/l) 0,92 0,05 0,42° 0,02 0,99° 0,15 0,49° 0,04 Max 1,2 £ 0,2
Azucares reductores (g/1) 1,8° 0,1 2,182 0,14 2,46° 0,17 2,3 0,14
Alcohol (% V/v) 9,3° 0,2° 11,2 0,26 9,5° 0,115 11,9 03
Glicerol (g/l) 6,9° 0,11 7,15% 0,22 5,66° 0,12 7,1 0,32
Metanol (mg/l) <400 <400 <400 < 400 Max 400
Cu (mg/l) <1 <1 <1 Max 1,0
Cal como CaO (g/l) <0,25 <0,25 <0,25 Max 0,25
Sulfatos como K;SO, (g/l) <1 <1 <1 Vinos secos: max 1
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Para visualizar mejor la relacion entre las caracteristicas de los vinos y las
vendimias, se realizé un ACP con los valores de composicion promedio de las 3
réplicas (Fig. 3.13). Se observd que hay dos tipos de vinos asociados a los dos tipos
de uva antes mencionados. Los vinos v16 y v18 tuvieron mayor nivel de alcohol y
glicerol, mayor intensidad de color y menor acidez total y volatil. EI mayor nivel de
alcohol y glicerol es consistente con el mayor contenido de aziucar de las bayas
v16/v18 vy la intensidad de color estaria relacionada con la concentracién de
antocianos %. Sin embargo, se ha observado que la relacion entre antocianos en la
baya y en el vino no es directa y depende de varios factores. Uno de ellos es la
extractabilidad (Romero-Cascales et al., 2005). Cardona y col, (2010) reportaron una
extractabilidad de antocianos en Isabella de alrededor del 40%, por lo que sugieren
emplear enzimas de maceracion para aumentar la degradacion del hollejo y la
extractabilidad de los antocianos y otros compuestos de la bayas. Alternativamente se
podria recurrir a vinificaciones diferentes, como la maceracién carbénica (Tesniere &
Flanzy, 2011). Los azucares residuales (mas asociados con el segundo componente),
no guardaron relacion con los demas parametros; es decir que independientemente de
las caracteristicas de la uva, los azucares se consumieron totalmente durante la
fermentacion. La ubicacion en el grafico de v15 se debié a que fue el vino mas seco,
es decir que tuvo menor azucar residual, y menor pH. Por el contrario, v18 se asocio

segun este componente al vino con mayor azucar residual y mayor pH.
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Fig 3.13 Grafico Bi-plot correspondiente a ACP de parametros de vinos. VA: acidez volatil (g/l
acético), AT: acidez total (% tartarico), IC: indice de color Gli: glicerol, Alc: alcohol.
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Con excepcion de v15, los vinos obtenidos en las otras tres campanas fueron
evaluados por un panel sensorial mediante una cata a ciegas en la fiesta del vino de
la Costa. Los vinos se analizaron 3 semanas despues de embotellar. En analisis
fisicoquimicos previos realizados en el laboratorio no se apreciaron diferencias
importantes entre las réplicas, por lo tanto, se decidié enviar muestras tomadas al azar
de una de las réplicas. Los puntajes representan una evaluacion global del vino
consensuada entre los integrantes del panel de cata. Los puntajes obtenidos por los
vinos v16, v17 y v18 fueron de 78, 70 y 84 respectivamente (Figura 3.14). Si bien el
puntaje indica cierta “calidad” del vino, compararlos en forma absoluta tiene un valor
relativo, ya que los vinos son diferentes cada afio. Otra forma de evaluar el vino fue
considerar su ubicacion respecto del resto de las muestras, es decir dentro del rango
minimo/maximo del puntaje otorgado por el jurado. El valor minimo establecido cada
afio por el jurado fue de 60, por lo que todos los vinos de calidad baja recibieron ese
puntaje. El mayor puntaje otorgado por el jurado en el concurso corresponde al vino
de “mejor calidad” y tiene el mayor premio, en los concursos de los afos 2016, 2017 y
2018 los puntajes variaron entre 82 y 84. En ese contexto, el vino v16 recibid el tercer
premio, el vino v17 una calificacion media y el v18 el primer premio. El vino v15
presentd una ligera turbidez y organolépticamente fue poco aceptable, por lo que no
fue enviado al concurso.

Cabe mencionar que el Unico vino al cual se le realizaron analisis fisicoquimicos
fueron los realizados en este trabajo. Segun la OIV (2009), los vinos presentados en
una cata deben ir acompanados de un analisis quimico basico (grado alcohdlico,
acidez titulable y volatil, azucar residual y sulfuroso libre y total). Esto no sucedié con
los vinos presentados por el resto de los participantes, ya que los organizadores del
concurso no lo exigieron. La falta de informacién sobre la composicion de los vinos
presentados afo tras afo dificultd la interpretacion de los resultados de la cata, no
obstante, y considerando los objetivos del presente trabajo, los resultados permitieron

evaluar la preferencia o aceptabilidad del vino obtenido en las diferentes vendimias.
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Figura 3.14. Fichas con el puntaje otorgado a los vinos obtenidos en las microvinificaciones v16, v17 y v18.
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3.4. Discusioén y conclusiones.

Es un concepto aceptado que la calidad de un vino depende directamente de la
calidad de la uva (Conde et al.,, 2007). El potencial enoldgico de la variedad esta
determinado genéticamente, pero la expresion de dicho potencial, que se refleja en las
caracteristicas fisico-quimicas de la baya madura, depende de multiples interacciones
entre el genotipo y las condiciones ambientales (clima, suelo, manejo del cultivo) (Dai
et al., 2011). Dada la complejidad de estas interacciones, son esperables las
variaciones en la composicion de la uva y el vino entre vendimias, y mas aun entre
distintas zonas geograficas (Keller, 2010; Jones et al., 2012). Con respecto a la uva
Isabella cultivada en Berisso, los datos de cuatro campafias consecutivas mostraron
que la composicion de la baya no fue constante, alternando uvas que presentaron una
mayor maduracién y contenido de antocianos % (como v16 y v18), con uvas que
tuvieron un menor valor en estos parametros (como v15 y v17). Otros parametros,
como peso de la baya, pH, nitrégeno asimilable y % de hollejo, mostraron diferencias
significativas con valores caracteristicos en cada campana.

Los vinos elaborados por fermentacion espontanea con las diferentes uvas
lograron finalizar la fermentacion en 6-8 dias, con excepcién de v15 que tuvo una
parada de fermentacion a los 7 dias para luego recuperarse entre el descube (8 dias)
y el primer trasiego (15 dias después del descube). Los vinos alcanzaron el grado
alcohdlico compatible con el contenido de azucar inicial y todos los parametros
enolégicos se encontraron dentro de los limites establecidos por el INV. El analisis
quimico mostrd que los vinos obtenidos con bayas v16/v18 tuvieron mejor color, menor
acidez total y volatil, mayor contenido de alcohol y glicerol. Por su parte, el analisis
sensorial, aunque limitado, mostré que estos vinos tuvieron una mejor percepcion
respecto al aroma y una sensacion en boca agradable, sin que ningun aspecto
interfiera en el conjunto; lo contrario ocurri6 con el vino v17, que mostré baja
aceptabilidad, o el vino v15, que si bien su composicibn cumplié con todos los
requisitos que establece la legislacion, se considerd organolépticamente de baja
calidad y no se presenté al concurso. Dado que los resultados mostraron una clara
relaciéon entre composicion de uva y las propiedades del vino, se puede considerar a
las uvas v16/v18 como una referencia de calidad enoldgica para la variedad Isabella
cultivada en Berisso.

La interpretacion de los resultados de composicion de la uva es compleja, dado
que los factores que pueden haber incidido en la maduracion y otras caracteristicas de

la Isabella son multiples y de diverso origen (Reynolds, 2010, Deloire et al., 2015). La
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combinacion de estos factores determiné que las uvas de las campafnas v16/v18 y
v15/v17 difieran significativamente en pardmetros importantes para la elaboracion del
vino. El manejo del vifiedo que afecta el microclima no fue regular todos los afios. La
excepcion fue v17 y v18, que tuvieron un manejo similar, sin embargo la composicion
de las uvas fue bien diferente en ambas vendimias. Estos cambios de composicién de
la uva no solo ocurrieron en el vifiedo en estudio, sino también en otros vifiedos y con
la misma tendencia afio tras afo, por lo tanto, mas alla de las practicas agricolas
realizadas en cada vifiedo, algun factor global incidié en la maduracién de Isabella. En
este contexto, debemos considerar al clima como el factor global mas critico debido a
su marcada influencia que tiene en la evolucion del cultivo de vid y por ende en la
composicion final de la uva (Jones, 2010; Jackson, 2014).

La fisiologia de la vid esta regulada por el mesoclima y también por el clima de
gran escala (Jackson, 2014). La variacion térmica y pluviométrica durante el periodo
vegetativo se encuentran dentro de los factores mas influyentes en la fenologia de la
vid y en la calidad final del fruto (Chevet et al., 2011; Manheiro et al., 2013). Para la vid
se han establecido indices bioclimaticos definidos en base a estas variables que
permiten describir el mesoclima durante el periodo activo del cultivo. La evolucién de
estos indices permite definir tendencias del clima regional cuando se miden durante
largos periodos de tiempo (Catania et al., 2007) como asi también caracterizar y
comparar diferentes regiones viticolas (Tonnieto & Carbonneau, 2004). En este trabajo
los indices se calcularon para tener referencia del clima en cada temporada sin hacer
especulaciones a largo plazo, ya que el periodo de observacién no fue prolongado (4 a
5 anos).

Los indices basados en los datos de temperatura que representan el calor
recibido por el vifiedo en todo el ciclo del cultivo (como GDD o IH), se mantuvieron
dentro del mismo rango en las 4 (5 si se toma v19) campafias, y con valores que se
consideran suficientes para que esta vid alcance su completa madurez. Por lo tanto, la
cantidad de calor recibida por el vifiedo no debe considerarse como un factor que
limitd la maduracion de las bayas en v15/v17. Lo mismo puede decirse para el ciclo
térmico del mes previo a la cosecha, ya que el IFN (T, promedio) o la amplitud
térmica no correlacionaron con el IM, °Bx o Ant%. En conclusién, la temperatura
ambiental no seria el factor climatico que controlé la maduracién de las bayas.

Dentro de las variables del clima se deben considerar la heliofania y las lluvias.
En este trabajo, la heliofania se evalu6 indirectamente mediante los datos de

nubosidad. De acuerdo a los datos meteorologicos, los dias nubosos estuvieron
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principalmente localizados alrededor de los dias de lluvia; por lo tanto, se puede
considerar que en Berisso hay una cierta correlacion entre estas dos variables.
Cuando se habla de exceso de lluvia en el cultivo de la vid hay que tener en cuenta el
status del suelo de la region que se considere. Los suelos para el cultivo de V. vinifera
tienen que ser mas bien escasos de agua, tanto la originaria de las capas freaticas
como la que provienen de las precipitaciones, de ahi la gran importancia que tiene un
correcto manejo del estado hidrico del suelo en esta especie de vid (Van Leeuwen et
al., 2018). Pero la situacion de la Isabella es completamente diferente. La zona baja de
Berisso donde se encuentra el vifedo constituye un humedal, por lo tanto dificiimente
ocurra en estos suelos un stress hidrico por déficit de agua, mas bien el stress para la
vid seria consecuencia de un exceso de agua, p.ej., por anegamiento. Esto ocurre con
las crecidas del rio y cuando hay precipitaciones intensas, lo cual afecta
negativamente la fisiologia de la vid (Stevens & Prior, 1994; Kang et al., 2008).
Estudios realizados por Soar et al., (2008), mostraron que en regiones viticolas de
Australia cuando predomina la humedad, el tiempo lluvioso y una baja heliofania, los
vinos tienden a ser de baja calidad. Van Leeuwen & Destrac-Irvine (2017) sostienen
que un stress por exceso de agua puede conducir a un deterioro de la calidad del vino
y tanto la insolacién como la lluvia cuando son 6ptimas incrementan el contenido de
los polifenoles y el azucar de la baya. Si se analizan globalmente los datos
meteorologicos observamos que en orden decreciente de lluvia y nubosidad se
ubicaron v17 > v15 > v16 > v18, coincidiendo que las bayas con los mejores
parametros enoldgicos se obtuvieron en los ciclos mas secos y con mayor cantidad de
horas sol. De hecho un analisis estadistico de los datos de composicion de las uvas y
del clima en las cuatro campanas mostré una fuerte correlacién negativa entre la
cantidad de lluvia caida y los Brix (r -0,896) y Ant% (r -0,92) y una correlacién positiva
con AT% (r 0,93). Si se tiene en cuenta el factor clima, una posible hipétesis para
explicar la falta de madurez de la Isabella seria el aparente “exceso” de lluvia caida en
v17 (y v15). Cabe resaltar que esta relacién entre la pluviometria y la madurez de la
baya se observo también en la campafia v19 (ver Capitulo 5).

Resulté de interés para este trabajo comparar datos de Isabella y sus vinos de
diferentes regiones de América e incluso de Argentina. Los climas donde de cultiva
Isabella son variados. En el valle del Cauca, en Colombia, el clima es de tipo Af,
tropical de selva. En Argentina, Colonia Caroya tiene un clima Cwa, que es subtropical
hamedo con estacion seca (invierno). En Perd, en Ica, el clima es BWh. La mayor

informacion proviene de Brasil, ya que los vinos de Isabella y otras uvas no viniferas
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ocupan gran parte del mercado de vinos de mesa (Tabla 3.8). En Brasil se cultiva en
regiones como Rio Grande do Sul, las tierras altas de Espirito Santo, Minas Gerais y
Pernambuco, entre otras, con predominio del clima subtropical humedo (Cfa) y el clima
oceanico templado (Cfb). La adaptacion de Isabella a distintas regiones célidas y
humedas de Brasil se evidencia por el amplio rango de ciclos de cultivo y de demanda
de calor para alcanzar plena madurez. Varios autores han reportado ciclos de cultivo
de Isabel en el rango de 116-177 dias y valores de GDD entre 1238 y 1900 (Roberto el
al., 2004; Sato, 2007; Nunes et al., 2016; Carvalho, 2016).

Con respecto a los parametros de Isabella y sus vinos, los mismos se
encuentran dentro de rangos que son comunes a todas las regiones de cultivo. El
rango de pH es 2,7-3,5, el de °Bx 16-21 y el de IM entre 18 y 35. Respecto a los vinos,
y en consistencia con el valor de °Bx de los mostos, el nivel de alcohol no sobrepasa el
12%. La limitacion en el contenido de azucar de Isabella (maximo 21 °Bx) proviene de
su parentesco con V. labrusca, ya que las especies indigenas de América del Norte
acumulan menos azucares que las variedades de V. vinifera (Rice, 1973).

Segun los resultados de este estudio, se puede concluir que la uva Isabella y los
vinos obtenidos por fermentacién espontanea en condiciones de laboratorio muestran
variabilidad ano tras afo, alternando vendimias y vinos con buenos parametros de
calidad, con otros que no alcanzan la calidad deseada. Esta situacion estaria
determinada principalmente por factores climaticos, especificamente por la cantidad de
lluvia caida durante el ciclo del cultivo. Los vifiedos en Berisso estan plantados en
sistema de “pie franco” (no injertado) y la vid de multiplica asexualmente empleando
reproduccion agamica, principalmente acodos y estacas. Las plantas nuevas se han
intercambiado entre los productores; por lo tanto, los vifiedos de Berisso deberian
tener plantas genéticamente similares. La propagacion vegetativa es importante para
mantener genotipos con caracteristicas especiales. Sin embargo, en la vid se
producen mutaciones espontaneas en las células somaticas que acaban fijandose y
transmitiéndose a nuevos individuos por propagacion vegetativa. Por lo tanto, tras
muchos ciclos de propagacion, los clones acumulan diferencias fenotipicas y aparece
la diversidad clonal (Carrier et al., 2012). La seleccion clonal puede emplearse para
obtener plantas con potenciales ventajas agronémicas o propiedades mejoradas para
hacer vino y podria ser aplicada en Berisso para mejorar los viiedos de Isabella en un
contexto de condiciones climaticas cambiantes como fue el caso de “Isabel Precoce”

en Brasil (Camargo, 2004).
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Tabla 3.8. Referencias a la uva Isabella y sus vinos.

Baya Vino
. Ao B .
Origen muestra Peso baya Brix H AT Indice H AT Acidez volatil Alcohol Metanol Extracto seco Referencias
(9) P (% tartarico) Brix/AT P (% tartarico) (9/) % (vv) (mg/l) (a/)
Santander, Valle del Cauica 2007 3235 18-20 2732 07-102 1828 Heméndez et al., 2011
(Colombia)
356-399  0,52-0,66 0,92-1,02 110(316- 26,1-288 Arcanjo y col., 2016
Ri |
lo Grande do Su 17,9-196  30-33 047-052  331-394 Miele, 2016
(Brasil)
1988 - 1994 25-35 16,4 -21,5 3,26 - 3,45 0,3-0,52 32-48° 3,0-35 0,495 - 0,645 0,24 -0,5 8,16 - 12 133-327 19,2-23,2 Rizzon y col, 2000
Pemambuco, Rio Grande do Sul,
Espirito Santo y Minas Gerais 2014 - 2015 3,2-3,67 075-1,0 0,72-1,24 10-12,2 26,1-29,4 Czepack et al, 2016
(Brasil)
Colonia F)aroya, Cérdoba 2015 18 342 0,69 % 343 0,694 8,9 Raymond Eder et al .,
(Argentina) 2018
Berisso 2006 - 2007° 3,3 16 - 20 28-35 0,43 - 0,49 41-46 3,3-3,6 0,5 <08 88-11 Voget el al, 2009
(Argentina) 2015 - 2018° 33-37 17,3-20,7  2,99-3,46 0,62-0,8 21,6 -33 3,0-3,54 0,7-0,87 04-1,0 9,3-11,9 < 400 26-29 este trabajo

? indice del afio 1989 dio 64 debido a muy baja acidez (0,3 %), lo cual es atipico.
®En las microvinificaciones 2006-2007 se verific la ocurrencia de la fermentacion maloléctica (FML) con valores de acido léctico entre 1,2y 1,8 g/l.

°No hubo FML.
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Capitulo 4.
Las levaduras del Vino de la Costa de

Berisso.



4.1. Introduccioén.
4.1.1. Microorganismos en la vinificacién.

La conversion del mosto de uva en vino es un proceso bioquimico complejo en el
cual intervienen diversas especies de levaduras y bacterias (Bisson & Walker, 2015).
Las levaduras fermentativas, por sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas, son las
principales responsables de la fermentacion alcohdlica. Su fuente natural es el hollejo
de las bayas (Suarez-Lepe & Leal, 2004), lugar al que son llevadas junto a otros
microorganismos principalmente por el viento, los insectos y los pajaros (Mortimer &
Posinelli, 1999; Barata et al., 2012). La microbiota presente en los diferentes tejidos de
la baya, en la planta de vid (hojas, corteza) y en el suelo del viiiedo se ha denominado
el “terroir” microbiano (Gilbert et al., 2014; Belda et al., 2017). Estudios recientes han
mostrado que la comunidad microbiana de la baya comprende cerca de 40 géneros,
100 especies de levaduras y hongos del filo Basidiomycota y Ascomycota, y mas de
10 géneros de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo enterobacterias
(Bisson et al., 2017; Wang et al., 2017). Se considera a la baya un habitat inestable
cuya microbiota varia en funcion de numerosos factores extrinsecos e intrinsecos,
como son la geografia, el cultivar de vid, las condiciones climaticas, la madurez de las
bayas, el dano fisico debido a las aves, el ataque de insectos y mohos, la aplicacion
de agroquimicos, etc. (Parisch & Carrol, 1985; Fleet et al., 2002; Barata et al., 2012;
Setati et al., 2012; Bokulich et al., 2014; Mezzasalma et al., 2018). Cuando las uvas se
estrujan y se encuban para preparar el mosto, el ambiente cambia radicalmente, la alta
acidez, la alta concentracion de azucar, la ausencia de oxigeno y el agregado de
barreras quimicas como el SO, inhiben gran parte de la flora microbiana y la mayoria
de las especies microbianas presentes en las uvas no pueden proliferar durante la
fermentacion alcohdlica. A medida que avanza la fermentacion, la presencia creciente
de etanol genera un ambiente aun mas selectivo para muchas especies de levaduras y
bacterias.

Las levaduras de las uvas que pueden adaptarse al mosto y llevar a cabo la
fermentacion del vino en sus distintas etapas, son las denominadas levaduras vinicas
(Suarez-Lepe & Ihigo-Leal, 2004). Estas levaduras, junto a las presentes en la bodega,
son las responsables de la fermentacién espontanea del vino (Ciani et al., 2004;
Mercado et al., 2007). Los géneros mas abundantes de levaduras vinicas encontradas
en las uvas son las apiculadas Kloeckera y Hanseniaspora (su anamorfo sexual),
Candida, Starmerella, Metschinikowia y Pichia. Hanseniospora uvarum / Kloeckera

apiculata puede representar entre el 50 y 75% de la poblacion total de levadura
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presente en la baya (Pretorius et al.1999; Beltran et al, 2002; Clemente Jimenez et al.,
2004; Barata et al., 2012). Hay casos especificos donde puede ser importante la
presencia de una especie diferente, como Saccharomycodes ludwigii (Combina et al.,
2005). En cambio, Saccharomyces cerevisiae, la principal especie de la fermentacion
alcohdlica, es aislada con extrema dificultad y en bajo porcentaje de habitats naturales.
Sin embargo, Mortimer & Polsinelli (1999), encontraron que una de cada cuatro bayas
dafiadas alberga S. cerevisiae, por lo tanto, la presencia de esta especie (u otra
especie de Saccharomyces) va a depender de la integridad de la baya al momento de
la vendimia. Se ha estimado que las levaduras vinicas en la baya se encuentran en el
orden de 10°-10° UFC/ml (Romano et al., 2006).

Dada la predominancia de levaduras fermentativas no-Saccharomyces en las
bayas, es esperable que las mismas aparezcan al principio de la fermentacion
espontanea. Sin embargo, la baja tolerancia al etanol de las levaduras no-
Saccharomyces, y por ende su incapacidad para fermentar todos los azucares
presentes en los mostos (que habitualmente contienen una concentracion inicial de
azucar fermentable entre 200 y 250 g/l), es la razén principal por la cual en la mayoria
de los casos S. cerevisiae termina dominando el vino en el final de la fermentacion
(Ribéreau-Gayon et al.,, 2006). Por este motivo, se ha considerado al proceso de
vinificacion como un cultivo de enriquecimiento de Saccharomyces. De todas maneras,
algunos estudios han mostrado que algunas especies no-Saccharomyces pueden
sobrevivir mas tiempo de lo que se creia inicialmente, pudiendo alcanzar poblaciones
maximas de 10°-107 ufc/ml (Ribereau-Gayon et al., 2006; Suarez-Lepe & lfiigo-Leal,
2004). Este crecimiento es cuantitativamente significativo y seguramente tiene
influencia en la composiciéon organoléptica del vino, en la cinética de la fermentacion y
en el comportamiento bioquimico de S. cerevisiae (Jolly et al., 2006; Zott et al., 2008;
Manzanares et al., 2011; Wang et al., 2016).

Ademas de las levaduras, es importante considerar el impacto de otros
microorganismos en la vinificacién, como es el caso de las bacterias lacticas (BAL). La
fermentacion malolactica llevada a cabo por Oenococcus oeni es de particular interés
en la fermentacion de las uvas tintas. Esta fermentacién contribuye positivamente a la
estabilizacion del vino tinto y a su complejidad sensorial (Swiegers et al., 2005;
Bartowski et al., 2015). ). En general, el crecimiento de las BAL se inhibe a pH < 3,6 y
con concentraciones de SO, de ~50-60 mg/I.

Si las condiciones del proceso de vinificacion son adecuadas, la fermentacién

ocurrira en un tiempo razonable y el resultado final sera un vino que reune las
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propiedades sensoriales esperadas para la variedad de vid utilizada. No obstante, bajo
ciertas circunstancias, los vinos pueden ser alterados por factores fisicoquimicos y/o
microbiologicos. En el primer caso se denominan quiebras, y en el segundo caso,
enfermedades. En ambos casos se producen cambios en el olor, el sabor, el aspecto y
en la composicién quimica del vino (Bartowsky & Pretorius, 2009). En situaciones
graves, estas alteraciones pueden hacer que el vino no sea apto para el consumo.
Algunas alteraciones producidas por bacterias lacticas o levaduras son: turbidez por
refermentacion, formacion de velo, produccién de fenoles volatiles, acetificacion vy
amargor (Ribéreau-Gayon et al., 2006; Fugelsang & Edwards 2007; Bartowsky, 2009).
Las causas que originan el desarrollo de estos MO indeseables, y por ende
enfermedades, son diversas: el estado fitosanitario de los frutos, las condiciones
higiénicas y sanitarias de la bodega, un incorrecto manejo de la vinificacion, entre
otras. Algunos defectos pueden detectarse a simple vista y otros requieren un analisis
microscopico o bien una evaluacion gustativa. Para que se manifieste uno u otro tipo
de enfermedad es necesario que prevalezcan las condiciones apropiadas para el
desarrollo de los microorganismos que la producen. Conociendo la causa del defecto
se pueden arbitrar estrategias para corregirlo, pero lo mas importante es la prevencion
(Mojsov et al., 2011; Boéhme et al., 2019).

Un aspecto clave en la investigacion de los microorganismos de las uvas y el
vino es la metodologia empleada para su identificaciéon. Los métodos basados en el
crecimiento de colonias en medios especificos consideran Unicamente aquellos MO
que son viables y que pueden crecer fuera de la matriz vino. Basicamente se emplean
dos estrategias: una de ellas es tomar colonias al azar de medios donde las colonias
no son facilmente discernibles por morfologia, y la otra consiste en utilizar medios
como WL (Wallerstein Laboratory) donde las colonias se pueden seleccionar por su
morfotipo, es decir color, forma, borde, textura (Cavazza et al., 1992; Pallman et al.,
2001). Ambas estrategias han sido ampliamente utilizadas en la investigacion.
También se emplean medios selectivos como el agar lisina, que permite el crecimiento
de las levaduras no Saccharomyces, pero no de las especies Saccharomyces, ya que
estas ultimas no pueden utilizar lisina como unica fuente de nitrégeno (Fowell, 1965).
Los métodos culturales tienen sus limitaciones, ya que las especies mas probables de
ser aisladas son aquellas que se encuentran en mayor proporcion dentro de la
poblacion global (Bisson & Walker, 2015). La utilizacién de métodos moleculares que
no requieren el cultivo de microorganismos, como la secuenciacién masiva, han

permitido obtener un conocimiento mas detallado de los microorganismos presentes
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en las bayas de uva y en el vino (Wang, et al, 2017; Morgan, et al., 2017). No
obstante, el aislamiento e identificacion de los microorganismos cultivables es la base
para el aislamiento de cepas de interés para futuras aplicaciones.

El objetivo del presente capitulo fue aislar, identificar y caracterizar las levaduras
cultivables involucradas en la fermentacion espontanea de la uva Isabella durante las
temporadas v15, v16 y v17. Tal como se menciond en el capitulo 3, la fermentacion se
llevd a cabo con uvas traidas directamente desde el vifiedo, sin contacto con
elementos de la bodega, y minimizando la contaminacién ambiental, por lo que se
asumido que las levaduras fermentativas provinieron de la propia baya y son
representativas del vifiedo. Dado que la enfermedad del velo es un problema
persistente en el vino de la Costa de Berisso, se tuvo especial interés en identificar
levaduras formadoras de velo. Los resultados obtenidos son importantes para conocer
los recursos nativos de levaduras y disefiar nuevas estrategias para mejorar el control

de la vinificacion y la calidad del vino de la Costa de Berisso.

4.2. Materiales y métodos.
4.2 1. Reactivos y soluciones.

D(+) Maltosa monohidrato, acido poligalacturénico (APG; sal sédica, 90% de
acido poligalacturénico anhidro), glucosa (ACS) y cloranfenicol (> 98%) fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (MO, United States). El agar y la bactopeptona fueron
obtenidos de Difco Laboratories Inc (Mi, United States). El extracto de levadura,
extracto de malta, triptona y Agar Lisina de Oxoid (Hampshire, UK). Las enzimas

Haelll, ScrFl (Bme 13901) y Hpall fueron provistas por Thermofisher.

4.2.2. Medios de cultivo.
4.2.2.1. Agar GPY. (Van der Walt & Yarrow, 1984)

Medio GPY

Componente gll

Glucosa 40
Extracto de levadura 5
BactoPeptona 5

Agar 20
pH 5,5
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4.2.2.2. Medio WL. (Walerstein Laboratory) (Pallman et al., 2001)

Medio WL
Componente (g/l)
Glucosa 50
Triptona 5
Extracto de levadura 4
KPO4H, 0,55
MgSO, 0,425
CaCly 0,125
FeCls 0,003
MnSO, 0,003

Verde de Bromocresol 0,022
Agar 20

Cloranfenicol 0,05
pH 5,5

El medio se ajusté a pH 5.5, se adiciond cloranfenicol en concentracion final 50
mg/l para inhibir bacterias y se autoclavé 15 min a 121 °C. El cloranfenicol se preparé
concentrado (500 x) en etanol. EI medio es de color verde y vira al amarillo a pH acido

(<3,8) o al azul intenso si alcaliniza (>5,4).

4.2.2.3 Agar Lisina. (Fowell, 1965)

El medio se preparé segun las indicaciones del producto comercial (Oxoid).

4.2.3. Materia prima y fermentacion.
Las caracteristicas de las uvas v15, v16, v17 y v18 y el proceso de fermentacion
se describieron en el capitulo 3. Las uvas v18 se conservaron a -20 °C y se utilizaron

para los ensayos de fermentacion de cepas.
4.2.4. Muestreo de la fermentacion y aislamiento de levaduras.

La evolucion de las fermentaciones se siguié midiendo los grados Brix (°Bx) y

mediante observacion microscépica. Los °Bx, en este caso, no se corrigieron por la
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presencia de alcohol (Cojocaru & Antoce, 2012). El muestreo se realizdé de las
diferentes réplicas (R1, R2, R3) y a distintos tiempos de fermentacion: final de la fase
de latencia (~2 dias), etapa de fermentacion tumultuosa (4 - 5dias) y final de la
fermentacion ( 6 - 8 dias, descube). En el caso de v15, la fermentacién tuvo una
parada transitoria a los 7 dias, por lo cual se tomé una muestra adicional en el primer
trasiego, efectuado 15 dias después del descube. La toma de muestra se realiz6 luego
del bazuqueo; para ello, se recolectaron 5 muestras independientes de 10 ml de vino y
se colocaron en un tubo falcon estéril de 50 ml. Para el recuento viable de levaduras
cultivables se tomaron 10 ml del tubo, se diluyeron en 90 ml de solucién de triptona
(0,1%) y se agité en shaker a 200 rpm y 30°C durante 10 min. De dicha dilucion se
efectuaron diluciones seriadas 1/10 en el mismo diluyente, para sembrar 0,1 ml en la
superficie de medio WL. Las diluciones a sembrar se calcularon en base al recuento
previo en camara de Neubauer. Las placas se incubaron a 30°C entre 48 y 72 hs para
la observacion de las colonias. El aislamiento y recuento viable de levaduras en las
bayas se efectud siguiendo el procedimiento de Renouf et al., (2005), empleando
medio WL con 100 mg/l de cloranfenicol y 2 mg/l de dicloran. Por su parte, el resto de
la muestra de vino (40 ml), se centrifugd a 5000 g x 20 min a 5°C, el sobrenadante se
fracciond y congel6 a -20°C, para el posterior analisis de identificacion y cuantificacion

de compuestos por HPLC.

4.2.5. Seleccion de colonias, purificacion y conservacion de cepas.

El estudio sobre las levaduras que fermentan la uva Isabella estuvo dirigido a
identificar las levaduras -cultivables, es decir, aquellas que pueden crecer y
reproducirse en medios de cultivo, en este caso el medio WL. Para tal fin se
emplearon un conjunto de criterios y técnicas recomendadas en microbiologia
enoldgica (OIV/OENO 206-2010). Asi, en una primera instancia, se utilizé el medio WL
para diferenciar y seleccionar colonias en base al morfotipo, es decir, considerando las
caracteristicas de su color, tamano, forma y textura (Cavazza et al., 1992; Pallmann et
al, 2001) EIl reconocimiento de los morfotipos se realizé entre las 48 y 72hs
(OIV/IOENO 206/2010) en placas que contenian entre 30 y 300 colonias, y en los
casos de morfotipos raros se analizé hasta una dilucién 1/100 menor. Los aislamientos
se purificaron mediante dos o tres pasajes en el medio WL. Luego, a partir de colonias
aisladas y puras se realizé un ultimo estriado en medio GPY para eliminar de las
células el verde de bromocresol del medio WL. Las cepas obtenidas se analizaron

mediante el test de lisina y se conservaron en glicerol al 20% a -80 °C.
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4.2.6. Identificacion de las cepas.

La identificacion de las levaduras cultivables se basé en la siguiente secuencia:
seleccion de colonias en agar WL, discriminacién de levaduras no-Saccharomyces y
Saccharomyces segun crecimiento en agar lisina, observacién microscépica de la
cepa purificada, tamano del fragmento obtenido mediante PCR de la region ITS1-5.8S-
ITS2 y finalmente identificacion a nivel de especie mediante secuenciacion del dominio
D1/D2 del gen ADNr 26S. De las levaduras no-Saccharomyces se analizaron entre
uno y dos morfotipos por réplica en cada una de las muestras tomadas del mosto/vino;
por ejemplo, en v15 se tomaron muestras a los 2, 5 y 8 dias, lo cual implica entre 9 y
18 colonias seleccionadas de cada morfotipo, si es que estaba presente. Para el caso
particular de Saccharomyces se seleccionaron entre 10 y 20 colonias de cada réplica
en la etapa del descube o primer trasiego (Unicamente v15). La purificacion,
conservacion, test de lisina y la amplificacion del ITS-5.8S de los aislamientos en WL
se realizé cada ano, mientras que la identificacion final por secuenciacion y los

estudios de fermentacion se llevaron a cabo en 2018 y 2019.

4.2.7. Pruebas bioquimicas, test de velo y ensayos de fermentacion.
4.2.7.1. Reactivacion de las cepas y preparacion de inéculo.

Las cepas conservadas a -80°C en glicerol 20% se repicaron en medio GPY
sélido. Luego de una incubacion de 48-72 hs a 30°C se tomo un loop y se sembré el
medio indculo que consistid en mosto v18 diluido al 40%. El mosto se prepard a partir
de uvas congeladas v18, tal como se describié en el capitulo 3 pero en este caso el
mosto se clarificd centrifugando el filtrado a 5000 g x 15 minutos (rendimiento
aproximado 625 ml sobrenadante/kg uva). El mosto clarificado se diluyé al 40% con
agua deionizada y se distribuy6 (10 ml) en frascos de antibiéticos de 50 ml con tapén
de algodon, luego de lo cual se esterilizaron 15 min a 121 °C. Los frascos, una vez
inoculados con un loop del cultivo en GPY se incubaron en agitacion (200 rpm) a 30°C
X 24 hs, luego de lo cual se observaron al microscopio para verificar ausencia de
contaminaciones, morfologia de las levaduras y determinar crecimiento mediante
recuento en camara de Neubauer. En general, los recuentos totales variaron entre 5 x
10" y 5 x 108 levaduras/ml, segun la especie de levadura. Del cultivo en mosto diluido
se tomo entre 1,0 y 1,5 ml de medio, se centrifugd, se lavaron las células una vez con
agua destilada estéril y el pellet se mantuvo refrigerado hasta la realizacion de los
ensayos (maximo una semana), momento en el cual el pellet se resuspendié con agua

destilada estéril para obtener la suspension de inéculo (Sl)
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4.2.7.2. Test de agar lisina.

Para sembrar agar lisina se colocd una colonia del medio GPY correspondiente
al ultimo pasaje de la purificacion y se dispersé en 1 ml de agua destilada estéril. Las
células se lavaron una vez con agua deionizada estéril y se realiz6 un recuento al
microscopio en camara de Neubauer. Las suspensiones de levaduras se diluyeron
hasta un recuento aproximado de 2 x 10* levaduras/ml. De dicha dilucién se tomaron 5
Ml (~ 100 células) y se estriaron en medio lisina. El fundamento de este procedimiento
es que en el test de lisina no debe sembrarse con demasiado indculo, ya que las
levaduras del género Saccharomyces no pueden crecer con lisina como una unica
fuente de nitrégeno (fundamento del test), pero algunas de ellas pueden crecer a
expensas de la fuente de nitrégeno que proviene de la autolisis celular y dar falsos

positivos.

4.2.7.3. Test de velo.

Los ensayos de formacién de velo se llevaron a cabo en tubos de ensayo con
tapon plastico que contenian 10 ml de mosto pasteurizado. El inéculo se obtuvo
siguiendo el mismo procedimiento descripto para los ensayos de fermentacion. El
ensayo incluyd las especies aisladas de las microvinificaciones y de muestras de
botellas almacenadas en la Cooperativa de la Costa. Dado que el vino envasado en la
Cooperativa habia sido elaborado con uvas cosechadas por diferentes productores, no
fue posible asignarle a la muestra un vifiedo de origen (lo unico certero fue el afio de
elaboracion). Se tomaron muestras de al menos tres botellas elegidas al azar. La
botella se descorchd y con un ansa se tomaron muestras del velo para hacer estriados
en medio WL y observacién microscopica; luego se procedioé a purificar y conservar los
aislamientos. Los vinos de los cuales se tomaron las muestras de velo fueron
analizados fisicoquimicamente en el CINDEFI siguiendo los protocolos establecidos
por el INV.

4.2.7.4. Fermentaciéon de mosto pasteurizado con cepas no-Saccharomyces.

Los ensayos para caracterizar la fermentacion de cepas no-Saccharomyces se
llevaron a cabo con mosto pasteurizado de Isabella v18. El empleo de mosto v18
permitié6 evaluar las propiedades fermentativas de las cepas en un mosto de
composicién que se puede considerar Optimo para la variedad, ya que en esa

temporada las uvas alcanzaron su maxima madurez natural y el contenido de
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nitrogeno resultd adecuado para que ocurra una fermentacion “normal”. Para la
fermentacion se utilizaron erlenmeyers de 125 ml conteniendo 100 ml de mosto
pasteurizado a 63°C x 30 min. Cada erlenmeyer se proveyd con un agitador
magnético. Finalmente, los erlenmeyers se cerraron con tapones de goma con salida
para gases Y se llevaron a una cadmara de incubacion termostatizada a 28°C, donde se
incubaron en forma estatica. Como inéculo se empleé 1,0 ml de SI (107 células/ml), de
manera que la concentracién inicial de levaduras fue de 10° células/ml. La
fermentacion se siguié por medida de °Brix y recuento en camara de Neubauer. Para
tomar la muestra, se homogenizé suavemente el vino con el agitador magnético sin
sacar el tapén, para asi evitar la aireacion excesiva, y luego se tomaron 200 pl de
muestra. Con 100 pl se realizé una dilucién 1/10 para hacer el recuento en camara y
con los 100 ul restantes se midieron los °Bx. La fermentacion se dio por finalizada tras
dos medidas consecutivas de °Bx constantes. Al inicio y final de la fermentacion el
erlenmeyer se peso sin tapdn en una balanza analitica para calcular la pérdida de
peso, a partir de la cual se estimé la produccién de CO,. Al finalizar la fermentacion,
los vinos se mantuvieron por 24-48 hs en frio y luego se centrifugaron a 5°C (5000g x
15 min). El sobrenadante se proces6 con diferentes protocolos segun el analisis a
realizar. Para HPLC se procesaron 2 ml de vino centrifugado segun se describe en el
Anexo |. En la muestra procesada se determinaron glucosa, fructosa, succinico,

lactico, acético, glicerol y etanol.

4.2.7.5. Balance de carbono y consistencia de datos.

A partir de los datos obtenidos de la fermentacién se calcularon los rendimientos
y se realiz6 un balance de carbono (C) para determinar la consistencia de los datos. El
balance se basd en el concepto de C-mol, que representa la cantidad de un
compuesto que contiene 12 g (un mol) de carbono (Roels, 1983). Para transformar g
en C-mol se utilizaron las siguientes relaciones: C-mol azucar: 30 g; C-mol etanol 23 g;
C-mol glicerol 30,66 g; C-mol succinico 29,5 g, C-mol acético 30 g; C-mol CO, 44 g.
Para la biomasa se consideré la composicion estandar con 5% cenizas, por lo tanto,
se tomo el C-mol biomasa en 25,8 g. Los rendimientos (yi) se expresaron en relacion a
un C-mol de azucar fermentado, y por lo tanto, representaron la fraccion de C
conservado en la biomasa y los diferentes productos de fermentacion. No se tomé en
cuenta el aporte de C del N asimilable, que en su mayor parte son aminoacidos,
debido a que es despreciable respecto del C proveniente del azucar fermentado. El

balance tedrico de C debe dar 1,0, pero debido a la variabilidad propia de la
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fermentacion se tomé como aceptable el rango 1,0 £ 0,05 (Roels, 1983). Valores
mayores del rango implican error experimental y valores menores sugieren error

experimental o la posible presencia de un compuesto con C no determinado.

4.2.8. Métodos moleculares.
4.2.8.1. Extraccion de ADN.

Acondicionamiento de las bolillas de vidrio.

Para la extraccion de ADN se emplearon bolillas de @ 0,5 mm. Las mismas se
trataron 1 hora con HNO; concentrado y luego se lavaron sucesivamente con agua
destilada hasta pH neutro. Posteriormente se dejaron secar en estufa a 60°C, se
autoclavaron 15 minutos a 120°C y finalmente se secaron nuevamente en la estufa a
60°C.

Obtencion de biomasa para la extraccion de ADN.

Se procedié tal como se describié en reactivacién de las cepas, pero en este
caso se tomo una colonia aislada del agar GPY, se suspendié en 1 ml de GPY liquido
contenido en un tubo eppendorf de 2 ml, y se incubd con agitacion de 180 rpm a 30°C
overnight. Los cultivos fueron lavados con agua miliQ estéril para eliminar
componentes que pudieran interferir con los pasos subsiguientes. Los pellets
obtenidos se emplearon para la posterior extraccion de ADN.

Extraccion de ADN.

El ADN gendmico fue extraido segun el método de Schena et al., 1999, con
algunas modificaciones. Los pellets de levaduras fueron resuspendidos en 300 pl de
buffer de lisis (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1
mM, pH 8,0), y las suspensiones resultantes se trasvasaron a eppendorfs que
contenian 0,1 g de bolillas de vidrio. Luego se adicionaron 150 ul de fenol y 150 ul de
una mezcla cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y los tubos se agitaron en vortex a
maxima velocidad durante 5 minutos, dejandolos reposar en bafno de hielo cada 1
minuto. Los tubos se centrifugaron 10 minutos a 10000 rpm y se transfirieron 150 ul de
la fase superior acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml. Se agregd el mismo volumen de
isopropanol frio y se agité por inversién suave 3 veces. Los tubos se incubaron 30
minutos a -20°C, se centrifugaron 10 minutos a maxima velocidad y se descartaron los
sobrenadantes. Los ADNs obtenidos se secaron en estufa a 45°C y finalmente se
resuspendieron en 30 ul de agua miliQ estéril.

La concentracion y el grado de pureza de los ADNs se estimé en el equipo Nano
Drop (NANO DROP 2000 Spectrophotometer-Thermo Scientific). Si la relacién
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A260/A280 fue mayor o igual a 2, la muestra se consideré “pura” o con bajo contenido
proteico. Finalmente, los stocks de ADN asi obtenidos y verificados se congelaron a -

20 °C para su conservacion y posterior uso.

4.3.8.2 Ampilificacién por PCR de la region 5.8S-ITS.

Se emplearon los primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") para amplificar la regién ITS1-5.8S-ITS2 del ADNTr.
En la mayoria de los casos, los productos de PCR de cepas de la misma especie
tienen el mismo tamano, y las especies del mismo género tienen tamafios similares.
La técnica utilizada fue adaptada de la descripta por Esteve-Zarzoso et al (1999). La
amplificacién se realizé en un volumen total de 25 pul y las concentraciones de los

reactivos fueron las siguientes:

Mezcla de reacciéon para PCR con los primers ITS1 e ITS4

Concentracion Concentracion

Reactivo Marca stocks final
Buffer Qiagen 10X 1X
dNTPs Trans 2,5mM 0,05 mM cl/u

Primer ITS1 Sigma 25 pmol/ul 0,5 pmol/pl

Primer ITS4 Sigma 25 pmol/ul 0,5 pmol/ul

Polimerasa TopTaq Qiagen 5 U/l 1U
DNA 4 a 12 ng/pl

volumen de reaccion 25 pl (agua miliQ)

Las condiciones de la reaccion fueron:

(1) 94 °C por 5 minutos (desnaturalizacion inicial) = 1 ciclo
(2) 94°C por 45 seqgundos (desnaturalizacién)
55 °C por 45 segundos (hibridacidn) = 35ciclos

72 °C por 1 minuto (extensidn)

(3) 72 °C por 7 minutos (extensidn final) = 1 ciclo

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Gene Mate — mrc
Scientific Instruments. Como control positivo de la reacciéon se empleé el ADN extraido
de la cepa Saccharomyces cerevisiae GL15 (Gonzalez et al., 2014) y como control

negativo de contaminacion de los reactivos se utiliz6 agua miliQ estéril en lugar de
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ADN. Se verificé la obtencién de los productos de PCR mediante una electroforesis
horizontal en gel de agarosa (D1 MAX Biologia Molecular- Biodynamics) al 1% con
bromuro de etidio (4 pl de stock 10 mg/ml de bromuro cada 100 ml de agarosa) para
visualizar el ADN. La electroforesis se llevd a cabo a 100 V (voltaje constante) y 150
mA durante 40 minutos y empleando como buffer de corrida TAE 1% (Tris 40 mM,
acido acético 20 mM, EDTA 1mM, pH 8). Se sembraron 5 pl de producto con 1 pl de
buffer de siembra 6% (0,025 % azul de bromofenol, 70% glicerol, 12 mM EDTA, agua).
Como marcador de peso molecular se sembraron 5 ul del ladder 1000 pb de PB-L
(Productos Bio-Ldgicos). El gel fue fotografiado bajo iluminacién ultravioleta utilizando
una camara Kodak EasyShare Z712 1S. Finalmente, con el programa ImagedJ se
midieron las distancias relativas de corrida de los marcadores de peso molecular y de
las muestras, y a partir de dichas medidas se calcularon los Rfs y los tamafios en pb
de los productos de PCR. De esta forma, se realizé una preclasificacion de las cepas
segun al tamano del fragmento generado con los primers ITS1 e ITS4. Datos del
tamano de los fragmentos para numerosas especies de levaduras pueden encontrarse

en la base de datos del yeast-id.org.

4.2.8.3. Amplificacion por PCR y secuenciacion de la regiéon D1/D2 del gen 268S.
Para la identificacion de las cepas por secuenciacién se siguioé el protocolo de
Kurtzman & Robnett (1998). Se emplearon los primers NL1 (Forward, 5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) y NL4 (Reverse, 5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’') para amplificar la zona denominada D1/D2
divergente del ADNr 26S de levaduras. La mix para la PCR se preparé en un volumen
final de 50 yL para cada tubo de reaccién. La mezcla de reaccién se indica en la

siguiente tabla.

Mezcla de reaccién para PCR con los primers NL1y NL4

Reactivo Marca Concentracion Conce.ntraci()n
Stocks final
Buffer Qiagen 10X 1X
dNTPs Trans 2,5mM 0,05mM c/u
Primer NL1 Sigma 25 pmol/pl 0,5 pmol/ul
Primer NL4 Sigma 25 pmol/pl 0,5 pmol/pul
Polimerasa TopTaq Qiagen 5 U/l 1,5U
DNA 4 a 12 ng/pl

volumen de reaccion 50 pl (agua mili Q)
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Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:

(1) 94 °C por 1 minuto (desnaturalizacidn inicial) = 1 ciclo
(2) 94°C por 30 segundos (desnaturalizacion)
58,6 °C por 40 segundos (hibridacidn) = 35 ciclos

72 °C por 1 minuto (extensidn)

(3) 72 °C por 7 minutos (extension final) = 1 ciclo

Las reacciones de PCR vy las electroforesis se llevaron a cabo de la forma
descripta anteriormente. Los productos de amplificacion seleccionados fueron
enviados para su purificacion y secuenciacion mediante el método de Sanger a
Macrogen, Inc (Corea del Sur). Con la informacion obtenida se cre6 una secuencia
consenso para cada levadura empleando el programa Gap4 del paquete Staden
Package. Para el analisis de identificacion taxondmica de las levaduras, se utilizd el
algoritmo de alineamientos locales BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sobre
bases de datos nucleotidicas no redundantes para seleccionar las secuencias
homologas mas cercanas a la secuencia consenso creada con el Gap4. Se escogio la
secuencia con mayor score, cobertura y porcentaje de identidad, y con E-value 0,0

para asignar el género y la especie a cada levadura.

4.2.8.4. Diferenciacion de especies Saccharomyces.

Para diferenciar especies de Saccharomyces dentro del grupo sensu stricto, en
particular las especies hermanas S. cerevisiae y S. paradoxus, se realiz6 una PCR-
RFLP de la region ITS-5.8S con las enzimas Haelll, Hpall y ScrF1 (Teresa Fernandez-
Espinar et al., 2000).

4.3. Resultados.
4.3.1 Microvinificaciones v15, v16, v17.

En la Figura 4.1 se muestra la evolucién de las fermentaciones espontaneas
(Brix vs tiempo de fermentacion) de las campanas v15, v16 y v17 discriminadas por
réplica como asi también la variacion de temperatura del medio y los recuentos viables

totales. Las fermentaciones v16 y v17 se consideran normales para un mosto estandar
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de Isabella, es decir fermentaciones espontaneas que transcurrieron en un lapso de
tiempo de tiempo de 6-8 dias segun los °Bx iniciales del mosto. Por el contrario v15
fue una fermentacion espontanea irregular, con una parada de fermentacion a los 7
dias que se completd luego del descube.

Con excepcion de la réplica R3 en v16, que mostré un pronunciado cambio en la
velocidad de fermentacién a partir de los 4 dias, las diferencias en la evolucion de las
tres fermentaciones dentro de cada afio podrian considerarse dentro de la variacion
normal de toda fermentacion vinica (Considine & Frankish., 2013). La variacién de la
temperatura durante la vinificacion fue indicativa de las etapas de la fermentacién; en
la fase de latencia (2-3 dias) hubo poca variacion de la temperatura inicial (26-27 °C) y
luego aumentd progresivamente en la etapa tumultuosa, hasta llegar a un maximo de
29°C en v15 y v16, y cerca de 30°C en v17. Se observé también que el incremento de
temperatura acompano la mayor tasa de fermentacién en R3 de v16. La fase final de
la fermentacion mostré una declinacion rapida de la temperatura del medio. Los
recuentos viables de levaduras totales alcanzaron valores maximos del orden de 3,0
x10” UFC/ml en v15 y un orden mayor (3-5 x 10® UFC/ml) en v16 y v17, lo que
representd un incremento de dos a tres 6rdenes respecto del recuento inicial en las
bayas (v15: 6,3(£5)x10°, v16: 9(x7)x10° y v17: 1,9(x2)x10°.

En la Tabla 4.1 se indica el contenido de alcohol, glicerol y azucar fermentable
(glucosa + fructosa), la relacion fructosa/glucosa (F/G), el porcentaje de no-
Saccharomyces/Saccharomyces de acuerdo a la observacién de los morfotipos y el
test de agar lisina (ver detalles de la evolucion de las réplicas individuales en tablas I,

IV'y V del anexo).
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Figura 4.1. Microvinificaciones con Isabella durante v15, v16 y v17. Las flechas indican el muestreo para los aislamientos de
levaduras. D: descube, T: trasiego. pH inicial v15: 3,0; v16: 3,3, v17: 3,35. El pH no varié sustancialmente durante la
fermentacion. Réplicas: (m) R1; (o) R2; (A) R3. Las lineas de temperatura representan el valor promedio para las 3 réplicas.
Recuento de levaduras viables en medio WL.
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Tabla 4.1. Fermentacion de Isabella v15, v16 y v17.

Azucar

Dias de Alcohol . . Glicerol Recuento viable
°B I F 9 h.
fermentacion (% viv) nx rez;lill;a e (g/l) (UFC/ml) % Saccharomyces
v15
2 dias <0,4 16,8+0,3 4,47(x2,03)x10"6 nd
5 dias (tumultuosa) 4,5+0,3 12,4+0,4 76,8453 0,66+0,07 5,8+0,1 2,78(x1,06)x 107 nd
8 dias (descube) 5,4+0,7 8,3+0,6 37,9+1,9  0,62+0,07 6,5+0,4 6,0(x3,42)x10"6 1,804
(nd en R3)
15 dias (1° trasiego) 8,9+0,06 5,510 <LQ 7,310,7 1,77(22,16)x1075 91,7+14,4
v16
2 dias <0,5 1,25(+0,58)x 107 nd
5 dias (tumultuosa) 4,0+0,2 15+0 11642 0,91+0,01 4,5+0,3 4,94(+3,76)x10"8 22,845,4
(R3:6,5) (R3:11,5) (R3: 90) (R3: 0,88) (R3: 5,5) (R3: 7,7x10"8 ) (R3: 76,5)
10,7+0,7
i o + 10N 100+
6 dias (R3: 9) 3,85(+0,5)x10"8 000
8 dias (descube) 11,040,1 5,7+0,3 <LQ 7,240,3 1,14(x1,53)x 108 1000
v17
2 dias 0,6+0,1 14,4+0,06 150+2 1,04+0,01 0,9+0,2 3,14(x0,86)x 107 nd
4 dias (tumultuosa) 6,85+0,07 110,06 62,5+7,8 1,0240,02 5,25+0,07 4,45(x0,07)x10"8 77+9,9
6 dias (descube) 9,4+0,3 5,7+0,3 <LQ 5,940,2 5,5(x1,65)x 107 1000

Datos iniciales mosto (promedio tres réplicas): v15: Brix:17,3 (azucar 159 g/l), pH 2,99, AT 0,8 %, YAN 204 mg/l. v16: Brix: 20,3 (azucar 195 g/l), pH: 3,12,

AT: 0,66 % ; YAN 149 mg/l. v17: Brix: 17,4 (azucar 163 g/l), pH: 3,32, AT 0,74 %, YAN: 207 mg/I.

Azucar: suma de fructosa y glucosa; F/G relacion fructosa/glucosa, LQ limite de cuantificacion. Azucar y alcohol determinados por HPLC. Nd: no detectado

en la dilucién menor. Entre paréntesis valores correspondientes a réplicas no promediadas.
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Un primer analisis global de las colonias en WL mostré que la distribucion de
levaduras no-Saccharomyces y Saccharomyces fue variando con la evolucién de la
fermentacion, y a su vez fue diferente cada afo. En las tres fermentaciones, el
crecimiento microbiano durante la fase de latencia se debié a la multiplicacién de
levaduras no-Sacharomyces, que alcanzaron recuentos viables del orden de 10°
UFC/ml para v15 y 10’ UFC/ml para v16 y v17. En v16 y v17 la fermentacién continué
con una progresiva colonizacion del mosto por Saccharomyces, y en 3 a 5 dias el
mosto/vino podria describirse como un cultivo mixto de no-
Saccharomyces/Saccharomyces. Los datos indican que la velocidad y el tiempo total
de fermentacion dependieron del crecimiento de Saccharomyces, situacién que puede
visualizarse muy claramente en v16, en la réplica 3 de los 5 dias, en la cual un 76% de
la poblacion viable correspondié a Saccharomyces frente a un 20-26 % de las otras 2
réplicas, lo que conllevd a una mayor disminucién de °Bx y un mayor nivel de alcohol
en R3 (anexo Tabla IV). Sin embargo, un dia después (6 dias de fermentacion), las
tres fermentaciones mostraron valores de °Bx comparables y con el predominio de
Saccharomyces. Al final, en el descube v16 (8 dias) y v17 (6 dias), cuando los °Bx del
vino alcanzaron su valor caracteristico de 5,5-6,0, la mayor parte de la poblacion de
levaduras viables fueron Saccharomyces y el recuento de no-Saccharomyces se
redujo a valores de 10° UFC/ml. En el primer trasiego (15 dias después del descube)
no se encontraron colonias tipicas de no-Saccharomyces (dilucion -1).

La evolucion posterior a la fase de latencia en v15 fue completamente diferente,
pero mostrd cierta consistencia con lo ocurrido en v16/v17. La fermentacion lenta e
incompleta se debié al crecimiento tardio de Saccharomyces, reflejado en el bajo
porcentaje de las mismas en el momento del descube. Esto también se manifesté en
el bajo nivel de alcohol (5-6%) del mosto fermentado al momento de la parada. Al
comparar las tres fermentaciones, es evidente que en v15 el crecimiento de
Saccharomyces estuvo limitado por algun factor, lo que evité una rapida acumulacion
de alcohol permitiendo que las levaduras no-Saccharomyces predominaran en el vino
luego de una semana de fermentacién. Teniendo en cuenta el criterio de descubar
cuando los °Bx se mantuvieran constantes, se procedié al descube y el vino se
mantuvo 15 dias a temperatura ambiente hasta el primer trasiego, tal como indican los
protocolos de elaboracién del vino de la Costa. El analisis de la muestra del trasiego
dio un valor de 5,5 °Bx, 9,5% de alcohol y azucares < 2,0 g/l. El recuento viable fue del
orden de 10° UFC/ml, observandose en el medio WL Gnicamente colonias del género

Saccharomyces. En conclusion, la parada de la fermentacién fue solo transitoria y se
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debio a una tardia colonizacion del mosto por Saccharomyces y a la limitacion de las
levaduras no-Saccharomyces para producir altas concentraciones de alcohol (> 6 - 7
%). En el periodo entre el descube y el trasiego, la actividad fermentativa de
Saccharomyces se reflejé en el consumo del resto del azucar y en el aumento del nivel

de alcohol al valor esperable segun los Brix iniciales del mosto.

4.3.2. Diversidad de levaduras en la vinificacion.

La identificacion de las levaduras asociadas a la fermentacion de Isabella se
inicioé con la seleccién de colonias basadas en los morfotipos observables en el medio
WL. En el trabajo original de Cavazza et al. (1992), y posteriormente en el de Pallmann
et al. (2001), se describieron morfotipos de 11 especies o géneros de levaduras
crecidas en este medio. En trabajos mas recientes, se describieron las caracteristicas
de las colonias en WL de otras levaduras como Starmerella bacillaris, Candida
albicans y diferentes especies de Pichia (Polizzoto et al., 2016; Zhang et al., 2020;
Raymond Eder & Rosa, 2021). Las caracteristicas de las colonias pueden variar con el
tiempo de incubacion de las placas o luego de ser purificadas (Polizzoto et al., 2016),
ya que en la placa original hay una poblacion diversa cuyo crecimiento afecta el
entorno de las colonias, y por lo tanto, puede modificar su aspecto. Incluso la misma
especie puede dar lugar a colonias ligeramente diferentes debido a variaciones entre
cepas (Zhang et al., 2020). Por estos motivos, para comparar los morfotipos se tuvo en
cuenta no solo el aspecto de las colonias en la placa inicial, sino también su aspecto
en el ultimo pasaje en medio WL durante la purificacion. Todas las cepas
seleccionadas fueron analizadas mediante una PCR para determinar el tamafo de la
region ITS-5.8S del rDNA. La PCR de esta region se combina con un analisis de
restriccion para realizar una primera aproximacion en la identificaciéon de las especies
de levaduras (Esteve-Zarzoso et al., 1999), pero en este caso solo se considero el
tamano del fragmento ITS como pardmetro para establecer similitud entre los
aislamientos. De las cepas que mostraron similitud en el morfotipo y tamafo del
amplicén, se tomaron al azar entre una y tres de cada réplica para su identificacién
mediante secuenciacién de la region D1/D2 del rDNA. Esta secuencia difiere entre
distintas especies en mas del 1%, y menos del 1% entre cepas pertenecientes a la
misma especie (Kurtzman & Robnett, 1998). A partir de estos resultados se determin6
como se distribuyeron las especies de levaduras durante la fermentacién espontanea.
En el caso de Saccharomyces se discrimind entre las especies hermanas S. cerevisiae

y S. paradoxus mediante PCR-RFLP con tres enzimas de restriccion. A continuacion
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se resumen los resultados del analisis microbiolégico. A los fines practicos, se

analizaron por separado las especies no-Saccharomyces 'y Saccharomyces.

Especies no-Saccharomyces.

En la Figura 4.2 se muestran imagenes de las principales especies de levaduras
no-Saccharomyces que se aislaron de la fermentacion espontanea de Isabella. En
general, los morfotipos de Hanseniospora uvarum vy Starmerella bacillaris (syn.
Candida zemplinina), coincidieron con lo reportado en bibliografia, encontrandose las
mayores diferencias con las levaduras del género Pichia. Las caracteristicas
microscopicas de todas las especies fueron similares a las descriptas en diferentes
fuentes (Kurtzman, 2011; Ciani & Comitini, 2019; Raymond Eder & Rosa, 2021).
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Figura 4.2. Colonias en medio WL de 6 especies de levaduras aisladas de la fermentacion espontanea de Isabella. p: colonia purificada; o:
colonia original en WL; b: colonias purificadas segun Polizzoto et al., 2016; m: microscopia en contraste de fase 1200x. En P. terricola se
muestra una colonia joven (48-72 hs) y la misma colonia una semana después a 30°C.



En la Figura 4.3 se muestran los geles de agarosa con los fragmentos obtenidos

por PCR de la regién ITS-5.8S.
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1: VD3.4F; 2: VD8.28E; 3: VD3.5C; 4: 527; 5: VD8.29E; 6: V1T40F; 7: VD8.29C; 8: V1T.40D; 9: 139: 10:160;
11: 197;12: VD5.1B; 13: VD5.1D; 14: VD5.1N; 15: VD8.2A; 16: VD8.2D; 17; VD8.28B; 18: V1T.44F
M: marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder PROMEGA)

Figura 4.3. Geles del producto PCR de la region ITS-5.8S con los cebadores
ITS1-ITS4 para distintas especies de levaduras aisladas de la fermentacion
espontanea de Isabella.

En la Tabla 4.2 se resume la informacion de las especies identificadas. Para
corroborar la consistencia de los datos de ITS-5.8S con la identidad de la especie, se
consulté la base de datos yeast-id.org como asi también datos reportados en diversas
publicaciones sobre levaduras vinicas. Los tamafios de los fragmentos del ITS-5.8S
varian segun la fuente consultada, con un coeficiente de variacion entre 2 y 6 %
(Segura et al., 2010). Los valores determinados en el trabajo se encuentran cercanos

o dentro del rango reportado por diferentes autores.
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Tabla 4.2. Levaduras no-Saccharomyces aisladas de la fermentacion espontanea de Isabella.

Morfotipo Morfologia en WL Test lisina Rango ITS (pb) ITS ref Levadura dentificada (D1/D2)
| Pequefia a mediana, verde, circular, plana + 439-454 460 (1) Starmerejla bac:l/a.n§
(syn. Candida zemplinina)
. . 775 (1) :
+ -
] mediana, verde a verde oscuro, circular, plana 751-777 745775 (4) Hanseniaspora uvarum
. . 500 (2) Pichia occidentalis
i Blanco-grisaceo, rugosa, bordes irregulares + 462 510 (3) . ) .
(syn. Issatchenkia occidentalis)
450 (5)
\' Blanca, cdncava, butirica + 527 550 (1) Candida albicans
mediana, blanca a ligeramente verdosa 410 3) Pichia terricola
v % 9 ' ¥ 413 425-460 (4) coa
bordes irregulares, 450 (5) (syn. Issatchenkia terricola)
509 (1) Pichia kudriavzevii
Vi Mediana, grisacea con centro verde claro, irregular + 502-533 510 (3) (syn. Issatchenkia orientalis)

450-525 (4) (anamorph Candida krusei))

(1) yeast-id.org; (2) del Ménaco et al., 2014; (3) Polizzoto et al., 2016; (4) Seguray col., 2010; (5) Hierro et al., 2006.
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Especies del género Saccharomyces.

Las colonias de Saccharomyces son faciles de distinguir en agar WL, ya que son
circulares, de color blancas o crema a verde claro, de consistencia butirica y muchas
veces con elevacion umbonada (OIV, 2010) (morfotipo S). Estas caracteristicas fueron
las que se tomaron en cuenta para seleccionar colonias de las etapas intermedias y
final de la fermentacion en v16 y v17, y en el trasiego en v15. Por otra parte, al
momento del descube, en v15 se observaron colonias semejantes a Saccharomyces,
pero que presentaban un centro verdoso (colonias Scv) (Figura 4.4). Estas colonias no
se observaron en v16 y ocasionalmente en v17. La observacion microscépica de las

colonias Scv mostro células con morfologia de Saccharomyces.

Saccharomyces sp

8 s paradoxus

Figura 4.4. Colonias (purificadas) de Saccharomyces en agar WL. Cepas
Scv 20E, 29C, 29D (descube v15); cepa Scv DeU (descube v17); o colonia
original Scv (descube v15); cepa morfotipo S 205 (descube v16).
Microfotografia: células tipicas de Saccharomyces sp (contraste de fase
1250X).

Para confirmar la identidad de estos aislamientos, se seleccionaron al azar entre
10 y 15 colonias tipicas del final de la fermentacion de cada réplica y de cada afo, a
las cuales se sumaron 6 colonias Scv (3 del descube v15, 1 del trasiego v15 y 1 del
descube v17). La pertenencia al género Saccharomyces de todos los aislamientos fue
confirmada por el test de agar lisina (ausencia de crecimiento) y por el tamano del
amplicén ITS-5.8S (~850-880 pb, Figura 4.5). Esto ultimo es debido a que las

levaduras pertenecientes al grupo Saccharomyces sensu stricto tienen tamanos de
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ITS promedios de 850 pb, un rasgo que las distingue de las especies no-
Saccharomyces y de algunas otras especies del género Saccharomyces (McCullough
et al., 1998; Fernadez-Espinar el al, 2000). Para identificar las Saccharomyces a nivel
de especie por secuenciacion de la region D1/D2 se seleccionaron 2 a 4 cepas de
cada réplica y afio, a las que se sumaron las cepas Scv. Todas las cepas se
identificaron como S. cerevisiae, excepto las colonias Scv que se identificaron como S.
paradoxus. La presencia de S. paradoxus fue confirmada ademas por un método
independiente, en este caso mediante PCR-RFLP de la region ITS1-5.8S-ITS2 con las
enzimas Haelll, Hpall y ScrFl, que permite diferenciar S. paradoxus de su especie
hermana S. cerevisiae (Fernadez-Espinar el al, 2000). Los resultados se muestran en
la Figura 4.5 y en la Tabla 4.3. Las 4 bandas de restriccion obtenidas con Haelll
confirmaron la pertenencia de todas las cepas seleccionadas al subgrupo de S.
cerevisiae/S.paradoxus, ya que el subgrupo S. bayanus/S. pastorianus presenta un
patron con Haelll de 3 bandas. A su vez, los patrones de restriccion con las enzimas
Hpall y ScrFl confirmaron la identidad de las cepas Scv. Las bandas de ~ 120-125 pb
obtenidas en las cepas de S. cerevisiae con las enzimas Haelll, Hpall y ScrFl, si bien

son tenues, se pueden apreciar claramente en la foto del gel (Figura 4.5).

I o E = 3
T % x A :%
+ + + + o+
= i~ m = =

Figura 4.5. PCR-RFLP de cepas Saccharomyces. Cepas Scv 1: 29C (descube
v15); cepa 2: 40D y cepa 3: 40F (trasiego v15); cepa 4: 206 (descube v16); M:
marcador de peso molecular 100 pb Promega.
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Tabla 4.3. Tamafio de los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas Haelll, Hpall y
ScrFl.

Especie Cepa Fragm. con Hpall Fragm. con ScrFl Fragm. con Hae Il

(pb) (pb) (pb)
Ref* 725+125 400+320+120 325+230+170+125
S. cerevisiae  V1T.40D 773+126 405+327+123 322+230+169+123
206 754+122 405+320+121 303+219+163+122
Ref* 850 520+320 325+230+170+125
S. paradoxus VD8.29C 867 539+324 314+230+163+128
V1T.40F 867 549+322 316+230+167+125

*Ref: Fernandez-Espinar et al., (2000)

4.3.3 Distribucion de las especies de levaduras durante la fermentacion

espontanea

En la Figura 4.6 se muestra la distribucion de las diferentes especies de levaduras
durante las fermentaciones espontaneas v15, v16 y v17 (en el apartado Anexos se
pueden apreciar los resultados por réplica). En la etapa inicial de la fermentacion
espontanea de la Isabella, predominaron especies de levaduras no Saccharomyces,

pero al final de la fermentacion el mosto fue colonizado por levaduras Saccharomyces.

La especie de levadura no-Saccharomyces que predomind durante la fase de
latencia y en la etapa tumultuosa (hasta los 4 - 5 dias de la fermentacion espontanea)
fue H. uvarum. En los primeros 2 dias, los recuentos viables de esta levadura fueron
los siguientes (promedio + DE de las 3 réplicas): 3,24 (+1,91) x10° UFC/ml en v15,
1,14 (x0,52) x10” UFC/ml en v16, y 3,16 (+1,04) x10” UFC/ml en v17, lo que
representd el 70(£8,7)%, 94,2(x3,7)% y 96(x1,7)% de la poblacién total de levaduras
respectivamente. Durante la primera mitad de la etapa tumultuosa, los recuentos
viables de H. uvarum se incrementaron en un orden (v15 y v16) o casi el doble (v17),
periodo durante el cual la concentracion de alcohol en el medio aumento al 4-6%. La
segunda especie no-Saccharomyces de importancia en la fermentacién espontanea de

Isabella fue S. bacillaris, en particular en v15.
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4.47(%2,03)x10° UFC/mI
3,63(20,76)x107 UFC/mI
5,93(%3,52)x105 UFC/mI
1,77(*2,16)x10° UFC/mI
1,2(£0,52)x107 UFC/mI
4,53(%2,83)x10% UFC/mI
3,85(20,49)x 108 UFC/mI
1,14(*1,53)x10® UFC/mI
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Figura 4.6. Evolucion de las distintas especies de levaduras en los mostos de fermentacion espontanea de los afios 2015, 2016 y 2017. Los
recuentos de levaduras totales de cada etapa se indican encima de la barra correspondiente, y representan el promedio de tres réplicas.



En las fermentaciones normales de v16 y v17, S. bacillaris tuvo una presencia
minoritaria, mientras que en v15 fue colonizando el mosto/vino desde la fase de
latencia hasta dominar por completo la fermentaciéon al momento de la parada (7-8
dias). Los recuentos viables de S. bacillaris (promedio + DE de las 3 réplicas, %) en la
fase de latencia, etapa tumultuosa y descube (parada) en v15 fueron los siguientes:
1,0 (+ 0,11) x10° UFC/ml, 23(x10,4)%; 1,0 (+ 0,36) x10’ UFC/ml, 28(+9)% y 5,27 (+
3,25) x 10° UFC/ml, 86(x10)%. Por otra parte, los recuentos viables de H. uvarum al
momento de la parada de fermentacién disminuyeron en dos 6rdenes (10°) respecto
de la muestra de 5 dias, indicando una pérdida importante de viabilidad. Claramente,
S. bacillaris fue una especie mejor adaptada que H. uvarum para sobrevivir en el vino

con 5-6 % de alcohol.

Otras levaduras no-Saccharomyces minoritarias (respecto a H. uvarum y S.
bacillaris) fueron P. terricola, que estuvo presente en la fase de latencia de las 3
fermentaciones, en general con recuentos entre 2,1y 7,0 x10° UFC/m, y un % del total
de levaduras del 4(x1,5)% (v15), 5%(£3) (v16) y 2 %(%0,2) (v17); y P. occidentalis en
vi5 1,8 x10° (£0,2) UFC/ml, 3,75(x1,2)%) y en v16 ( 3,7 x 10* (¥3) UFC/ml,
0,35(+0,25)%). Estas dos especies no se detectaron en la fase tumultuosa. Un caso
especial fue el de P. kudriavzevii, que fue identificada en la parada de fermentacién
v15 con recuentos del orden de 10* UFC/ml, y posteriormente en el trasiego, donde se
observaron algunas colonias aisladas. Otra levadura aislada en v15 fue C. albicans,
que no es considerada una levadura vinica y por lo tanto su presencia ocasional en la

fermentacion puede atribuirse a una contaminacion.

Saccharomyces cerevisiae no fue detectada en la fase de latencia, pero su
crecimiento se hizo notorio en la fase tumultuosa y dominé completamente la fase final
de la fermentacion, como ocurre normalmente en la fermentacion espontanea del vino.
La presencia de S. paradoxus en la parada de fermentacion v15 no se tradujo en una
colonizacién completa del mosto por esta especie al momento del trasiego; en v16 no

se observaron colonias Svc y solo algunas se detectaron en v17.

4.3.4 Levaduras de velo.

La formacion de velo es un fendbmeno caracteristico del vino de la Costa que
suele aparecer en las botellas de vino que elaboran los productores en sus propias
quintas y en la Cooperativa de la Costa. La Cooperativa de la Costa de Berisso cuenta

con un predio donde se ubican dos construcciones separadas e independientes: la
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bodega o sector de fermentacion, en donde se encuentran los tanques, equipos para
envasar, filtros, bombas, encorchadoras, etc., y por otra parte la agroindustria, donde
se elaboran conservas y dulces.

El fendbmeno de formacién de velo es complejo, no siempre ocurre y se
manifiesta a partir de septiembre-octubre, cuando sube la temperatura media
ambiental. Es tipico de vinos secos, tanto blanco como tinto, y depende del momento
del envasado (Verén, comunicacién personal). El velo al inicio es ligero (desaparece
facilmente al agitar y tarda dias o semanas en reaparecer), y a medida que transcurre
el tiempo se vuelve denso y granuloso (Figura 4.7 A). La observacion al microscopio

muestra la presencia de levaduras, a veces de diferente morfologia (Figura 4.7 B).

Figura 4.7. A. Velo muy desarrollado en botella de la Cooperativa. B. Observacion
microscopica directa de una muestra de velo (contraste de fase 500 x). Se observan los
cumulos de levaduras y la presencia de al menos dos especies diferentes.

Para determinar la conexion que podria haber entre las levaduras de la
fermentacion espontanea y el desarrollo de velo, se realizd un test que consistié en
inocular cepas de las especies aisladas en las microvinificaciones (H. uvarum, S.
cerevisiae, C. albicans, P. terricola, P. kudriavzevii, P occidentalis) en tubos que
contenian mosto pasteurizado de Isabella, incubar en forma estéatica y observar luego
de una semana la formacion de velo. Las especies que formaron velo fueron: P.
terricola, P. occidentalis y P. kudriavzevii (Figura 4.8), que son especies descriptas
como formadora de peliculas (Kurtzman, 2011).

Los velos aparecieron rapidamente luego de dos o tres dias de haber inoculado
el mosto, y presentaron diferentes caracteristicas (Figura 4.8). P. terricola form6 un
velo suave y un biofilm sobre las paredes del tubo. El velo de P. occidentalis fue

similar al de P. terricola. En P. kudriavzevii el velo resulté ser mas denso, algo
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granuloso y el biofilm menos pronunciado (en la foto se observa que el velo esta
disperso entre la espuma que genera la actividad fermentativa de la cepa). C. albicans
no produjo velo, al igual que S. cerevisiae empleada como control negativo (en la foto
se observa la tipica actividad fermentativa de esta especie). Si bien no se realizo el
test de velo con S. paradoxus, en los ensayos de fermentacion con mosto

pasteurizado (capitulo 5) no se evidencié la formacién de velo luego de 8 dias de

fermentacion.
P. terricola P. occidentalis P. kudriavzevii
CepaVD8.5A Cepa 200 CepaVIT.33A Control (-) S. cerevisiae

Figura 4.8. Resultados del test de velo positivos para diferentes especies de levaduras
aisladas de la fermentacién espontanea de Isabella (P. terricola, P. occidentalis y P.
kudriavzevii).

Con respecto a los velos desarrollados en los vinos de la Cooperativa, se
tomaron muestras en la bodega de diferentes campanas, y de un ensayo de
vinificacion realizado en la agroindustria. Para caracterizar el ambiente donde se habia
desarrollado el velo, los vinos se analizaron en relacion al pH, concentraciéon de
alcohol y anhidrido sulfuroso libre y total. Mediante la herramienta disponible en la
pagina web AZ3 Oeno, que considera el equilibrio entre las diferentes formas quimicas

en funcion del pH, el grado alcohdlico y la temperatura del vino, se estimé la
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concentracién de SO, activo (https://www.az3oeno.com/calculo-so2-molecular-activo).
Las cepas aisladas de los velos, luego de ser identificadas, fueron testeadas para
confirmar la propiedad de formar velo. En la Tabla 4.4 se muestra la composicion de
los vinos, las especies de levaduras aisladas e identificadas, y los resultados del test
de velo.

En todos los casos se trataron de vinos secos (azucar residual < 2,0 g/l), con
niveles de alcohol entre 9,2% y 11,5% y pH en el rango de 3,1-3,5. Las
concentraciones de SO, activo estuvieron en el rango de 0,4-0,67 mg/l, que son
valores tipicos recomendados en funcion del riesgo de deterioro del vino, aunque este
criterio ha sido cuestionado a partir de la incertidumbre asociada a la determinacion de
SO, en vinos tintos (Howe et al., 2018).

Para identificar las levaduras cultivables del velo de las botellas de la
Cooperativa y agroindustria se realizd un estriado en WL de una muestra tomada de la
botella. En algunas muestras no se observd crecimiento en agar, aunque al
microscopio se visualizaron las levaduras. De aquellas muestras donde hubo
crecimiento se identificaron basicamente dos tipos de colonias, aunque no siempre se
aislaron juntas en todos los velos. La unica levadura que dio positivo el test de velo fue
identificada como P. manshurica (Figura 4.9). La colonia de esta especie en medio WL
se caracteriza por ser rugosa, de borde filamentoso y de color blanco-grisaceo. Al
microscopio se presento en forma de células redondeadas u ovoides semejantes a las
levaduras presentes en la observacion directa del velo y coincidente con lo descripto
para la especie (Kurtzman, 2011). Por otro lado, las colonias crema a verde claro,
lisas, butirosas y convexas se identificaron como Saccharomyces. Es evidente que las
células de Saccharomyces se encuentran atrapadas dentro de la estructura del velo
debido a su presencia natural en las botellas del vino. Ensayos de fermentacién con
mosto Isabella v18 pasteurizado empleando las cepas de Saccharomyces aisladas del
velo (BVS1, S2, S9) dieron niveles de alcohol del 11-11,5 % y 6,5 g/l de glicerol en
promedio.

La levadura aislada de las damajuanas con velo del ensayo v17 de la
agroindustria se identific6 como P. kudriazevii (cepa FBV3). En el test dio un velo

similar al de la misma especie aislada de las microvinificaciones.
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Tabla 4.4. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos con velo y especies de levaduras aisladas de los mismos.

Ano de

Caracteristicas de los vinos con velo

elaboracion Origen Muestra Cepa Identificacién Test velo S0, (mgll)
pH Alcohol (%)
libre total activo*

2015 Vino bodega ? M1 VDLC Pichia manshurica + 3,1 10,5
2016 Vino bodega M2 nc + 3,2 11,5 11,50 76,80 0,67
M1 BVS1 Saccharomyces - 3,5 12 14,70 60,80 0,41
2017 Vino bodega M3 BVS3 Saccharomyces - 3,5 11,5 14,70 74,88 0,41
M4 nc NI + 3,4 11,6 12,80 57,00 0,44
Vino agroindustria® M1 FBV3 Pichia kudriavzevii + 3,1 9,25 11,50 0,36
M1 8B Pichia manshurica + 3,5 10,7 17,00 - 0,48
2018 Vinos bodega M2 ;5 P.S;c:‘charor:hycels . 3,4 11 12,50 69,76 0,46
M3 'chia manshurica 3,5 11 16,60 72,96 0,49

S9 Saccharomyces -

*SO, activo se refiere a la concentracion real de SO, molecular; al pH de los vinos la especie quimica predominante es el iébn SO;H. B SO, activo se calculé mediante un
algoritmo que toma en cuenta el SO, libre, la temperatura, el pHy el nivel de alcohol. Los datos corresponden a una temperatura de 20°C. H rango de proteccion de SO,

molecular es de 0.4-0.6 mg/l (OIV)
#Barrera, 2017

Ensayo de microvinificacién (20 Its) en la sala de agroindustria con mezclas de uvas de los vifiedos de Verén y Galean procesadas en la moledora/despalilladora de la

bodega.
nc: no crecimiento
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Control (-)

Figura 4.9. Pichia manshurica (cepa 3B). A. Colonias enmedio WL. B.
Microfotografia en contraste de fase. C. Formacion de velo en mosto de Isabella
pasteurizado.

4.3.5. Caracterizacion fisiolégica de cepas de levaduras no-Saccharomyces
aisladas de la fermentaciéon espontanea de Isabella.

Las cepas de Ilevaduras no-Saccharomyces aisladas durante las
microvinificaciones fueron evaluadas en relacion a la fermentaciéon del mosto de
Isabella pasteurizado. Un problema que ocurrié al momento de seleccionar las cepas
fue la pérdida de viabilidad de numerosos aislamientos de no-Saccharomyces,
principalmente las identificadas como S. bacillaris. La pérdida de viabilidad durante la
crioconservacion de cepas no-Saccharomyces aisladas de la fermentacién vinica es
poco mencionada en la literatura, pero es conocido que la supervivencia de las
levaduras a diferentes métodos de conservacién varian entre especies y cepas
(Camara & Sant’Ana, 2021). Diferente fue la situacion con las cepas Saccharomyces,
que mantuvieron viabilidad en el mismo periodo de tiempo durante Ia

crioconservacion. En general, esta especie tolera la criopreservacion en glicerol a
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-80°C sin cambios genéticos o fenotipicos (Guijjari, et al., 2010). La poblacion existente
de una determinada especie en cierto momento de la fermentacion no es
genéticamente homogénea, sino que en realidad cada especie es una mezcla de
diferentes clones que pueden expresar diferencias genéticas y fenotipicas (Esteve-
Zarzoso et al., 2000; Clemente-Jimenez et al., 2004; Mercado et al., 2010; Masneuf-
Pomarede et al., 2015). En este trabajo no se realizé una tipificacion molecular para
seleccionar cepas especificas; las cepas de las diferentes especies se seleccionaron
al azar considerando el ano de fermentacion, las diferentes réplicas y su presencia en

las distintas etapas de la fermentacién (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Cepas de levaduras empleadas en los ensayos de fermentacién con mosto pasteurizado.

Especie N v15 v16 v17
R1: VD8.2A R1:160, 166, 269, 270 R1: 2J
H. uvarum 15 R2: 263, 139, 289, 294, 295 R2: 2H

R3: 306, 312, 313

o R1: VD8.358 _ R1: 4dJ
S. bacillaris 6 Ro:VD5.1N, VD5.1D R3:194 R3: 2dF

R1: vD8.28B, V1T.42D

P. kudriavzevii 7 R2: VD8.31B, V1T.44F, VD8.33C Agroindustria: FVB3
R3: VD8.33A
R1: VD5.5A, VD5.5C, VD5.35B R1: 5G, K
P. terricola 9 R2: vD2.32D R3: 5P

R3: VD2.5D, VD2.5C

. . R1:VD8.5A .
P.occidentalis 5 R2: VD2.5C, VD2.5A R1: 197, 200
P. manshurica 2 Bodega: VDLC Bodega: B3
C. albicans 1 R1: VD2.4F

N: nimero de cepas testeadas; R: réplica; VD2: 2 dias dermentacion; VD5: 5 dias de fermentacion; VD8: 8 dias de fermentacion (descube); V1T: trasiego

Para el test de fermentacion todas las cepas fueron previamente cultivadas
aerobicamente en el medio inéculo (erlenmeyer agitado con mosto v18 diluido al 40%)
donde se obtuvieron recuentos superiores a 10° levaduras/ml. El crecimiento aerébico
garantiza la sintesis adecuada de esteroles y acidos grasos insaturados y asegura un
buen inicio de la fermentacién cuando las cepas entran en anaerobiosis (Rosenfeld et
al., 2003; Ishtar Snoek & de Steensma, 2007).
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4.3.6. Reproducibilidad de los ensayos de fermentacién.

Uno de los factores a considerar en los ensayos con diferentes cepas fue la
variabilidad de los tests de fermentacién. Para estimar la varianza de los tests se
llevaron a cabo tres ensayos independientes con la cepa 160 de H. uvarum; esto
implicé que cada ensayo representd un nuevo lote de uvas, procesamiento y
pasteurizacién del mosto, preparacion del inéculo e incubacion. Uno de estos tres
ensayos se realizd con tres réplicas, es decir, tres frascos con el mismo mosto
pasteurizado, el mismo indculo, e incubados en forma simultanea. La fermentacion se
monitored durante 8 dias midiendo los °Bx. En la Figura 4.10 se muestra la cinética de

fermentacion de la cepa 160 en los tres 3 ensayos independientes.
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Figura 4.10. Fermentacion del mosto de Isabella pasteurizado por la cepa de H. uvarum 160.
Los tres simbolos negros representan la fermentaciéon de Isabella por triplicado a partir del
mismo mosto e indculo; los circulos y tridngulos blancos son fermentaciones independientes
con una sola repeticion. Inéculo 10° levaduras/ml. Temperatura 28 + 1 °C.

La variabilidad de los °Bx de todas las fermentaciones fue baja, con un
coeficiente de variacién (CV) maximo de 2,3% en la muestra de 4 dias. Al considerar
solo las réplicas, este valor se incrementé al 3,1%. Una situacién similar se observo
con otras variables de la fermentacion, ya que la variacién total en los °Bx finales, el
consumo de azucar y la concentracion de los productos fueron del mismo orden (CV
3,6%), excepto la concentracion de acético (Tabla 4.6).

A partir de los datos de desviacién estandar de las variables de fermentacion
ontenidos en el ensayo de reproducibilidad anteriormente descripto, se pudo estimar la
cantidad de réplicas de fermentacion necesarias para establecer si existen diferencias

signifcativas o no entre dos cepas. Asi por ejemplo, si la produccion de alcohol de dos

177



cepas H. uvarum fue 5,1% y 5,5%, y teniendo en cuenta que la desviacion estandar de
los datos de alcohol fue 0,17, entonces se necesitarian al menos cuatro réplicas por
cada cepa para establecer si existen diferencias significativas entre los datos de
alcohol de ambas cepas para un p de 0,05. Por lo tanto, aumentar la cantidad de
cepas implicaria realizar una gran cantidad de fermentaciones. Sin embargo, debido a
las limitaciones impuestas por la disponibilidad de mosto v18, se optd6 por llevar a cabo
una unica fermentacién con cada cepa y establecer un rango (minimo-maximo) para
cada variable de la fermentacion como parametro de dispersion entre las cepas de una
misma especie, y el valor de la mediana como el valor central de dichos datos, es
decir, un 50 % de las cepas se encuentran entre el minimo y la mediana y el otro 50 %
entre la mediana y el maximo. De esta manera, los ensayos de fermentacién
permitieron realizar una caracterizacion global del comportamiento de cada especie,
sin tener en cuenta la variabilidad intraespecifica. A continuacién se describen los
resultados obtenidos para las cepas de las diferentes especies no-Saccharomyces (los
resultados de las cepas Saccharomyces se presentan en el capitulo 5). En la Figura
4.11 se presenta las cinéticas de disminucién de los °Bx en mosto pasteurizado de
Isabella de las cepas representativas de las principales especies de levaduras no-
Saccharomyces aisladas de la fermentacion espontanea. La mayor disminucion de los
°Bx se observé en S. bacillaris, lo que indicd que posee una mayor capacidad
fermentativa que H. uvarum. Por su parte, la Unica especie de Pichia que mostrd una
actividad fermentativa manifiesta fue P. kudriavzevii. Tanto P. terricola como

P.occidentalis pueden considerarse especies no fermentativas.
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Figura 4.11. Fermentacion del mosto de Isabella pasteurizado por cepas de
diferentes especies de no-Saccharomyces aisladas de la fermentacion
espontanea. Inéculo 10° levaduras/ml. Temperatura 28 + 1 °C.
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Tabla 4.6. Azucar residual y productos de fermentacion de la cepa H. uvarum 160 en diferentes ensayos de fermentacion.

Ensavo  Repeticién Brix Brix Azucar residual (G+F)  Azucar Alcohol Glicerol Acético Succinico
nsay petict iniciales finales (g/l) consumido (%) (g/l) (g/l) (g/l)
1 15,4 109 94 5,1 3,9 0,58 -
F1 2 (203)* 15,5 117 86 5,3 4 0,71 1,23
3 15,2 111 92 55 4 0,63 0,72
F2 1 21,5 15,5 121 88 5,4 3,8 0,61 0,68
(209)* ' ’ ’ ’ ’
20,5 ok ;
F3 1 (198)" 14,9 104 94 4,0 3,8 0,74
media 15,3 112 91 5,2 3,9 0,63 0,71
DE 0,25 6,7 3,6 0,17 0,1 0,06 0,03
cv 1,70% 6% 4% 3,20% 2,60% 9,50% 4,20%

* AzUcar inicial estimado de los Brix (INV, Res ¢.38/2002); **probable error analtico; G glucosa; F fructosa; CV Coeficiente de variacion (DE/ media) x 100)
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Hanseniaspora uvarum.

El analisis por HPLC del azucar residual y los principales productos de
fermentacion de H.uvarum se detallan en la Tabla 4.7. El azucar total fermentado varié
entre 80 y 106 g/l (46,5% en promedio), siendo la glucosa y fructosa consumidas en
cantidades equivalentes (test t, p <0,05). Los valores de los productos de fermentacion
se encontraron en el siguiente rango: etanol 4,0-5,3%, CO, (estimado indirectamente
por pérdida de peso) ~ 4%, glicerol 3,3-4,2 g/l, succinico 0,19-1,0 g/l y acético 0,19-
0,63 g/l. La relacién etanol/glicerol (p/p) promedio fue de 10,0. La estequiometria de la
fermentacion alcohdlica indica un rendimiento maximo de 0,49 g de CO, y 0,51 g de
etanol por cada g de azucar fermentado; en otras palabras, si no se produce biomasa
u otro producto de fermentacion, la relacion en peso CO./etanol tedrico es 0,96. Sin
embargo, en la practica, esta relacion es mayor, ya que durante la sintesis de biomasa
y ciertos productos metabolicos ocurren reacciones de descarboxilacion (Van Dijken &
Scheffers, 1986). La relacion en peso CO,/etanol obtenida fue 1,05, lo que coincidié
con el valor global reportado por Schulze et al., (1996) para cepas de Saccharomyces.
El recuento total final fue de 5 x 10" levaduras/ml. La estimacion del peso seco de
biomasa en funcién de dicho recuento y en base a datos bibliograficos fue de 1,5 g/l
(Gonzalez-Robles et al., 2015).

Para una mejor visualizacién y analisis de la estequiometria de la fermentacion
alcohdlica resultd conveniente expresar la cantidad de producto formado como
rendimiento, expresando el mismo como una fraccién del C contenido en el azucar
metabolizado. Estos rendimientos se basan en el concepto de C-mol (Roels, 1982).
Para el calculo de rendimiento no se consideré el C que aport6 el YAN, que proviene
principalmente de los aminoacidos. Como era de esperar, cerca del 90% del C
proveniente del azucar quedo retenido en el etanol y el CO,, 4% en el glicerol, 2% en
la biomasa y cerca del 1,5% en la suma de los acidos acético y succinico. El
rendimiento de alcohol fue un 84% del maximo tedrico, que es 66%. El balance de C
deberia ser tedricamente 1,0, aunque en la practica se acepta un error de £ 0,5 %
(Roels, 1982). En este caso fue 0,94, lo que sugiere la presencia de algun producto de
fermentacion que no se determind, o bien una subestimacién en la concentracién de
algun producto o la biomasa. Una caracteristica de H. uvarum fue la presencia en los
mostos fermentados de un aroma semejante al esmalte de ufias, cuya intensidad
dependié de la cepa, variando entre suave a intenso. EI compuesto responsable de
este flavor solventogénico seria el acetato de etilo, que puede tener un impacto

positivo en vinos en concentraciones de hasta 60-80 mg/l, pero que genera el defecto
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(esmalte de ufas) a concentraciones mayores a 150 mg/l (Ribéreau-Gayon et al.,
2006). Diversos trabajos han mostrado que H. uvarum tiende a producir altas
concentraciones de acetato de etilo, en el rango de 130-2000 mg/l (Ciani & Maccarelli,
1998).

Starmerella bacillaris.

En la tabla 4.8 se muestran los datos de consumo de azucar y de los productos
de fermentacion con el correspondiente balance de C para S. bacillaris. Se observaron
diferencias importantes respecto a H. uvarum. En consistencia con su mayor
capacidad fermentiva, la especie S. bacillaris produjo mayor cantidad de alcohol (~7,3-
9,0%), con un rendimiento incluso superior (62% vs 55%). Se caracteriz6 ademas por
ser fructofilica, ya que consumio preferentemente la fructosa, dejando sin fermentar un
70% de la glucosa inicial. Otra caracteristica distintiva fue la alta produccion de
glicerol, del orden de 10 g/l, con un rendimiento que duplicé al de H. uvarum. Por otra
parte, la produccién de acido acético se considerd intermedia.

El crecimiento de S. bacillaris estimado por recuento en camara fue del orden de
1,1x10® levaduras/ml. El peso seco de biomasa en funcién de dicho recuento y en
base a datos bibliograficos se estimo en 1,1 g/l (Englezos et al., 2018), un valor inferior
al estimado para H. uvarum, lo que es consistente con una mayor produccién de
alcohol y glicerol. Cabe mencionar que los recuentos de levaduras totales finales
fueron mayores en S. bacillaris que en H. uvarum, pero las células de S. bacillaris son
de menor tamano, lo que explicaria su menor peso final de biomasa.

En la figura 4.12 se muestran los cromatogramas HPLC del mosto fermentado
por ambas especies de levaduras. Los picos muy pequefos que no se aprecian
claramente y en los cuales estd marcado el tiempo de retencién, se cuantificaron
aumentando la resolucion de la escala cuando se programo la integracion para el
calculo de las areas. Algunos compuestos detectados por HPLC no se identificaron,
pero segun las areas de sus picos, su concentracion fue menor a 0,2 g/l. En el
cromatograma del mosto fermentado por S. bacillaris no se detectd fructosa; ademas,
el pequefio pico con un tiempo de retencion (tr) de 10,2 minutos corresponde al acido
malico, que solo es visible cuando la concentracion de fructosa es menor a 5 g/l. Si
bien la escala del cromatograma se ajusta automaticamente, se aprecia claramente la
diferencia en la produccion de glicerol (tr 13,9 min) entre ambas especies de
levaduras. En el cromatograma de la cepa 166 de H. uvarum no se detect6 succinico
(tr 12,5 min.).
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Tabla 4.7. Caracteristicas fermentativas de cepas H. uvarum en mosto de Isabella.

Azucar residual
Consumo aziicar AS Rto total final Biomasa Etanol Glicerol Ac.succinico Ac. acético

CO, Relacion CO,/alcohol

Es i Brix final* gl + fruct

pecie rna G"(’:/‘I’)sa F";;jl‘;sa glicosawiruciosa (g™ (10 csliml)  (gl)  (%vi)  (gl) ) @) (gn (g/)

Mediana 15,1 57 54 112 89 5,6 1,5%%** 4.8 3,7 0,6 0,58 40 1,05

[min-max]  14,2-16,2 50-63 44-67 94-119 80-106 3,0-7,8 4,0-5,3 3,3-4,2 0,19-1,0 0,07-0,63***
H. uvarum .

n=15 Rendimientos (C-mol/C-mol) Balance de C

AS .

(C-m O|/|) Ybiomasa  Yalcohol YQIi Ysuce Yacet Ycoz z yi

2,95 0,019 0,56 0,041 0,0069 0,0065 0,31 0,94

*Sin correccién por alcohol. **Brix inicial 20,5-21,0 (~ 200 g azucar/l). ***Limite cuantificacion (LC) 0,17 g/l; las cepas 270 y 295 dieron valores inferiores al LC, pero mayores al indice de deteccién (ID) 0,07 g/l. ***Peso seco
de biomasa estimado de Gonzalez Robles et al., 2015. La base para el calculo de rendimientos ( yi ) es el C- mol (Roels, 1983). C-mol azucar: 30 g; C-mol biomasa 25,9; C-mol etanol 23 g; C-mol glicerol 30,66 g; C-mol
succinico 29,5 g, C-mol acético 30 g; C-mol CO, 44 g. yi (rendimientos C-mol/C-mol): fraccion del C contenido en el azdcar contenido en los productos de fermentacion. E balance de C debe ser cercano a 1,0. n: nimero de

cepas evaluadas.
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Tabla 4.8. Caracteristicas fermentativas de cepas Starmerella bacillaris en mosto de Isabella

: . Azucar residual Consumo azucar AS Rto total final Biomasa Etanol Glicerol Ac.succinico Ac. acético CO, Relacién
Especie Brix final* Glucosa Fructosa X glucosa + fructosa o 7 s o CO,/alcohol
(gh) (107 cél./ml) (gh) (% vIv) (g/) (gh) (g/) (g/l)
(gl (C1D) (g/9)
Mediana 12,3 66 <LD 66 131-149 1,15 1,97+ 8,1 10,05 0,485 0,65 64,5 1
[min-méx] 64-70 426,25 4265 73-90  10-11 043-058  054-077 63,3-64,5
S. bacillaris
n=6 Rendimientos (C-mol/C-mol) Balance de C
AS ) i Lyi
(C-moIII) Ybiomasa Yalcohol ygll Ysuce Yacet Ycoz y
4.5 0,0094 0,62 0,076 0,0036 0,0046 0,32 1,03

*Sin correccion por alcohol. **Brix inicial 20,5-21,0 (~ 200 g azucar/l). LD: Limite de deteccion***Peso seco de biomasa estimado de Englezos et al., 2018. La base para el calculo de rendimientos ( yi ) es el C- mol (Roels, 1983). C-mol
azucar: 30 g; C-mol biomasa 25,9; C-mol etanol 23 g; C-mol glicerol 30,66 g; C-mol succinico 29,5 g, C-mol acético 30 g; C-mol CO, 44 g. yi (rendimientos C-mol/C-mol): fraccion del C contenido en el azlcar contenido en los productos de

fermentacion. B balance de C debe ser cercano a 1,0. n: niumero de cepas evaluadas.
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Levaduras que forman velo (especies del género Pichia).

En las Tablas 4.9 y 4.10 se indican los productos de fermentaciéon en mosto de

Isabella pasteurizado de las especies de Pichia. P. kudriavzevii consumié

preferentemente la glucosa, y produjo una cantidad moderada de etanol (3,0-4,8%),

glicerol (2,7-3,6 g/l) y casi 1,0 g/l de la suma &cido succinico + acido acético. La

estimacion del crecimiento mediante recuento presento cierta complicacion debido a la

dificultad para dispersar las células que forman parte del velo. Por este motivo, la

biomasa producida (~ 2,0 g/l) se estimé del trabajo de Wang et al (2014), a partir de un

cultivo de P .kudriavzevii en el cual se consumid la misma cantidad de azucar y se

produjo una cantidad equivalente de etanol.

Por su parte, P. terricola, P. occidentalis y P. manshurica consumieron

Unicamente glucosa y produjeron minimas cantidades de etanol (< 0,6 %). En la

misma tabla se muestran los datos de fermentacion de C. albicans, que no es una

levadura vinica si no mas bien un contaminante. Esta especie fermenté tanto glucosa
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como fructosa, y la cantidad de alcohol producida fue intermedia entre P. kudriavzevii y
el resto de las especies de Pichia.

Realizar un balance de C con las cepas poco fermentativas tiene poco valor
debido al error que introduce el calculo del consumo de azucar y las determinaciones
del HPLC, ya que las concentraciones de etanol, por ejemplo, se encuentran cercanas
al limite de deteccion (0,44%). El comportamiento fermentativo de estas especies se
aprecia mejor en los cromatogramas (Figura 4.13). Sélo P. kudriavzevii y C. albicans
evidenciaron consumo de glucosa y produccion de etanol, mientras que en los
cromatogramas de P. terricola, P. occidentalis y P. manshurica la glucosa y fructosa
presentaron los mismos picos, siendo el pico del glicerol el unico pico de producto de

fermentacion discernible en el cromatograma.
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Tabla 4.9. Caracteristicas fermentativas de cepas P. kudriavzevii en mosto de Isabella.

Az idual ; . Relacié
Especie Brix final* zucar residua % glucosa + fructosa Consumo azlUcar AS Rto total final Biomasa Etanol Glicerol Ac. succinico Ac.acético CO, co I:If:f:ol
P Glucosa Fructosa =9 (g™ (107 céliml)  (gl)  (%viv) (gl (ah) @y (gn 2
(g (g (g/9)
Mediana 15,3 54 92 61 0,8 ~2,0** 34 35 0.3 0.52 30 1,1
[min-méx] 14,2-16,2 50-655  85-97 40,5-65 3048 28537 027037  042-054
P. kudri ii
u n”f;’ze"” Rendimientos (C-mol/C-mol) Balance de C
AS ] , Tyi
(C-mol/l) Ybiomasa Yalcohol YQll Ysuce Yacet Yco2 y
2 0,039 0,58 0,057 0,005 0,009 0,3 1

*Sin correccién por alcohol. **Brix inicial 20,5-21,0 (~ 200 g azUcar/l). **Peso seco de biomasa estimado de estimado de Wang et al., 2014. La base para el calculo de rendimientos ( yi ) es el C- mol (Roels, 1983). C-
mol azucar: 30 g; C-mol biomasa 25,9; C-mol etanol 23 g; C-mol glicerol 30,66 g; C-mol succinico 29,5 g, C-mol acético 30 g; C-mol CO, 44 g. yi (rendimientos C-mol/C-mol): fraccién del C contenido en el azucar

contenido en los productos de fermentacion. H balance de C debe ser cercano a 1,0. n: nimero de cepas evaluadas.

Tabla 4.10. Caracteristicas fermentativas de cepas de especies pertenecientes al género Pichia y de C. albicans en mosto de Isabella.

Azucar residual . < . < o
Etanol Glicerol Ac. succinico Ac. acético

Especie Brix final* Glucosa Fructosa
(% viv) (g/l) (g (g
(gh) (@) °
P.terricola  Mediana 204 87 105 0,62 124 033 0,48
n=9 [min-méx] 82-89  100-111  0,52-0,71 1,11-145  0,29-0,38  0,41-0,52
P '°°°r'1d_e'5’ta"s 19,3 80-85  99-100 0,31-038 2529 1,95
P ""ags_";” fea 19,520  81-84 104  0,16-026 17-27
¢- alblcans 175 63,7 85 217 142

*Sin correccion por alcohol. Brix inicial 20,5-21,0 (~ 200 g azucar/l). n: nimero de cepas evaluadas. Para las cepas
diferentes a P. terricola, cuando se indica un solo valor es porque coinciden en ambas fermentaciones (cuando n=2) o

porque solo se ensay6 una cepa (n=1).
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4.4. Discusion y conclusiones.

Para conocer la microbiologia de la fermentacion espontanea de Isabella en v15,
v16 y v17, se aislaron e identificaron diferentes especies de levaduras en base a
caracteristicas morfologicas y moleculares. La seleccion de morfotipos en el medio WL
implica cierto sesgo, ya que se “seleccionan” las especies mas frecuentes y de
crecimiento mas rapido. Esto se traduce en una dificultad para detectar colonias que
representan menos del 1% de la poblacién, o que crecen lentamente en el medio
(Barata et al., 2012). Por lo tanto, los resultados de la identificacién de las levaduras
solo mostraron una aproximacion a lo que realmente fue la diversidad microbiolégica

durante la fermentacién espontanea del vino.

Los ensayos con mosto pasteurizado de Isabella se realizaron con el fin de conocer
las principales propiedades fermentativas de las diferentes especies de levaduras.
Esta informacion es importante para analizar su posible rol en la fermentacion
espontanea; sin embargo, debe considerarse que los ensayos consistieron en cultivos
puros y que el comportamiento fisioldégico y bioquimico de las cepas puede variar en
las condiciones reales de la fermentacion, ya que las interacciones entre las especies
microbianas juega un rol fundamental en la evolucion de la fermentacion (Comitini et
al., 2021).

Los resultados del andlisis microbiolégico mostraron que la fermentacion
espontanea de lIsabella fue llevada a cabo por levaduras vinicas comunes en la
fermentacion de las uvas viniferas (Bisson & Walker, 2015), y también en variedades
no-viniferas como V. labrusca (Drumonde-Neves et al., 2016), y la propia Isabella
cultivada en Colonia Caroya (Eder et al., 2017). En términos globales, H. uvarum fue la
especie no-Saccharomyces dominante en las fases temprana y media de la
fermentacion espontanea, seguida por S. bacillaris, especie que bajo ciertas
condiciones predominé sobre H.uvarum, como ocurrié en la parada de la fermentacion
v15. En bibliografia se ha reportado con frecuencia que H. uvarum y S. bacillaris
representaron mas del 90% de la poblaciéon de levaduras no-Saccharomyces en la
fermentacion espontanea de diferentes variedades de V. vinifera. Los resultados de la
fermentacion en mosto pasteurizado de Isabella mostraron diferencias metabdlicas
importantes entre S. bacillaris y H.uvarum. La propiedad S. bacillaris de ser una
levadura fructofilica y de producir una alta concentracion de glicerol (Englezos et al.,
2015), fue confirmada con las diferentes cepas ensayadas. En términos de

rendimiento, la produccion de glicerol por S. bacillaris duplicd a H. uvarum (0,076 a
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0,04), y fue incluso mayor que la producida por cepas de Saccharomyces en el mismo
mosto (ver capitulo 5). La capacidad fermentativa de esta especie fue alta (tomando
como referencia Saccharomyces) ya que produjo entre 8-9% de alcohol, mientras que
H. uvarum exhibié una capacidad fermentativa media (4-5% de alcohol). En términos
globales, los niveles de alcohol y acidos organicos producidos por las cepas de ambas
especies se encuentraron dentro de los rangos reportados en bibliografia para mostos
con 20 °Bx; no obstante, hay que tener precaucion al hacer las comparaciones, ya que
puede haber ciertas diferencias segun las condiciones de fermentacion (Ciani &
Macarrelli, 1997; De Benedictis et al., 2011; Englezos et al., 2015). Los resultados de
los ensayos de fermentacién con estas levaduras podrian explicar lo que ocurrié en
v15. H. uvarum fue la levadura predominante al principio y en la fase media de la
fermentacion, compartiendo el mosto/vino con una poblacién significativa de S.
bacillaris (26-30%). Debido al escaso crecimiento de Saccharomyces, la fermentacion
se ralentizd, ya que H. uvarum fue incapaz de seguir fermentando el azucar debido a
la concentracién inhibitoria de alcohol. Esta situacion permitio que S. bacillaris, con
mayor capacidad fermentativa y mayor tolerancia al alcohol, colonizara el mosto; sin
embargo, al final, no logré competir con Saccharomyces y su prevalencia en el vino
fue solo transitoria. Esta sucesién de especies no-Saccharomyces dada por sus
diferentes tolerancias al creciente stress que va imponiendo la fermentacion
alcohdlica, es una caracteristica distintiva de la fermentacién espontanea del vino
(Combina et al., 2005).

En Saccharomyces, y seguramente otras especies, la produccion de glicerol
durante la fermentacion alcohdlica se explica por la imposibilidad de la levadura de
intercambiar equivalentes de reduccion entre NADH y NADP” 0 viceversa, debido a la
ausencia de actividad transhidrogenasa y a la compartimentacion de las reacciones
redox (citosol/mitocondria) (van Dijken & Scheffers,1986 ; Rodriguez et al., 2006). La
levadura emplea intermediarios de C para el anabolismo, en particular para la
biosintesis de aminoacidos (AA) y nucledtidos (Albers et al., 1998), y ademas excreta
acidos organicos (pirtvico) al medio (Schulze et al., 1986); por lo tanto, el NADH
citosdlico generado durante la formacién de estos intermediarios y que no puede ser
reoxidado mediante la formacion de etanol, se deriva a la produccion de glicerol, cuya
ruta consume NADH a partir de la reduccion del intermediario glicolitico
dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-P. La posterior hidrdlisis del glicerol-3-P genera
glicerol, el cual se exporta al medio. En otras palabras, el flujo de C via glicerol es la

principal ruta metabdlica, luego del etanol, para cerrar el balance redox en el
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metabolismo global de la levadura. Es interesante senalar que S. bacillaris presenta
restricciones para consumir aminoacidos (AA) del medio, mas aun, produce y excreta
al medio ciertos aminoacidos, en particular los ramificados (Englezos et al., 2018). Una
posible hipotesis para explicar la alta produccion de glicerol por esta levadura es que
la produccién de AA “extras” a los que requiere para sintetizar biomasa implica una
mayor necesidad de reoxidar NADH, lo que genera un aumento del flujo de C por la
ruta del glicerol. La produccién de glicerol en la fermentacion alcoholica tiene un costo
energético de un mol de ATP por mol de glicerol producido. Las levaduras pueden
emplear otras rutas menores para cerrar el balance redox, como la formacién de
acetoina y 2,3-butanodiol, que consumen NADH y no implican un gasto energético
(ATP), ya que se forman a partir de piruvato (Romano & Suzzi, 1996). La produccion
de acetoina puede ser vista también como un mecanismo de desintoxicacién, ya que
compite con la formacion de etanol (Romano & Suzzi, 1996). La concentraciéon de

estos metabolitos en los mostos fermentados de Isabella no se determino.

Algunos estudios han demostrado que tanto H. uvarum como S. bacillaris pueden
permanecer en bodega y estar presentes en el mosto al momento de la vinificacion
(Grangenteau et al., 2016). Esta observacion debe ser tenida en cuenta en futuros

estudios sobre la fermentacion de Isabella en las instalaciones de la Cooperativa.

Las levaduras del género Pichia han sido habitualmente aisladas de la fermentacion
vinica (Hierro et al, 2006). P. terricola fue la principal especie que estuvo presente en
la fermentacién espontanea de lsabella, aunque su permanencia en el mosto/vino
estuvo limitada a la fase de latencia, seguramente por su minima resistencia al
alcohol. Algo similar ocurrié con P. occidentalis, aunque con un crecimiento menor que
P. terricola. Estas levaduras son mas bien aerdbicas que fermentativas, como se
demostré en los ensayos de fermentacién, y su rol en la fermentacion vinica es
relativo, ya que simplemente estan en la baya y pueden crecer en forma limitada al

principio de la vinificacion.

Existen pocos datos sobre P. kudriavzevii y la fermentacion del vino. Es una
levadura frecuentemente encontrada en diversos alimentos fermentados y frutas,
incluyendo la uva y vinos de naranja (Choi et al., 2017, Chan et al., 2012; Liu et al.,
2015; Nyanga,et al., 2013), y es la principal levadura responsable del deterioro del
kimchi sobrefermentado (Moon et al., 2014). Algunos estudios han mostrado cierta
asociacion de la especie con un territorio viticola especifico, por ejemplo, Patagonia

Norte (del Ménaco et el., 2016). Metaboliza el acido malico, y de ahi su potencial uso
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enolégico para desacidificar vinos (del Moénaco et al.,, 2014). Por otra parte, la
capacidad de formacién de biofilms estaria asociada a su capacidad para inhibir a
diversos patdgenos poscosecha de frutos (Chi et al, 2015). Su presencia en la parada
de fermentacién v15 debe ser considerada en el contexto de una fermentacion
incompleta, con concentracién de alcohol baja, que dio lugar a la proliferacion de
especies de levaduras que no hubiesen estado presentes en una fermentacién normal.
A diferencia de P. terricola 'y P. occidentalis, P. kudriavzevii es una levadura con cierta
capacidad fermentativa, pero su producciéon de alcohol es algo inferior a H. uvarum. P.
kudriavzevii podria considerarse una levadura natural de los vifiedos de Isabella
siendo capaz de formar velo bajo ciertas condiciones, como ocurrié en los vinos
elaborados en la agroindustria. Su ausencia o no deteccion en las fermentaciones v16

y v17 probablemente se deba a la rapida colonizacion del mosto por Saccharomyces.

Las levaduras de la fermentacién espontanea de Isabella han sido estudiadas en
otras regiones viticolas. En Colonia Caroya (vendimia 2015), Raymond Eder et al.,
(2017) aislé6 numerosas especies de levaduras no-Saccharomyces de la fermentacion
de un mosto de Isabella con 16 °Bx. Los recuentos de no-Saccharomyces variaron
poco desde el inicio hasta las 48 hs (10° UFC/ml), periodo durante el cual fueron
aisladas las especies de no-Saccharomyces. La principal levadura de este grupo
encontrada en esta etapa (0-24 hs) fue S. bacillaris, (72%), y en segundo lugar H.
uvarum (~20%). Otras levaduras identificadas fueron especies pertenecientes a los
géneros Candida, Lachancea, Torulospora, Pichia y Hanseniospora (vineae), lo que
indicdé una mayor diversidad de especies que la encontrada en este trabajo. Todas
estas especies fueron sustituidas por S. cerevisiae a partir de las 48 hs de
fermentacion, y el tiempo total de vinificacion fue de 5 dias. Entre las no-
Saccharomyces minoritarias aisladas en Colonia Caroya como Candida azymoides y
Pichia cecembesis tienen como nicho ecolégico las uvas de V. labrusca, ya que no
han sido aisladas de uvas viniferas. En un trabajo posterior con uvas cosechadas en la
vendimia 2017 (Raymond Eder et al., 2018), la situacion fue diferente, ya que la
levadura predominante en las primeras 24 hs de la fermentacion espontanea fue H.
uvarum (90%) la cual se mantuvo viable hasta las 48 hs, cuando fue evidente el
predominio de Saccharomyces. Entre las especies minoritarias que se identificaron en
la misma fermentacion estuvieron P. terricola, P.occidentalis y P. kudriavzevii, pero

fueron detectadas principalmente al momento de preparar el mosto.

Por su parte, Bezerra-Bussoli et al., (2013) analizaron las levaduras presentes en

las bayas de Isabel cultivada en San Pablo, Brasil, en 2009-2010, y encontraron a H.
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uvarum como la principal levadura de la baya (70%), seguida de especies de Pichia
(30%). Sin embargo, debido a que la fermentacion se llevd a cabo con una mezcla de
uvas de lIsabel y la variedad Bordeaux, no fue posible discernir de que uvas
provinieron las levaduras identificadas; no obstante H. uvarum fue la especie
predominante junto a P. kluyveri al inicio de la fermentacion. Drumonde-Neves et al.,
2016 estudiaron en 2009-2010 la biodiversidad de levaduras en uvas de V. labrusca
provenientes de vifiledos abandonados y en actividad regular, ubicados en las islas
Azores. Las especies predominantes fueron H. uvarum, P. terricola, S.bacillaris e
Issatchenkia hanoiensis, observandose la mayor biodiversidad en los vifiedos activos.
Globalmente, estos resultados y los obtenidos en este estudio sugieren que si bien
pueden existir levaduras comunes en los vifiedos de V. labrusca y sus hibridos, la
evolucion de las diferentes especies durante la fermentaciéon espontanea es mas bien
una cuestion local, que varia en diferentes afos, y por lo tanto, dificil de predecir.

Como se menciond previamente, la formacion de velo en botellas del Vino de La
Costa es una situacidn que ocurre con frecuencia. Pichia manshurica fue la Unica
especie de levadura aislada de las botellas con velo de la bodega, pero esta levadura
no se identificd en la fermentacién espontanea llevada a cabo en el laboratorio con
uvas traidas directamente del vifiedo. Por su parte, en un ensayo de vinificacion
realizado en la agroindustria (construccion perteneciente a la Cooperativa pero
separada de la bodega), se observé que los vinos envasados en damajuanas formaron
velo, pero a diferencia de las botellas de la bodega la levadura formadora de velo fue
P. kudriavzevii, tal como ocurrié en el laboratorio. Este resultado es interesante ya que
se podria plantear como hipétesis para futuros estudios que P. manshurica coloniza
algun nicho particular de la bodega, por ejemplo, la superficie de los filtros, tal como
fue observado por Saez et al., (2010).

P. manshurica es una especie hermana de Pichia membranifaciens (Naumov &
Naumova, 2009). Ambas especies pueden producir un deterioro de los vinos debido a
la produccion de fenoles volatiles en concentraciones que superan el umbral olfatorio,
como se ha observado en vinos nordpatagonicos (Saez et al., 2011). P. manshurica
suele estar presente en bodegas de vinos organicos, en los cuales las dosis de SO, a
lo largo del proceso y en los vinos se mantienen en niveles bajos. Se ha reportado
para P. manshurica valores de MIC para metabisulfito de potasio de 150 mg/l (70 mg
SO,/l) en medio sintético con 12% de etanol a pH 3,54, esto implica un SO, activo de
2,5 mg/l (https://www.az3oeno.com/calculo-so2-molecular-activo), valor 5 veces

superior al estimado en los vinos con el defecto velo. Si bien la concentracion
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inhibitoria no fue determinada en una matriz vino, el resultado sugiere que esta
especie de levadura es resistente a la concentracion de SO, empleada.

El origen de P. manshurica en la bodega de Berisso se desconoce, pero las
practicas enoloégicas que actualmente se emplean para vinificar Isabella son
insuficientes para evitar la contaminacion de las botellas con esta levadura; por lo
tanto es necesario planificar una investigacion para determinar la fuente de
contaminacion y caracterizar las cepas aisladas en relacion a su tolerancia al SO, y
otras propiedades bioquimicas.

El grupo Saccharomyces sensu stricto comprende un grupo de levaduras
Saccharomyces que incluye especies de gran importancia en la industria de la
fermentacion (Boynton & Greig, D, 2014). Dos de estas especies, S. cerevisiae y S.
paradoxus, son muy cercanas genéticamente y comparten muchas caracteristicas
fisioldgicas (Martini, 1989). A diferencia de S. cerevisiae, que ha sido intensamente
domesticada y se encuentra intimamente asociada a la fermentacién del vino, la
cerveza y el pan, S. paradoxus fue la primera levadura Saccharomyces en ser
reconocida como especie no domesticada, habiendo sido aislada por primera vez en
1914 del exudado de ciertos arboles en Rusia (Boynton & Greig, 2014). El habitat
natural donde se ha encontrado esta especie con mayor frecuencia es el exudado y la
corteza del roble, y el suelo circundante a estos arboles (Naumov et al., 1998;
Sniegowski et al, 2002; Borneman & Pretorius, 2015). Debido a esta situaciéon, S.
paradoxus es considerada una especie mas apropiada que S. cerevisiae para estudios
ecoldgicos y evolutivos (Boynton & Greig, D, 2014). Si bien los vifiedos no son el nicho
natural de S .paradoxus, ha habido algunos reportes de su presencia en las uvas y la
fermentacion del vino (Redzepovi¢ et al., 2002; Vaudano et al., 2019). De hecho, en
los ultimos afios ha aumentado el interés por emplear inéculos de cepas de S.
paradoxus en la produccion de vinos, debido a ciertas propiedades enoldgicas
especificas que tendrian un impacto positivo en los desafios a los que se enfrenta la
industria vitivinicola actual: el cambio climatico y la creciente demanda de productos
con perfiles sensoriales novedosos (Alvarez et al., 2023). S. paradoxus se caracteriza
por su capacidad de secretar endo poligalacturonasas activas (Borovkova et al., 2022)
y degradar acido malico, y en general las cepas tienden a producir mayor cantidad de
glicerol y menos alcohol y acidez volatil que S.cerevisiae (Costantini et al., 2021).
Ademas, la evaluacion sensorial de vinos inoculados con S. paradoxus comprobd la
influencia positiva de la misma sobre la calidad final del vino (Orli¢ et al., 2007),

resultando en vinos que pueden diferenciarse sensorialmente de los producidos por S.
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cerevisiae (Majdak et al., 2002). Por otra parte, S. paradoxus es capaz de completar la
fermentacion en condiciones de bajo contenido de nitrégeno y alta concentracion de
fructosa, lo que es de especial interés en la actualidad debido al aumento de la
fructosa de la uva respecto a la glucosa como consecuencia del cambio climatico
(Orli¢ et al., 2009). Teniendo en cuenta estas consideraciones, el aislamiento de S.
paradoxus de los mostos fermentados de Isabella es un hallazgo que merece
resaltarse,y su portencial uso como cultivo iniciador del Vino de la Costa debe
estudiarse con mas detalle. Por otra parte, un resultado inesperado fue que la
morfologia de las colonias en WL de las cepas purificadas de S. paradoxus mostraron
diferencias discernibles a simple vista con respecto a S. cerevisiae, 1o que no ha sido
reportado en bibliografia e incluso en algunos trabajos no se menciona que haya
diferencias morfolégicas en las colonias de ambas especies cuando crecen en medio
WL (Manzano et al., 2006). Cabe mencionar finalmente que algunos trabajos han
considerado otras aplicaciones biotecnolégicas de S. paradoxus distintas a la
producioén de vino tinto, como en la fermentacion del vino blanco (Orlic et al., 2007), y
mas recientemente en la fermentacion de la cerveza (Nikulin et al., 2020). Estas
aplicaciones pueden ser de interés para explorar la fermentacién de la cerveza con
cepas locales, ya que la produccién de cerveza artesanal en la Plata y alrededores es
una actividad en continua expansién. Sin embargo, se han reportado una serie de
inconvenientes a considerar en el empleo de cepas salvajes de S. paradoxus, como la
baja viabilidad y capacidad de floculacion respecto a cepas comerciales (Nikulin et al.,
2020), y la imposibilidad de dominar la fermentacion cuando se inocula junto a S.
cerevisiae (Costantini et al., 2021). Por estos motivos, es necesario realizar mas
estudios dirigidos a aumentar el conocimiento acerca del comportamiento de S.
paradoxus en la fermentacion, en particular cuando se emplea en cultivos mixtos con
S. cerevisiae u otra especie de levadura, o cuando se realiza una inoculacion

secuencial (Costantini et al., 2021).

Barata et al., (2012) clasificé a las especies del consorcio microbiano del vino
(levaduras y bacterias lacticas y acéticas) en 3 grupos de acuerdo a su rol en la
fermentacion, incluyendo a ciertas levaduras fermentativas no-Saccharomyces, como
H. uvarum, Candida sp. y las Pichia que forman films (film-forming yeasts), como
contaminantes o como potencial agentes de deterioro debido a la formacién de
sabores desagradables o defectos visuales. Sin embargo, las especies de levaduras
aisladas de Isabella han sido consideradas en diversas aplicaciones enolégicas, como

la utilizacién de inéculos mixtos de S. cerevisiae con S. bacillaris (Nisiotou et al., 2018;
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Englezos et al., 2017; Raymond Eder & Rosa, 2021), H. uvarum (Tristezza et al., 2016)
o P.kudriavzevii/Pichia terricola (Shi el al., 2019) para aumentar la complejidad
sensorial del vino. Adicionalmente, P. terricola podria ser una fuente de B-glucosidasa
activa a pH acido y resistente a etanol y SO, con potencial aplicacion para liberar
aromas (Gonzalez-Pombo et al.,, 2011). Dado que las propiedades enoldgicas son
cepa dependiente, el cepario disponible con las distintas especies de levaduras
nativas aisladas de los vifiedos de Isabella en Berisso constituye un reservorio de
diversidad genética y fenotipica que debe ser tenido en cuenta para futuras

aplicaciones en la biotecnologia de alimentos.

Se menciond en el capitulo 3 que los vinos de Isabella obtenidos en la fermentacién
espontanea v16 fueron de mejor calidad que los obtenidos en v15 y v17, y que esta
diferencia se correspondia con diferencias significativas en ciertos parametros
fisicoquimicos de las bayas que son relevantes desde el punto de vista enolégico. Por
otro lado, determinar cuan importante fue el aporte de las levaduras involucradas en la
fermentacion en la calidad del vino con la informacion disponible es arriesgado. No
obstante, si se considera que la evolucion de las diferentes especies microbianas
fueron comparables en v16 y v17, entonces la composicion (calidad enolégica) de la
uva fue probablemente el factor mas importante que incidié en las cualidades del vino
obtenido en estas dos campanas. El caso de v15 es aun mas complejo, ya que la
fermentacion mostré un desarrollo muy diferente a v16 y v17 debido a una lenta
colonizacién del mosto por Saccharomyces. La causa de este comportamiento no se
investigd, pero justificd en parte la importancia de estudiar la practica de inoculacion
para asegurar una fermentacién reproducible. Dicho estudio se describe en al capitulo
5.
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Capitulo 5.
Caracterizacién de cepas

Saccharomyces. Ensayo de inoculacion.



5.1. Introduccién.

La conversion natural de la uva en vino se denomina fermentacion espontanea.
Este ultimo término indica que el proceso bioldgico de transformacion del azucar en
alcohol puede evolucionar por si mismo sin ninguna influencia externa. Al momento de
la maduracion, la baya contiene una comunidad de levaduras, bacterias y hongos cuya
diversidad es el resultado de multiples interacciones entre factores regionales,
climaticos, variedad de vid y practicas culturales (Barata et al., 2012; Bokulich et al.,
2014). Una parte de dicha comunidad sera la responsable de la fermentacion
espontanea que ocurre al encubar el mosto y puede variar afo a afo (Bisson &
Walker., 2015; Ciani & Comitini, 2019). El proceso industrial es incluso mas complejo
desde el punto de vista microbioldgico, ya que las levaduras instaladas en la bodega,
principalmente Saccharomyces y algunas especies de no-Saccharomyces, suelen
colonizar el mosto compitiendo con las levaduras naturales de la baya (Martini et al.,
1996; Martini, 2003; Ciani et al., 2004; Mercado et al., 2007; Ocon et al., 2010). Esta
situacion hace que la fermentacion espontanea sea en parte impredecible y al igual
que los cambios de composicidon de la uva, puede contribuir a la variabilidad de los
vinos en cada vendimia (Pretorius, 2000). Por tal motivo muchas bodegas recurren al
uso de in6culos comerciales de levaduras seleccionadas para un mejor control de la
fermentacion.

La practica de la inoculacién tuvo sus comienzos a principios de la década del 60
(Pretorius, 2000; Gonzalez et al., 2011) y representd un avance importante en la
biotecnologia del vino, ya que era sindnimo de una cierta garantia para obtener
resultados mas reproducibles en las sucesivas vendimias y un menor riesgo de
contaminacion (Navarrete-Bolanos, 2012; Capozzi et al., 2017). Los principales
starters utilizados en vinificacion son cepas seleccionadas de S. cerevisiae o S.
bayanus aisladas de diferentes regiones vitivinicolas (Gonzalez et al., 2011). La
revalorizacion del rol de las levaduras no-Saccharomyces en la fermentacion del vino
ha generado nuevas alternativas a la inoculacion monocepa. Diversas investigaciones
han demostrado que el uso de cultivos mixtos de especies no-Saccharomyces con
cepas de Saccharomyces puede aumentar la complejidad sensorial del vino
generando de esta manera productos alternativos a los obtenidos con la inoculacion
monocepa (Jolly et al., 2003, Ciani et al., 2010, Mateo & Maicas, 2016; Padilla et al.
2016; Padilla et al., 2017; Roudil et al., 2020)

Dentro de la estrategia de inoculacién, una tendencia que avanza desde hace

mas de una década es el empleo de starters de cepas nativas o autdctonas, es decir,
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cepas que han sido aisladas de la propia fermentacion espontanea (Belda et al.,
2014). Estas levaduras provienen del entorno del vifiedo y son parte del “terroir’ que
caracteriza una determinada region vitivinicola (Knigth et al., 2015; Bozoudi & Tsaltas,
2016; Francesa et al., 2016). La justificacion del empleo de levaduras autoctonas
reside en que serian mas competitivas que las cepas comerciales no nativas, y
podrian incluso reforzar la tipicidad del vino regional o al menos no alterarlo (Lopes et
al., 2007; Mendoza et al., 2011; Tristezza et al., 2012; Capece et al., 2014; Comitini et
al., 2017, Tufariello et al., 2019). En el uso de cepas nativas se deben considerar
ademas las cuestiones comerciales, ya que se podria hablar de vinos con sello
autéctono y diferenciarlos del vino elaborado con levaduras no autéctonas (del
Moénaco et al., 2016). La selecciéon de una cepa para inocular requiere conocer sus
propiedades enoldgicas. En el screening de las propiedades de las cepas se considera
fundamentalmente el perfil de los productos de fermentacion (incluyendo aquellos que
podrian causar defectos), vigor fermentativo, tolerancia al alcohol, resistencia al SO,,
factor killer, actividades enzimaticas y compuestos volatiles (Ciani et al., 2010; Rainieri
& Pretorius, 2000; Suarez Lepe & Morata, 2012). Recientemente se han considerado
propiedades mas especificas, como son la capacidad de realzar el color del vino a
través de la formacion metabdlica de pigmentos estables (e.., vitisinas y
piranoantocianinas vinilfendlicas), y la adsorcion de antocianinas a la pared celular de
la levadura (Suarez-Lepe & Morata, 2012; Comitini et al., 2017).

En los capitulos anteriores se demostré que tanto la composicion de la uva
Isabella como la fermentacion espontanea variaban de una temporada a otra. Estos
factores se combinaron para dar lugar a vinos con diferencias en su calidad y
aceptabilidad. Para lograr un mayor control de al menos una variable, como es la
microbiologia de la fermentacion, resultd interesante evaluar el efecto que podria tener
la inoculacion con una cepa autéctona de Saccharomyces en la fermentacion de
Isabella. Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue comparar una fermentacién
espontanea con una inoculada, para lo cual se realiz6 previamente un primer
screening de las cepas Saccharomyces aisladas de la fermentacion espontanea. La
principal propiedad estudiada fue la capacidad fermentativa y la distribucién de los
principales productos de fermentacion, incluyendo los compuestos volatiles por su
potencial impacto en el ajuste fino del flavor de los vinos (Ugliano & Henschke, 2009).
Complementariamente, se realizaron tests de fermentacién de azucares, produccion

de enzimas, fermentacion de mostos concentrados en azucar y la tolerancia al SO,.
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5.2. Materiales y métodos.
5.2.1. Vendimias y analisis fisicoquimico de las uvas.

El ensayo comparativo entre la fermentacion espontanea y la inoculada se llevo
a cabo con uvas de la vendimia 2019 (v19) cosechadas en la segunda semana de
marzo. A diferencia de v18, las uvas v19 no maduraron correctamente debido a
factores climaticos, y por lo tanto, el estudio conté con esa limitacién; no obstante,
resulté valido para evaluar una fermentacion inoculada. Las practicas culturales del
vifiedo durante la campana v19 fueron similares a las realizadas en v17 y v18. Para el
muestreo no se discrimind por bloques (réplicas), ya que el productor habia
recolectado las uvas al momento del ensayo; no obstante, se tomaron racimos al azar
de los cajones que aun estaban en el viiedo para ser llevados al laboratorio y ser
procesados el mismo dia. Para el analisis fisicoquimico de las bayas se tomaron 3
muestras independientes de 100 bayas cada una y se procesaron de acuerdo a lo
descripto en el capitulo 3. Los datos de composicion de la uva Isabella v19 se
muestran en la tabla 5.1; con fines comparativos se incluye los datos de las bayas v17

y v18.

Tabla 5.1. Caracteristicas de Isabella (temporadas v17 a v19).

Parametros v19 v18 v17
Peso baya [g] 3,75+0,33 3,75 3,50
% hollejo fresco [g/100 g bayas] 11,7 10,0 6,9
% hollejo seco [g/100 g bayas] 3,70 2,77 2,35
% semillas [g/100 g bayas] 2,7 2,4 2,5
% pulpa [g/100 g bayas] 85,6 87,5 90,6
°Brix 17,1 20,7 17,4
Azucares reductores en mosto [g/]] 161,5 203,0 162,6
Alcohol probable [% V/V] 9,6 11,7 9,6
pH 3,38 + 0,03 3,46 3,32
AT [acido tartarico %] 0,63 £ 0,03 0,62 0,74
N-asimilable (YAN) [mg/l] 214 + 221 207 228
Antocianos en hollejo seco [mg/d] 12,2 + 0,71 21,9 16,1
Antocianos cada 100 g baya [mg %] 48,5+ 2,94 60,6 37,9
indice de madurez Cillis-Odifredi (Brix/AT) 27,0 33,3 23,3

Valores promedio de 3 réplicas con 3 repeticiones cada una. Analisis realizados con uvas
congeladas.
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Los parametros de composicién de las bayas v19 se encuentran dentro de los
rangos observados en las campanas anteriores. El indice de madurez en v19 fue de
27, inferior al potencial de la variedad, debido principalmente al bajo valor de °Bx. Una
caracteristica de las uvas v19 fue el mayor % de hollejo, tanto humedo como seco. El
mayor contenido de hollejo no se tradujo en un mayor % de antocianos, ya que el
contenido de pigmentos de la baya (en base seca) fue significativamente menor,
incluso que v17. Por su parte, el nivel de YAN (~ 200 mg/l) indica un contenido de
nitrdgeno adecuado para el crecimiento de las levaduras. En la Tabla 5.2 se presentan
los datos climaticos para v19, y a fines comparativos, los datos de las temporadas v15
a v18. Los datos de temperatura mostraron que la cantidad de calor recibido por el
vinedo fue similar a la de los otros anos, con valores de IW e IH del orden de 2000,
pero al igual que v17 la pluviosidad fue considerablemente alta durante la etapa de
maduracion de la baya. Los bajos valores de °Bx en v19 también se observaron en el
resto de los vifiedos de la regién. El factor climatico lluvia aparece nuevamente como

critico en la maduracion de la Isabella.

Tabla 5.2. Parametros bioclimaticos del cultivo de Isabella (v15 a v19).

Parametro Periodo vi5 v16 v17 v18 v19
Indice de Winkler  Septiembre a cosecha 1757 1857 1945 1954 1917
Indice de Hughlin Octubre a cosecha 1984 2103 2306 2259 2131

Desarrollo vegetativo

(Septiembre a Diciembre) 577 283 364 348 437

Lluvi
uvia (mm) Envero a cosecha 193 190 300 148 237

Total 770 473 664 496 674

5.2.2. Cepas

Para la seleccidon de cepas se empleé como criterio simple seleccionar colonias
de levaduras Saccharomyces aisladas de la etapa final de la fermentacién
espontanea. Puede considerarse que estas cepas han superado las condiciones de
estrés que le impuso el proceso y por lo tanto, son las que mejor se adaptaron al

medio especifico donde se desarrollé la fermentacion (Pulvirenti et al., 2009); en otras

212



palabras, estas cepas fueron previamente “seleccionadas” por el proceso natural de
vinificacion. De este modo, los aislamientos de Saccharomyces que se emplearon en
este estudio se seleccionaron al azar de la poblacién final dominante del vino de
Isabella en las fermentaciones v15, v16 (considerada la fuente mas adecuada por ser
una fermentaciéon en la cual se obtuvo un vino de calidad) y v17. Ademas, se
incluyeron cuatro cepas S. paradoxus aisladas de v15 (tres del momento de la parada
de fermentacion, es decir del descube, y una del trasiego donde ya habia finalizado la
fermentacion), y tres cepas S. cerevisiae aisladas de la fermentacion espontanea de
ciruelas. El “vino” de ciruela es una bebida alcohdlica similar al vino de la Costa de
Berisso, que se elabora en la bodega de la Cooperativa de la Costa con ciruelas
cosechadas entre fines de diciembre (variedades Genovesa y Cristal) y mediados a
fines de enero (variedad Remolacha), en las quintas donde se cultiva la vid. El objetivo
de incorporar las cepas de ciruela al estudio fue considerar como hipoétesis que
levaduras Saccharomyces cerevisiae provenientes de diferentes nichos ecolégicos
dentro de la quinta donde estan los vifiedos podrian tener propiedades bioquimicas o
fermentativas especificas en funcion de su origen; asi, por ejemplo, a diferencia de la
uva, las ciruelas contienen una alto contenido de pectina, lo que podria genera un
nicho favorable para albergar cepas con capacidad para producir enzimas pectoliticas.
Estas enzimas pueden contribuir a una mejor maceracion y clarificacién del mosto y
mejorar sensorialmente al vino (Espejo, 2021)

Al igual que lo mencionado con las cepas no-Saccharomyces, no se realizé una
tipificacion con marcadores moleculares para seleccionar clones que expresaran
diferencias genéticas. Las cepas estudiadas se detallan en el cuadro 5.3. Los ensayos
incluyeron siete cepas de v15, nueve de v16 y dos de v17. Con respecto a las tres
cepas de ciruela, dos de ellas (RPVC2 y GT2B) se aislaron de la etapa de descube (~
5-6% de alcohol) de microvinificaciones de laboratorio donde se siguié un proceso
equivalente a la fermentacion de la Isabella (Brea, 2015), y por lo tanto, provinieron de
la propia fruta. La cepa RPVC2 fue aislada de la fermentaciéon de la variedad
Remolacha (Re) y GT2B de la variedad Genovesa (Ge). Por otro lado, la tercer cepa
de ciruela (GL15) se aisl6 de una fermentacion en bodega, luego del descube, bajo
condiciones de alta acidez, temperatura (> 30°C) y un nivel de alcohol del 11,7 %
(Gonzalez, 2014; Villa Monte, 2015). Dado que la uva Isabella y las ciruelas se
fermentan en los mismos tanques de fibrocemento, la GL15 podria tener su origen en

la uva y ser parte de la flora microbiana residente en la bodega.
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Tabla 5.3. Cepas de Saccharomyces empleadas en los ensayos de fermentacion con mosto
de Isabella pasteurizado.

. _ Etapa de o . Ensayo
Origen Cepas Ano fermentacion Réplica Especie 1 9
29Cp 1 X X
29Dp Descube 2 S. paradoxus x X
29Ep 2 X
40FTp 2015 2 S. paradoxus  x X
44BT Trasiego 1 X
45AT 2 S.cerevisiae X
40DT 3 X X
Isabella 205 1 X X
206 1 X X
207 1 X X
225 2 X X
236 2016  Descube 2 S.cerevisiae X X
226 2 X X
252 3 X X
260 3 X X
249 3 X X
S20 2 . . X
s21 2017  Descube 3 S. cerevisiae « «
GL15c (Ge) 2011 Trasiego X
Ciruela GT2Bc (Ge) 2014 Descube S.cerevisiae X
RPVC2c (Re) Descube X

Ge:variedad Genovesa; Re: variedad Remolacha.

Las cepas del fermentado de ciruela del afio 2014 provienen de frutos recolectados de una quinta
diferente a la de los vifiedos de Isabella. La cepa GL15 se aislé de una fermentacion en bodega.

Las cruces indican si se realizd un duplicado o una unica fermentacidn. En total se ensayaron cuatro
cepas deS. paradoxus y 17 cepas de S. cerevisiae

5.2.3. Caracterizacion bioquimica de las cepas.
Se llevaron a cabo distintos tests para evaluar la produccion de enzimas y

capacidad fermentativa de las cepas Saccharomyces.
Fermentacion de azucares.

El test de fermentacion de azucar (glucosa y maltosa) se efectu6 en tubos de

ensayo de acuerdo a Van der Walt & Farrow (1984). Como control positivo de
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fermentacion de maltosa se empleé una cepa de Saccharomyces cerevisiae var.
diastaticus (Lallemand), y como control negativo una cepa de H.uvarum. La

fermentacion se evalu6 durante 7-10 dias.

Test de enzimas.

Diversas enzimas son utilizadas en la elaboracién de vino y otras bebidas
fermentadas con diversos fines (Espejo, 2021). Se tested la capacidad de las cepas
seleccionadas para producir enzimas extracelulares: poligalacturonasa, amilasa vy
proteasa. Las poligalacturonasas (pectinasas) favorecen la degradacién de las
pectinas, y por lo tanto, la disgregacion del tejido vegetal, por lo que favorecen el
proceso de extraccion de azucares y compuestos fendlicos durante la
fermentacion/maceracion y facilitan la clarificacion y filtrabilidad del mosto. Las
proteasas hidrolizan las proteinas de la uva y por ende se reduce su capacidad para
precipitar los taninos, los cuales aseguran una mejor estabilidad del color en las
primeras etapas de la vinificacién. Ademas, al reducir la fraccion proteica del vino
ayuda a reducir la dosis de bentonita durante la clarificacion. Las amilasas, por otra
parte, son de interés en la elaboracion de cerveza, pero se evaluaron con el fin de
detectar cepas que puedan aplicarse en la elaboracion de dicha bebida en la region de
Berisso. Estas enzimas hidrolizan el almidon durante la etapa de maceracién en
maltosa, dextrinas solubles y glucosa, por lo que suministran azucares simples para la
fermentacion y reducen de la viscosidad del mosto.

Para amilasa se empledé el medio para PGAsa reemplazando el acido
poligalacturénico por almidén soluble (Anedra). Para revelar la presencia de halos de
hidrélisis de almidén se utilizé la solucién de Lugol del reactivo de Gram (Britania)
diluida 1:20. Como control positivo del test (visualizacion de halos) de actividad
amilasa se empled la cepa de Saccharomyces cerevisiae var diastaticus (Lallemand).
La actividad proteasa se evalué empleando leche descremada al 1% suplementada
con 0,2% de extracto de levadura y 0,5% de glucosa. Los halos de hidrdlisis son
visibles sin necesidad de emplear revelador. Todos los medios se esterilizaron 15
minutos a 121 °C, excepto la leche que se pasteurizé 15 minutos a 118 °C. Como
control positivo del test para proteasa se utilizd una proteasa alcalina provista por
Nutring S.A. En este ultimo caso, se colocaron 10 yl de solucién diluida de enzima
esterilizada por filtracion en el centro de la placa de petri. Los halos de hidrdlisis se

visualizaron luego de incubar 24 hs a 30 °C (Figura 5.1).
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Halos hidrolisis de leche. Halos hidrolisis de almidon.

Figura 5.1 Tests de proteasa y amilasa

5.2.4. Ensayos en mosto de Isabella pasteurizado.

Las microvinificaciones en frascos con 100 ml de mosto pasteurizado para
determinar la cinética de fermentacion y la produccién de diferentes productos
metabdlicos se describieron en el capitulo 4. Para los ensayos de inhibicién con SO, y
fermentacion con mosto de 25° Bx se emplearon tubos de 5 ml con tapdn plastico
conteniendo 3 ml de mosto pasteurizado. Para observar la tolerancia al SO, se inoculé
cada tubo con 20 pl de una solucion al 5% de metabisulfito de potasio, que equivale a
una concentracion en mosto de ~ 165 mg SO./l, que es el limite maximo permitido
para vinos tintos dulces o abocados (INV). Para obtener un mosto de 25 °Bx, al mosto
normal de 21 °Bx se adicionaron cantidades equivalentes de glucosa y fructosa previo

a la pasteurizacion.

5.2.5. Ensayos de fermentacion espontanea vs fermentacién inoculada.

Los ensayos de fermentacion se llevaron a cabo en recipientes de 10 litros con
7,3 kg de uva v19 y 100 mg de MBK/kg, tal como se describi6 en el capitulo 3. La cepa
inoculada fue S. cerevisiae 260. A partir del stock conservado en la heladera se
repicaron 3 placas de GPY que se denominaron A, B y C. Se incubaron 24 hs a 30°C.
De cada placa se tomaron 4 ansadas para inocular 3 erlenmeyers de 1L conteniendo
100 ml de mosto estéril v19 diluido al 40%. Los cultivos se agitaron durante 24 hs a
30°C y 180 rpm. El recuento total promedio en los erlenmeyers fue de 1,38 x 10°
levaduras/ml. Se tomaron 50 ml de cada cultivo y se centrifugaron a 5000 rpm durante

15 minutos. Los pellets obtenidos se lavaron una vez con agua estéril, se
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resuspendieron en 30 ml de agua estéril y se tomaron 3 ml de cada suspension para
inocular los mostos de 7,3 kg para obtener un inéculo de 10° levaduras/ml. Los
bazuqueos se realizaron a partir del segundo dia de fermentacion hasta finalizar la
fermentacion (uno por dia). A cada muestra se le midid pH, °Bx y temperatura.
Ademas, se realizaron plagueos en medio WL; para ello se tomé una muestra inicial
de 10 ml y se diluy6é en 90 ml de triptona 0,1%, para luego hacer diluciones seriadas.
Los vinos inoculados se descubaron a los 4 dias de fermentacién, mientras que los
espontaneos se descubaron a los 7 dias. El procedimiento fue el mismo que en los
ensayos descriptos anteriormente (capitulo 4). La presiéon aplicada durante el
prensado del orujo fue de 10 kg/cm? durante 2 minutos. Se determinaron los
volumenes de vino y el peso humedo y seco del orujo para efectuar el balance de
materia. Luego del descube, el vino se estacioné a temperatura ambiente y se
realizaron tres trasiegos: a los 15 dias, 45 dias y el ultimo a los 3 meses posteriores al
descube (previo al embotellado). Al embotellar se incorporé MBK (60 mg/l). Los vinos
se analizaron por HPLC y en el INV. Las fermentaciones se realizaron por triplicado.
Un esquema del protocolo empleado en los ensayos en frascos y en la comparacion

de la fermentacién espontanea vs inoculada se muestra en la Figura. 5.2.

Stock . s .
Ensayo microvinificaciones Ensayo fermentacion espontdnea vs
cepas fermentacién inoculada (cepa Sc 260)

Isabella congelada v18 Agar‘ GPY IS&*:;E; ;) 19
(21 °Bx)

[ 24-48 hs, 30°C
Mosto al 40% estéril, ] Mosto al 407% estéril

¥

10 ml en frasco de 50 m. 100 ml en erlenmeyer de 1000 ml

Siembra 1 ansada Siembra Sc 260
24 hs, 30°C, 150
Cultivo 24 hs, 30°C, 150 rpm. Rfr; 137 x 10: P

. ,

. e (
Centrifugacién, un lavade con Centrifugacidn 5000g x 15 min., Tanque 10 | con 7,3 kg uva
agua, distribucién en
eppendorf, centrifugacion,

un lavado con agua. | con 100 mg MBK/kg de uva.
conservacidn pellets a 5 °C.

pellet resuspensidn en agua . -
[ Tanque 10 | con 7 3 kg uva con Fermentacién espontdnea

100 mg MBK/kg de uva bazuqueos, recuentos en WL,
Siembra ~ 105 lev/ml . \_ descube, trasiegos 4 meses .

A 4

Mosto Isabella pasteurizado
(63 °C x 30 min),

100 ml en frasco de 125 ml
Siembra 105 lev/ml incubacién
28-30°C, estdtico, un min
agitacién cada 24 hs (buzo
magnético) antes de
muestrear. 7 dias.

Fermentacién inoculada VINO
bazuqueos, recuentos en WL,

descube, 'rr-asnegos 4 meses.
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5.2.6. Analisis sensorial de los vinos.

El andlisis sensorial de los vinos se realizé en la XVI Fiesta del Vino de la Costa
de Berisso, en 2019. En total fueron cuatro jueces conocedores del vino de la Costa,
que calificaron todas las muestras de vino que se presentaron al concurso de vinos
caseros en la categoria vino tinto seco. Por primera vez se cuantificaron los atributos
con los puntajes asignados en la ficha de degustacién (Figura 5.3) propuesta por la
OIV para vinos llI-A-21 (categoria Ill de vinos tintos, Grupo A de vinos tranquilos y
subgrupo 21, que corresponde a vinos tintos que contienen menos de 4 g/l de azucar)
(OlV, 2009).

Anexo 3.1
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Figura 5.3. Ficha de degustacion para el analisis sensorial del vino de la Costa (OIV, 2009) con los
puntajes otorgados a los diferentes atributos.

La ficha se divide en 4 grupos ordenados segun las fases de degustacion del
vino: visual, olfativa, gustativa y armonia-juicio final. Dentro de las 3 primeras, los

atributos especificos se califican en una escala heddénica que podria considerarse
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como no estructurada (Catania & Avagnina, 2007). En la resolucion de la OIV (2009)
se encuentran las definiciones de cada atributo y el criterio para colocar el puntaje.

Tal como se describié en el capitulo 3, el jurado realizé una cata a ciegas,
dandole un puntaje a cada atributo para obtener un valor medio. La suma total de los
valores medios fue empleada para establecer un ranking final de “calidad” de los vinos,

a partir del cual se definié la premiacion.

5.2.7. Andlisis de compuestos volatiles de mostos pasteurizados.

Para el analisis de compuestos volatiles en uvas y vinos es ampliamente
utilizada la técnica SPME en combinacion con GC/MSD (Panighel & Flamini, 2014).
Los analisis de compuestos volatiles se realizaron en el Laboratorio de Bioquimica
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNCuyo-IBAM-CONICET). Se utilizé el
método de microextraccion en fase solida (SPME) empleando una fibra de extraccion
de 65 um con recubrimiento de Divinilbenceno-Carboxen-Polidimetilsiloxano (DVB-
CAR-PDMS) marca Supelco (Sigma-Aldrich). De cada muestra se tomé un volumen de
5 ml, se colocé en un vial de 20 ml y se agregaron el patréninterno (2-octanol, Sigma-
Aldrich) y cloruro de sodio. Luego de cerrar el vial, el mismo se colocé en un agitador
magnético a 40 °C durante 10 minutos. Posteriormente, se ubico la fibra de extraccion
en el espacio de cabeza del vial durante 30 minutos a la misma temperatura
obteniéndose la muestra para el analisis. La muestra se inyectd en un cromatégrafo en
fase gaseosa acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS) marca Perkin Elmer
modelo Clarus 500. En cada cromatograma se realizé la identificacion de cada pico
(determinacién cualitativa en referencia a la biblioteca interna NIST del equipo) y luego
la determinacion cuantitativa del compuesto expresada en ppb. Las determinaciones
se hicieron por ftriplicado. La fibra DVDB-CAR-PDMS es muy eficiente para la
adsorcion de compuestos de polaridad intermedia, y es la que mejor resultado dio en
relaciéon al perfil de volatiles en vinos (Torrens et al., 2004). El proceso de extraccion
de volatiles con esta fibra ha sido optimizado para el analisis de los vinos de Isabella
(Arcanjo et al., 2015), aunque las condiciones empleadas en el laboratorio analitico

fueron algo diferentes a las descriptas en la publicacion.

5.2.8. Andlisis estadistico de los resultados.
Los analisis estadisticos se realizaron con el software MINITAB® (Minitab, LCC,
State College, Pennsylvania) y la estimacion de parametros del modelo de regresion

con Sigma Plot (Systat Software Inc. San Jose, California).
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5.3. Resultados.
5.3.1. Fermentacion de mosto de Isabella pasteurizado con Saccharomyces.

Las cepas Saccharomyces mostraron la misma capacidad fermentativa, es decir,
consumieron completamente los azucares del mosto de Isabella pasteurizado (azucar
residual debajo del limite de cuantificacion: ~ 2,0 g/l), con excepcion de las cepas
29Ep y S21, que finalizaron con concentraciones de azucar entre 2,0 y 5,0 g/l,
principalmente fructosa. La disminucion de los °Bx con el tiempo de fermentacion
mostré también un patrén coincidente en todas las cepas, aunque en algunos casos
(cepas 29Cp, 236, 40DT y 207) hubo cierta diferencia entre duplicados; sin embargo,
estas diferencias pueden ser atribuidas a factores aleatorios, ya que al menos una
fermentacion coincidié totalmente con la curva de disminucion de °Bx vs tiempo que
exhibieron el resto de las fermentaciones. La fermentacién utilizando un inéculo de 10°
levaduras /ml se completdé en 7 dias a la temperatura de 28 °C. En la Figura 5.4 se
muestra una curva tipica de disminucion de °Bx y del recuento de levaduras parar una
cepa representativa de Saccharomyces. A fines comparativos se incluye también el

valor experimental de °Bx corregido por la presencia de alcohol.
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Figura 5.4. Variacion de °Bx en funcion del tiempo de fermentacion. Mosto de Isabella
pasteurizado. Cepa S. cerevisiae 205. e °Bx experimental . o: °Bx corregido por etanol de
acuerdo a Cojocaru & Antoce (2012) empleando un factor de conversion Brix/alcohol de 0,58,
(V) log Rto total (levaduras/ml). Los puntos representan el promedio de 3 réplicas y las

barras la DE. Inoculo 10° levaduras/ml. Brix inicial ~ 21,0 (promedio), pH inicial 3,2
Temperaturaa 28 + 1 °C.
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La curva de °Bx muestra el patrén general de las tres fases tipicas de la
fermentacion alcohdlica. A diferencia de lo observado con las cepas no-
Saccharomyces, el periodo de latencia se limita a un dia, seguido de una etapa
tumultuosa de dos a tres dias. La fase inicial donde los °Bx varian lentamente podria
atribuirse a que la biomasa es inicialmente baja, y por lo tanto, los cambios en los °Bx
no son perceptibles en las primeras horas de la fermentacion, pero también al hecho
de que las levaduras que provienen del inéculo aerébico, donde su metabolismo es
respirofermentativo por ser levaduras Crabtree positivas (De Deken,1996), necesitan
un breve periodo de adaptacion al pasar a la anaerobiosis (Jouhten et al., 2012). La
fase de crecimiento celular correponde a las primeras 48 hs de fermentacion, al final
de la cual se obtiene un recuento total promedio de 4,0 x 107 levaduras/ml, un
incremento de casi 3 ordenes respecto al valor inicial. El crecimiento posterior lleva el
recuento final a ~ 1,1 x 10® levaduras/ml, que corresponde aproximadamente a valores
de peso seco de biomasa de 2,0-2,7 g/l. Estos valores son estimativos, ya que que la
relacion recuento/peso seco depende de la fase de crecimiento (Henriques & Balsa-
Canto., 2021). En la fase estacionaria las levaduras cambian la composicién y
acumulan carbohidratos de reserva y trehalosa (Schulze,1996; Varela et al., 2004), por
lo que el peso de cada célula se incrementa. El rango de peso seco/recuento
reportado para Saccharomyces crecido en medio sintético modelo o mosto de uva es
de 3-5 g/l cada 10® levaduras/ml (Manginot et al.,1998; Liu et al., 2015).
Probablemente, el valor de 2,7 g/l subestime la cantidad de biomasa formada durante
la fermentacion.

La fermentacion alcohdlica del mosto de uva es considerada un cultivo batch
limitado en N (Schulze et al., 1996); esto significa que el crecimiento celular que se
alcanza antes de la fase estacionaria dependera de la cantidad de nitrdgeno asimilable
(YAN) presente inicialmente en el mosto. El consumo de YAN es paralelo al
crecimiento de las levaduras, y como tal, ocurre generalmente en los dos primeros
dias de fermentacion. El contenido de YAN de los mostos determina la concentracion
maxima de biomasa, pero también la cinética de la fermentacién y la produccion de
ciertos metabolitos (Tesniére et al., 2015). Cuando hay deficiencia en nitrégeno suelen
ocurrir fermentaciones lentas e incompletas, en particular cuando las concentraciones
de azucar en el mosto son altas (200-250 g/l) (Insa et al., 2005). El contenido de N
asimilable de la uva es muy variable, pero para garantizar una fermentacion correcta
se considera aceptable un valor minimo de 140 mg/l (Gobert et al., 2019). En las uvas

v18 el contenido de YAN fue de 214 mg/l. Debido a la limitacién del crecimiento por N,
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una fraccion importante de los azucares se metabolizan a alcohol durante la fase
estacionaria (Zamora, 2009, Marsit & Dequin 2015; Butnariu & Butu, 2019). Segun la
evolucién de °Bx y los recuentos, la fase estacionaria ocup6 el 70% del tiempo total de
fermentacion durante la cual se consumi6 el 57% de los azucares fermentables del
mosto. Conforme avanza la fermentacion el proceso se ralentiza, lo cual se atribuye a
cambios que ocurren en el sistema de transporte de hexosas cuando se agota el N del
medio y a la progresiva inhibicion que produce el aumento de la concentracion de
alcohol (Bely et al., 1994; Pérez et al, 2005; Palma et al., 2012).,

5.3.2. Andlisis de productos de fermentacién mediante HPLC.

El analisis por HPLC de los principales productos de fermentacion se detalla en
la Tabla 5.4. Globalmente, los valores se hallaron en el siguiente rango: etanol 11,6-
12,9%, CO, (estimado indirectamente por pérdida de peso) 8,5-10%, glicerol 5-7 g/,
succinico 0,46-1,2 g/l y acético 0,2 (limite de cuantificacion)-0,55 g/l. Tal como se
menciond en el capitulo 4, la relacién CO,/etanol global deberia ser superior a 0,96.
Sin embargo, esta relacién fue inferior para algunas cepas estudiadas y dicha
discrepancia podria ser atribuida al error asociado a la estimacién del CO, producido,
ya que no se midié en forma directa, sino que se calculé por la pérdida de peso del
frasco, lo que se asocidé a la produccion de CO,. No obstante, al realizar un calculo
global con todas las cepas, se obtuvo un valor promedio de CO, y de etanol de
94,6+3,8 (g/l) y 96,2+3,4 (g/l), respectivamente, con lo cual la relacion entre ambos
valores es de 0,98. El analisis de los productos de fermentacidon basado en los
rendimientos de C-mol (Tabla 5.5) revel6 que el 90% del C del azucar fue recuperado
en forma de alcohol y CO,, el 2,5-3,5% como glicerol y un 0,7% como acético y
succinico. El rendimiento en biomasa promedio fue del 1,6%. Tanto el balance de C
como del grado de reduccion (Roels, 1982) mostraron consistencia en los datos
experimentales. Algunos rendimientos en etanol se encuentran casi al limite del
rendimiento maximo posible (0,66), lo cual puede atribuirse al error experimental; el

valor promedio fue de 0,615, que representa el 92% del maximo tedrico.
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Tabla 5.4. Fermentacion de mosto Isabella pasteurizado por cepas Saccharomycesy compuestos analizados por HPLC.

Cepa Vendimia Especie Azucar residual  Alcohol Glicerol Alcohol /glicerol Succinico Acético CO, COj/etanol
(g/l) (%) (g/l) (9/9) (g/l) (g/) (gl (9/9)
29Cp <LQ 12,3 £ 0,07 7,1+0,28 13,7 0,745+0,02 0,265 83,4 0,86
29Dp S.paradoxus 2,03 12,3 6,7 14,5 1,2 0,46+ 0,09 83 0,85
29Ep 6,1 11,3 8 11,1 0,87 0,29 80
40FTp 2015 <LQ 11,7 8,1 11,4 0,96 0,2 80
44BT <LQ 12 6,7 15,5 0,75 0,26 95 1,00
45AT S.cerevisiae <LQ 12 6,1 15,5 0,51 0,39 95 1,00
40DT <LQ 12,6 £ 0,01 7,3 13,6 0,49+0,01 0,58+0,08 94 0,94
206 <LQ 12,3+0,2 6,9 15,4 0,42 0,52 92 0,94
207 <LQ 12,6 £0,2 5,7+ 0,3 17,5 1,06+ 0,3 0,24 100 0,91
205 <LQ 12,9 £ 0,05 60,4 16,7 0,87+0,1 0,24 92 0,91
225 <LQ 12,4 6,1+ 0,25 16 0,79+ 0,1 0,21 92,5 0,94
236 2016  S.cerevisiae <LQ 12,3+0,14 6,9+ 0,25 14,1 0,725+ 0,02 0,38+0,07 89 0,94
226 <LQ 11,85 6,4 14,6 1,2 0,2 94 1,00
252 <LQ 12,85+ 0,2 6 +0,03 16,9 0,94+ 0,02 0,37+0,13 92,1 0,91
260 <LQ 12,6 £ 0,25 5,8+0,07 17,2 0,77+ 0,07 0,45+0,2 95 0,95
249 2,1 12,2+0,36 5,15+ 0,2 17,7 0,46+ 0,18 0,23+0,05 99,4 1,03
S20 2017 <LQ 12,4 + 0,03 5+0,1 19,6 0,8 + 0,06 0,5+0,25 92,3 0,94
S21 3,0 (75% Fru) 11,8 +0,28 7+ 0,3 13,6 0,7+ 0,08 0,415+0,02 20 0,97
GL15c* 2011 <LQ 11,9 5,75 16,3 0,81 0,2 99,7 1,06
GT2Bc 2014 S.cerevisiae <LQ 11,9 5,3+0,2 17,3 0,58+0,1 0,29 99,6 1,05
RPVC2c* 2014 <LQ 11,45 7,5 12 0,6 0,44 98,8 1,09

* Datos de una sola réplica, el resto es el promedio de dos réplicas (valor medio + DE). Si no se indica el valor de DE es porque coinciden los valores de las réplicas. DE de 2 réplicas [(d1-
d2)2/2]1/2. Los andlisis por HPLC se efectuaron por duplicado .
Los Brix iniciales para el mosto de Isabella variaron entre 20,5 y 21,5 (203 g/l).
La biomasa (g/l) se estimd de los recuentos totales al final de la fermentacion, los cuales variaron entre 0,7 y 1,4 x 10 levaduras/ml. La biomasa promedio calculada de los recuentos fue
de 2,8 + 0,64 g/l (10® levaduras/ml =2,7 + 0,17 mg biomasa seca calculada a partir de cultivos liquidos en GPY).
LQ limite de cuantificacion, Fru:fructosa




Tabla 5.5. Rendimientos de la fermentacion de mosto Isabella pasteurizado.

Cepa YEtOH Yaii Ysuc Yac Ycoz Ybiomasa Balance C  Balance vy;
29Cp 0,62 0,034 0,0037 0,0013 0,28 0,96 0,99
29Dp 0,63 0,030 0,0050 0,0023 0,28 0,97 1,01
29Ep 0,57 0,039 0,0044 0,0014 0,27 0,90 0,92
40FTp 2015 0,59 0,039 0,0048 0,001 0,27 0,92 0,95
45AT 0,61 0,034 0,0025 0,0019 0,32 0,98 0,98
44BT 0,61 0,032 0,0037 0,0013 0,32 0,98 0,98
40DT 0,63 0,035 0,0024 0,0028 0,31 1,00 0,99
205 0,65 0,029 0,0044 0,0012 0,31 1,02 1,05
206 0,63 0,033 0,0021 0,0026 0,31 1,00 0,95
207 0,63 0,028 0,0055 0,0012 0,35 1,04 1,05
225 0,65 0,030 0,0041 0,0011 0,32 0,016 (0,028)* 1,02 1,03
236 2016 0,63 0,033 0,0037 0,0019 0,30 0,99 1,01
226 0,60 0,033 0,0060 0,0010 0,32 0,98 0,96
252 0,65 0,030 0,0049 0,0015 0,32 1,02 0,98
249 0,62 0,025 0,0024 0,0012 0,35 1,02 0,96
260 0,63 0,029 0,0039 0,0022 0,32 1,00 0,92
S20 0,63 0,024 0,0040 0,0025 0,31 0,99 0,92
S21 2017 0,60 0,034 0,0035 0,002 0,30 0,95 0,96
GL15¢c 2011 0,59 0,027 0,0040 0,001 0,33 0,97 0,94
RPVC2c 2014 0,57 0,033 0,0029 0,0021 0,32 0,95 0,92
GT2Bc 0,59 0,025 0,0032 0,0014 0,33 0,97 0,94
mediana 0,63 0,032 0,039 0,0014 0,32
[min-max] [0,57-0,65] [0,024-0,039] [0,0021-0,006] [0,0010-0,0028] 0,27-0,35

Rendimientos: fraccion de C del sustrato (azucar) conservada en la biomasa y los productos de fermentacion. E balance de C se basa en el concepto de C-mol

(Roels, 1982).

C-mol: azucar (30 g), etanol (23 g), glicerol (30,67 g), succinico (29,5 g), acético (30 g), biomasa estandar (25,8 g).
La biomasa promedio (2,8 g/l) corresponde a 0,11 C-mol/l de biomasa estandar. B azucar inicial 6,8 C-mol/l

yi: grado de reduccion; el balance de yi permite definir la consistencia de los datos en relacién al estado redox de sustratos y productos (Roels,1982)

* Rendimiento en biomasa estimada de diferentes datos bibliograficos.

p: paradoxus, c: ciruela
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Para observar la asociacion entre cepas y los cuatro productos de fermentacion,

se realizé un ACP con los valores de rendimiento (Figura 5.5).
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Figura 5.5. ACP de los productos de fermentacion expresados como rendimientos En
rojo S. paradoxus aisladas en v15; en verde S. cerevisiae aisladas del vino de ciruela; el
resto son aislamientos de S. cerevisiae de la fermentacion de Isabella. v15: 44 BT (R1),
45AT (R2), 40DT (R3); v16: 205, 206, 207 (R1), 225, 226, 236 (R2), 260, 249, 225, 252
(R3); v17: S20 (R2), S21 (R3).

El gréfico bi-plot mostré claramente que las variables estan bien definidas por los
dos componentes principales. El primer componente se correlacioné fuertemente y en
sentido opuesto con los rendimientos en succinico y acético (r= -0,576, p = 0,006),
siendo insignificante el aporte del etanol y glicerol. El segundo componente se
correlacion6 también fuertemente y en sentido opuesto con los rendimientos en etanol
y glicerol (r = -0,441, p 0,045), siendo despreciable el aporte a este componente del
succinico y acético. Ambos componentes contribuyeron con el mismo porcentaje
(36%) a la variabilidad de los datos, y al ser ortogonales indicaron que los
rendimientos en los dos acidos organicos son independientes de los rendimientos en
glicerol o etanol. Las cepas se distribuyeron de acuerdo a sus rendimientos relativos
de manera aleatoria, es decir, sin tendencias de asociacion de acuerdo al origen de las
cepas (Isabella/ciruela, vendimia/réplica); no obstante, tres de las cuatro cepas de S.

paradoxus se ubicaron en la zona de mayores rendimientos en glicerol y succinico.
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5.3.3. Produccion de compuestos volatiles.

En paralelo a la produccion de los metabolitos primarios, las levaduras, ya sea
por su actividad fermentativa o por biotransformaciones de precursores presentes en
la uva, generan una miriada de compuestos en el orden de ug a mg/l, muchos de los
cuales son volatiles (odorant-active compounds, OAC) y tienen influencia en el flavor
fino del vino segun su concentracion (Ugliano & Henschke, 2009; Dzialo et al., 2017).
Entre los OAC de mayor impacto sensorial se encuentran los acidos organicos, los
alcoholes superiores, los ésteres de etilo, los ésteres de acetato, los terpenos, los
tioles y los compuestos azufrados (Bisson & Karpel, 2010; Belda et al., 2017). La
técnica mas difundida para el analisis de volatiles en vino es SPME acoplado a GS-
MS. De los resultados obtenidos en el analisis de los volatiles, solo se consideraron los
del ensayo Il (Tabla 5.3). Las concentraciones reportadas de todos los volatiles en el
ensayo | fueron muy bajas, con valores inconsistentes respecto de los niveles
reportados en vinos. La causa de este resultado no es del todo clara, ya que las
muestras de todas las fermentaciones fueron procesadas y enviadas exactamente de
la misma manera. Las concentraciones de los diferentes compuestos volatiles se
muestran en la Tabla 5.6. Los valores tabulados representan el promedio de tres
repeticiones de la misma muestra. Los coeficientes de variacion de las tres
repeticiones para los diferentes compuestos variaron entre 2 y 49%. En total se
identificaron 43 compuestos: 14 ésteres, 9 alcoholes, 4 terpenos, 5 acidos organicos y
11 compuestos de otras clases, incluyendo cetonas, aldehidos, dioles, oximas,

hidrocarburos y fenoles. No se report6 la presencia de acetato de etilo.
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Tabla 5.6. Compuestos volatiles producidos por cepas Saccharomyces en mosto de Isabella pasteurizado.

Concentraciones (ug/l) de los volatiles producidos por las cepas

Especies quimicas Compuestos
206 207 225 236 249 252 260 S20 s21 GL15¢c GT2Bc RPVC2c 40DT 40Fp 29Cp Testigo
Acido acético Acido Acético 35,72 34,29 13,36 45,07 15,70 2,54 73,57 39,15 33,89 21,08 8,15 8,01 14,22 9,80 1,78 7,43
total 35,72 34,29 13,36 45,07 15,70 2,54 73,57 39,15 33,89 21,08 8,15 8,01 14,22 9,80 1,78 7,43
Acido n-Decanoico 203,82 495,30 398,71 2507,39 1533,53 679,51 715,00 360,32 806,84 152,78 345553 655,33 76,87 1189,85  1086,57 nd
. Acido Octanoico 315,80 435,33 328,01 1817,48  2052,14 503,65 415,00 432,27 816,14 510,79 390,09 534,91 161,05 749,29 817,03 1,50
Acidos organicos Acido Hexanoico 24,06 57,44 7,45 20,82 51,67 23,26 21,00 9,85 12,00 18,57 9,86 8,16 8,82 48,23 44,35 1,00
Acido iso-Butanoico 1,68 3,18 4,14 nd 37,86 4,87 8,76 4,82 nd nd 1,82 nd 3,41 nd 9,95 nd
total 545,37 991,25 738,32 434569 367520 1211,28 1159,76 807,26 1634,98 682,15 747,31 1198,40 250,14 1987,37 1957,90 2,49
2-Feniletanol (alcohol fenetilico) 590,76 1078,82 1028,68 3745,25 4460,81 147584 258545 1163,37 1471,09 102597 752,11 718,10 829,59 1402,55 1136,03 12,86
Alcohol isoamilico (3-metil-butan-1-ol) 366,00 1747,68 802,38 491,35 827,93 601,68 266,28 443,32 130,58 214,69 300,03 38564 967,53 769,42 426,23 nd
Nonanol 9,12 31,85 34,70 81,59 46,52 11,38 16,41 19,10 24,58 24,73 6,82 3,81 34,63 68,76 53,47 nd
Alcoholes superiores Heptanol nd 8,07 2,77 10,86 5,51 nd 3,72 2,28 0,65 1,22 nd 1,32 nd 11,31 2,58 nd
2-Nonanol 3,64 10,42 6,55 25,69 52,23 8,74 16,13 9,67 10,55 13,09 5,72 11,63 16,30 80,64 31,75 nd
1 -Octanol 2,38 1,57 2,08 13,54 29,54 2,66 4,53 1,75 2,78 2,29 11,02 15,94 17,94 40,62 4,72 0,15
total 971,90 2878,40 1877,17 4368,28 5422,53 2100,30 2892,52 1639,50 1640,24 1282,00 1075,70 1136,45 1866,00 2373,30 1654,79 13,01
Etil decanoato 1246,82 3462,82 318532 6447,47 14087,90 3380,42 4351,29 2577,24 3160,30 3054,66 1318,64 1557,27 393,26 3468,79 2898,08 7,88
Etil octanoato 1124,44 3324,17 3179,59 3579,02 9352,83 255582 3459,10 1796,36 1724,61 3754,11 2012,82 1634,48 1559,90 2346,00 3221,18 nd
Etil dodecanoato 155,68 495,82 497,74  1216,38 2332,89 715,91 450,51 438,17 664,14 387,32 194,71 391,25 66,98 602,26 498,62 nd
Etil 9-decenoato 819,96 nd nd nd 2708,27 931,563 109598 576,36 430,58 938,11 495,03 543,44 760,17 1616,75 1366,65 3,52
Etil hexanoato 47,36 562,99 89,38 70,80 98,22 52,90 100,77 144,15 28,51 40,46 74,55 195,38 86,27 406,55 183,74 nd
Esteres de etilo Etil nonanoato nd nd nd nd nd 1,81 4,64 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Etil 3-hidroxitridecanoato 1,25 0,90 0,38 1,77 6,77 3,19 1,36 1,08 4,48 3,05 8,44 3,26 1,29 0,35 1,49 nd
Etil 2 -Hexenoate 5,25 3,77 1,95 1,75 15,83 1,92 1,69 2,06 1,16 1,98 0,87 2,71 4,31 6,42 4,28 nd
Etil 7-octenoato 2,60 8,64 6,83 nd 43,17 nd nd nd nd nd 4,86 9,61 nd nd nd nd
Etil palmitato 3,55 5,45 2,71 7,42 22,68 5,26 3,38 3,32 6,21 3,83 0,81 0,41 2,18 2,34 1,64 nd
total 3406,80 7864,55 6963,89 11324,61 28668,56 7648,75 9468,71 5538,73 6019,99 8183,50 4110,73 4337,82 2874,36 8449,45 817568 11,40
Acetato de 2-feniletilo 2370,31 1693,11 1591,13 4060,79 6644,46 1861,32 2506,07 1060,76 883,85 1676,57 1083,57 785,77 679,61 743,48 960,64 nd
Esteres de acetato Acetato de isoamilo 514,04 4934,67 882,87 384,44 815,15 274,53 331,63 215,85 120,59 56,57 87,02 243,02 90,06 319,73 63,45 nd
Acetato de hexilo 17,40 50,00 16,32 24,78 75,79 1,94 53,87 58,79 5,94 28,50 38,74 30,69 8,54 23,52 63,62 nd
total 2901,74 6677,79 2490,32 4470,02 753540 2137,79 2891,56 1335,40 1010,39 1761,64 1209,33 1059,48 778,21 1086,73 1087,72
Octanoato de isoamilo 9,10 35,88 33,30 81,59 162,57 45,09 61,47 40,43 31,49 41,07 28,20 26,35 13,99 34,74 31,58 nd
Otros ésteres 2.2 4-trimetii-1,3-Pentanediol- 3,03 4,03 1,35 7,20 8,18 1,37 1859 3836 4,72 1643 11,58 2699 0,80 8,71 451 0,06
di-isobutirato
total 12,14 39,91 34,65 88,78 170,75 46,45 80,06 78,79 36,21 57,50 39,77 53,34 14,79 43,44 36,09 0,06
Linalol 11,90 14,85 4,57 6,96 21,60 6,45 3,81 6,09 2,77 2,73 7,01 3,04 31,25 25,40 2,23 2,30
Terpinen 4 -ol 2,28 2,64 5,42 22,63 39,05 4,87 8,86 4,82 5,77 5,90 1,35 4,32 5,14 16,56 9,98 0,05
Terpenos p Menth-1 -en-8-ol 20,06 36,06 10,02 28,36 103,66 36,22 20,01 28,65 7,08 16,90 29,85 23,84 3,47 10,18 5,00 0,44
Nerolidol 12,76 5,32 8,67 16,88 101,49 45,21 14,36 11,35 8,83 9,61 11,49 14,53 94,94 49,70 2,03 nd
total 47,01 58,87 28,68 74,82 265,79 92,74 47,04 50,91 24,45 35,14 49,69 45,73 134,80 101,84 19,24 2,78
Diol 2,3 -Butanodiol 17,49 8,12 6,91 22,31 20,63 3,41 12,24 15,64 3,29 2,93 2,05 15,31 29,35 79,49 21,66 1,61
loles total 17,49 8,12 691 2231 2063 341 1224 1564 3,29 293 205 1531 2935 7949 21,66 1,61
di-tert-butil fenol 19,42 16,90 16,15 63,80 62,00 14,20 28,30 22,30 21,40 7,12 6,81 7,72 12,50 76,00 4,80 1,60
Coumaran (Dihidrobenzofurano) 12,91 9,86 0,17 2,90 0,22 0,06 0,16 0,69 0,33 0,04 0,68 0,52 0,20 0,76 0,18 nd
Miscelaneos Nonil-Ciclopropano 9,11 12,47 7,34 23,96 48,64 10,03 18,51 14,39 8,03 12,03 11,63 8,87 3,68 40,85 4,05 1,09
Etil fenil acetato 4,84 7,67 17,70 35,22 20,67 5,85 10,85 5,83 4,48 3,43 7,16 3,02 3,91 11,54 11,82 0,10
total 46,28 46,90 41,36 125,88 131,53 30,14 57,83 43,21 34,24 22,62 26,29 20,13 20,29 129,15 20,86 2,78
Total volatiles 7982,00 18598,00 12193,00 24863,00 45903,00 13271,00 16681,00 9546,00 10434,00 12048,00 7266,00 7872,00 5981,00 14258,00 12973,00 39,90
Octan 2 -ona nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0,10
3 -Metil 1-Pentanol 1,55 2,24 2,24 5,75 59,81 38,93 2,37 0,43 0,28 0,68 41,42 56,67 65,21 40,15 25,95 57,74
2-Etil 1-hexanol 9,64 20,19 8,08 30,52 47,36 12,33 21,47 14,83 14,73 22,63 14,02 32,74 28,52 24,47 16,08 57,74
Otros volatiles Fenil -Etanal nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 3,95
1-(2,6,6-Trimetill-1,3-cyclohexadien-1-yl)- - nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 1,81
2-buten-1-ona
Metoxi -fenil -oxime 7,83 6,52 8,66 6,43 16,47 6,05 12,32 18,23 10,86 1,54 6,62 7,59 8,81 23,98 14,76 15,89
Total otros volatiles 19,02 28,95 18,98 42,70 123,64 57,32 36,15 33,49 25,88 24,85 62,05 97,00 102,54 88,60 56,79 137,22
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La concentracion total de volatiles (suma de todos los compuestos detectados)
varié entre 6 mg/l (cepa 40 DT) y 45 mg/l (cepa 249). En la Figura 5.6 se muestra la
produccion total de los principales grupos de volatiles por cepa. Sin considerar la
cepas 40DT, 236 y 249, las restantes se ubicaron dentro de un rango de concentracion

comparable (7,0-18,5 mg/l).
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Figura 5.6. Produccién total (ug/l) de alcoholes superiores, acidos grasos de cadena media
(AGCM), ésteres de acetato, ésteres de etilo y terpenos por diferentes cepas Saccharomyces en
la fermentacion mosto de Isabella pasteurizado.

Un analisis global indicd que los ésteres de etilo representaron el 57% del
total de compuestos volatiles, los ésteres de acetato y alcoholes 16% cada uno, los
AGCM 10% vy los terpenos 0,5%. Los compuestos con mayor concentracion dentro
de cada grupo fueron los alcoholes superiores 2-feniletanol y alcohol isoamilo y sus
respectivos ésteres de acetato (acetato de 2-feniletanol y acetato de isoamilo), los
AGCM octanoico y decanoico y sus correspondientes ésteres de etilo (octanoato y
decanoato de etilo), y los terpenos a-terpineol y nerolidol. En menor proporcion se
encontraron el acido hexanoico y su etil éster (etil hexanoato). Si bien no se
identificaron los acidos libres dodecanoico y 9-decenoico (caproleico), si se
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encontraron sus correspondientes ésteres de etilo etil dodecanoico y etil 9-
decenoico. En la Figura 5.7 A y B se presenta la produccion de los diferentes

grupos de volatiles en funcién de la cepa.
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Figura 5.7. Produccion de distintos tipos de compuestos volétiles por cepas Saccharomyces.
A) Concentracion B) Porcentaje de cada grupo de volatiles respecto del total producido por
cada cepa.

Con excepcion de los AGCM, las cepas produjeron la misma proporcién de los

diferentes grupos de compuestos volatiles, y dentro de cada grupo coincidieron en los
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dos compuestos mayoritarios. Algunas excepciones fueron las altas proporciones de
los alcoholes superiores y terpenos en la cepa 40DT vy los ésteres de acetato en las
cepas 206 y 207. En valor absoluto, se destaco la alta produccion de ésteres de etilo
por la cepa 249.

Es importante considerar que las uvas contienen componentes volatiles que
pueden coincidir con los producidos por la levadura; estos compuestos pueden estar
en forma libre o combinados mediante enlaces glicosidicos con un azucar. Segun
Ghaste et al., (2015) Isabella contiene una amplia variedad de compuestos volatiles,
en gran parte como precursores glicosilados. En su forma libre predominan el 2-
feniletanol y terpinen-4-ol, lo que explicaria su presencia en la muestra testigo. En el
mismo trabajo se reporta que ambos volatiles se liberan en altas concentraciones
mediante una hidrdlisis enzimatica; por lo tanto, el incremento con respecto al testigo
de estos compuestos en el mosto fermentado de todas las cepas se puede atribuir al
metabolismo de las levaduras, pero también a una posible hidrélisis por glicosidasas
producidas por la cepa. Los terpenos en general provienen de precursores glicosilados
(Maicas & Mateo, 2005); sin embargo, se ha demostrado que diferentes cepas de
Saccharomyces cerevisiae son capaces de sintetizarlos y excretarlos al medio, en
particular 4-terpineol y su isémero a-terpineol (Zea et al., 1995; Carrau et al., 2005).

Para visualizar la relacion entre las cepas y los compuestos volatiles los datos se

analizaron mediante ACP (Figura 5.8).
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Figura 5.8. ACP de los productos volatiles producidos por cepas Saccharomyces en mosto de
Isabella pasteurizado. En rojo, aisladas en v15; en verde, S.cerevisiae aisladas del vino de ciruela;
el resto son aislamientos de S. cerevisiae de la fermentacion de Isabella. v15: 40FTp (R1), 29Cp
(R2), 40DT (R3); v16: 206, 207 (R1), 225, 236 (R2), 260, 249, 225, 252 (R3); v17: S20 (R2), S21
(R3).
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Todos los grupos de compuestos tuvieron influencias positivas y similares en el
componente 1, es decir, contribuyeron aproximadamente en la misma proporcion a la
varianza del primer componente, que representd el 77 % de la varianza total. En el
componente 2, los terpenos y AGCM fueron los compuestos mas influyentes, con una
tendencia opuesta y medianamente correlacionados (r= - 0,469). La mayoria de las
cepas se distribuyen aleatoriamente entre los componentes principales, al igual que lo
observado en la produccion de los principales compuestos de fermentacion. En este
contexto cabe destacar que las dos cepas de S.paradoxus y las tres cepas de S.
cerevisiae aisladas de la fermentacion de la ciruela no presentaron un perfil de
volatiles que las pudiera diferenciar del resto de las cepas.

Si bien el programa estadistico no mostré valores atipicos, la cepa 249 se ubico
muy distante del resto de cepas por su alta produccidon volatiles, en particular la
produccion de ésteres de etilo, la cepa 236 en el cuadrante inferior por su produccion
de AGCM y con menor distancia la cepa 40DT principalmente por el aporte de los
terpenos en el componente 2. Por su parte, la cepa 260 se ubicé muy cerca del punto
central, por lo que puede considerarse una cepa “promedio”, ya que los niveles de los
compuestos volatiles que produce se encuentraron cercanos al valor medio de todas
las cepas: por ejemplo, la produccion de ésteres de acetato de esta cepa fue de 2900
pg/l, mientras que el promedio de todas las cepas fue de 2202 pg/l. Como era de
esperar, el testigo (mosto sin inocular) se ubicd distante y en sentido opuesto a la
produccién de volatiles en el componente 1. Finalmente, cabe mencionar que ninguna
de los mostos fermentados por las cepas evidencié aromas reducidos o desagradables

y fue notoria la percepcion del aroma a ésteres en la cepa 249.

5.3.4. Otras propiedades de las cepas.

Todas las cepas fermentaron completamente en 8 dias un mosto de Isabella
pasteurizado con 25 °Bx (enriquecido en partes iguales con glucosa y fructosa). El
tiempo de fermentacién con mosto “normal” (sin adicionado de azucar) no fue afectado
por el agregado de 50 mg SO./l (100 mg/l metabisulfito de potasio), lo que era
esperable, ya que todas las cepas fueron aisladas de mostos sulfitados con la misma
concentracion de SO, Por el contrario, no hubo fermentacion visible cuando se agrego
160 mg SO,/I (10 dias de observacion). Todas las cepas fermentaron maltosa aunque
en proporcion variable, este resultado es interesante a futuro para evaluar estas cepas

en la fermentacion de la cerveza incluyendo a S. paradoxus (Nikukin et al., 2020).
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Todas las cepas dieron negativos los test de amilasa y proteasa. Sin embargo, la
produccion de PGasa fue variable, pudiendo distinguirse tres grupos: cepas + que
dieron un halo nitido de hidrdlisis alrededor de la colonia, este fue el caso de todas las
cepas de S. paradoxus; cepas que mostraron hidrdlisis luego de lavar la colonias con
agua, es decir, que la actividad PGasa se visualizé en el agar que estuvo en contacto
debajo de la colonia, pero no hubo difusion marcada al medio (cepas +/-); y cepas que
dieron negativo el test (cepas -). Estos dos ultimos casos se dieron solo con las cepas
de S. cerevisiae. La hipotesis de que cepas provenientes de frutas ricas en pectina

pudieran expresar actividad poligalacturonasa no puedo aceptarse. En la Figura 5.9 se

pueden observar las placas de PGA de los tres tipos de cepas.

Figura 5.9. Test PGasa. Cepas (+): 29C, 29D, 29E, 40FT. Cepas (+/-): 205, 207, 236, 249, S21. Cepas (-):
44BT, 40DT, 225, 226, 252, 260, 206, GT2B, GL15, RPVC2, S20. Sc: S. cerevisiae; sp: S. paradoxus.

5.3.5. Fermentacion espontanea vs inoculada.

Para llevar a cabo la fermentacion inoculada fue necesario seleccionar una cepa
sobre la base de las propiedades estudiadas. Se optd a los fines practicos por la cepa
“media” 260, es decir, la cepa cuya produccion de compuestos volatiles es equilibrada
y tiene buen rendimiento en alcohol. El objetivo del ensayo fue determinar el efecto de
la inoculacion en el desarrollo de la fermentacion, la composicion del vino y sus

caracteristicas sensoriales. El curso de la fermentacién se siguié mediante la evolucién
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de los °Bx, la temperatura del mosto, el recuento viable de levaduras en WL para
visualizar morfotipos y la observacion microscépica. En la Figura 5.10 se muestra la
evolucién de los °Bx y la temperatura del medio durante la fermentacion espontanea e

inoculada del mosto v19 sulfitado.
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Figura 5.10. Evolucion de °Bx (sin correccién por alcohol) y temperatura en la fermentacion
inoculada y espontanea de Isabella v19. Mosto sulfitado con ~50 mg SO./Il. A, B, C: réplicas de la
fermentacion espontéanea; Ai, Bi, Ci: réplicas de la fermentacion inoculada.

Como puede observarse en el grafico, las cinéticas de ambas fermentaciones
fueron muy diferentes, aunque en ambas se distinguen las tres fases caracteristicas
del proceso. El tiempo total de la fermentacion espontanea fue de siete dias, con un
periodo de latencia de tres dias y una fase tumultuosa de dos dias. En el mosto
inoculado el proceso fue mucho mas rapido: el periodo de latencia fue de un dia y la
fermentacion se completd rapidamente en tres dias. La diferencia entre las cinéticas
de ambas fermentaciones se pudo visualizar claramente al comparar el tiempo de
fermentacion requerido para alcanzar un determinado valor de °Bx. Asi, por ejemplo,
en la fermentacion inoculada el valor de °Bx a los dos dias fue de 10, mientras que el
mismo valor en la espontdnea se alcanzé a los cuatro dias aproximadamente. Los
cambios de temperatura del vino fueron indicativos de como evoluciond la
fermentacion: la temperatura maxima del mosto se registré en el momento de mayor
actividad fermentativa, esto es, al segundo dia en la inoculada y a los cuatro dias en la
espontanea, luego decrecié paulatinamente hasta el final.

La fermentacién inoculada mostré una mayor reproducibilidad que la espontanea

cuando se compararon las cinéticas de las tres réplicas; por ejemplo, la réplica C de la

233



fermentacion espontanea fue mas lenta que las otras dos réplicas. Ademas se aprecio
la diferencia en la evolucion de los °Bx: los °Bx a los cuatro dias de la fermentacion
espontanea fueron 11,9 £ 1,15 (CV 9,7 %), y para el inoculado a los dos dias fue 10,2
+ 0,29 (CV 2,8 %). En la Figura 5.11 se pueden visualizar los fermentadores luego de
dos dias de proceso, el inoculado finalizando la fermentacion tumultuosa y espontaneo

en el final de la fase de latencia.

] Y,
2 dias de fermentacion a 28° C

Figura 5.11. Fermentacion espontanea (E) e inoculada (1) a los dos dias de fermentacion.

Para el analisis microbiolégico de la fermentacion se realizaron recuentos de
células viables en agar WL. En la Figura 5.12 se muestran las placas de dilucion -5 de
diferentes muestras de la fermentacién. En la fermentacion espontanea, a los tres dias
(nivel de alcohol estimado 2%), solo se observé la presencia de distintas especies no
Saccharomyces (dil. -5), con un recuento promedio de 2,08 (+ 0,34) x 10" UFC/ml. A
los cuatro dias (etapa tumultuosa) se visualizé una poblacién mixta con colonias
tipicas de Saccharomyces, con recuentos para este género de 4,15 x 10’ UFC/ml para
las réplicas Ay B, y 2,8 x 10" UFC/ml para la réplica C, lo que representa un 80, 88 y
53% de la poblacién total de levaduras viables, respectivamente. Los recuentos de no-
Saccharomyces disminuyeron, 6,5 x 10® UFC/ml para Ay By 1,3 x 10’ UFC/ml para la
réplica C. En el descube, en la misma dilucion -5 solo se observaron colonias tipicas

de Saccharomyces, con recuentos del orden de 10® UFC/ml (no mostrado).
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3 dias
Dil. -5

Figura 5.12. Colonias en WL de mostos/vinos de fermentacién espontanea e inoculada, plaqueos (-5).
A, B y C réplicas de la fermentacion espontanea. 3 dias: A: 2,17 x10” UFC/ml (17,0 °Bx); B: 2,37 x 10" UFC/ml (17,0 °Bx); C: 1,7 x 10" UFC/ml (16,0 °Bx). 4
dias: A: 4,4 x10" UFC/ml (11°Bx); B: 4,1 x10" UFC/ml (12°Bx); C: 4,8 x10" UFC/ml 13 °Bx). Las colonias blancas de los 3 dias no corresponden a

Saccharomyces.

Ai, Bi 'y Ci réplicas de la fermentacion inoculada, 2 dias. Ai: 9,1 x 10’ UFC/ml (10 °Bx); Bi: 1,22 x 10® UFC/mI (10°Bx); Ci: 8,1 x 10" UFC/ml (11 °BX). 35



En las fermentaciones inoculadas, a los dos dias se observaron en -5 (la menor
diluciéon plaqueada) unicamente colonias tipicas de Saccharomyces; esto implica que
la inoculacion redujo la colonizacion del mosto por parte de las levaduras no-
Saccharomyces nativas, y confirmé lo observado en las fermentaciones v15 a v17: que
la tasa de fermentacion (velocidad de consumo de azucar), y por ende el tiempo de
fermentacion hasta el agotamiento de los azucares, depende del crecimiento de
Saccharomyces. Si se asume la relacibn de conversion de azucar a alcohol
°Bx/alcohol de 0,58 y se corrigen los Brix por alcohol (Brix experimental 10,2, Brix
corregido 6,2), el nivel de alcohol a los dos dias de la fermentacién inoculada se puede
estimar en ~ 6,2%

La observacion microscopica es el método mas directo y eficaz para seguir el
curso microbiolégico de la fermentacién del vino, existiendo siempre consistencia con
lo observado en las placas de los recuentos viables en WL. En la Fig. 5.13 se muestra
la microfotografia que corresponde a la muestra A de fermentacion espontanea a los 4
dias. Se puede apreciar la presencia mayoritaria de Saccharomyces y algunas

morfologias caracteristicas de no-Saccharomyces.

Fig 5.13. Observacion por contraste de fase 1250 x. Fermentacion espontanea 4 dias,
réplica A. ns: no-Saccharomyces, s: Saccharomyces.

El descube se llevd a cabo a los cuatro dias para la fermentacién inoculada y a
los siete dias para la espontanea. Los rendimientos de las distintas fracciones de vino
y orujo se indican en la Tabla 5.7. El rendimiento promedio total en vino fue del 73% y
el de orujo cercano al 19%; el 8% restante es el CO, producido en la fermentacion. Si
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bien no se observan diferencias significativas en los rendimientos en vino de las dos
fermentaciones (test t, p < 0,05), los valores medios fueron mayores en la
fermentacion espontanea. Con el orujo, la diferencia fue estadisticamente significativa
siendo un 20% menor en la fermentacién espontanea. De acuerdo a estos datos, se
podria decir que en la fermentacion espontanea se produjo una mayor maceracion de
la uva, dando lugar a un mayor volumen de vino y menor de orujo; sin embargo, esta
situacion deberia haberse reflejado en un menor contenido de humedad del orujo en la

fermentacion espontanea, lo cual no sucedié.

Tabla 5.7. Rendimientos de la fermentacion espontanea e inoculada en el descube.

. Vino gota Vino prensa Vino total Orujo himedo Humedad orujo | . Z total .
Fermentacion o (vino + orujo)
(ml) (ml) (ml) (@ (%)
(C)]
Espontanea MediatDE  4883t76,4  530+61  5413+23,1  1260+26,5 84,1312 6673129
% 67 7,2 74 17 91
Inoculada MediatDE 47501954 507+144  5257+102 1503+45,5 81,5+1,5 6760161
% 65 6,9 72,0 20,5 92,4
P (testt) <0.05 0,132 0,81 0,061 0,001 0,164 0,09

% se refiere a los kg iniciales de uva (7,3 kg). DE:desviacion estandar

En la Tabla 5.8 se muestra la composicion de los vinos obtenidos en ambos tipos
de fermentaciones (inoculada y espontanea). Algunos productos, como etanol y
glicerol, fueron analizados tanto por HPLC como por el INV, y hubo coincidencia en los
valores obtenidos en ambas mediciones. El primer dato llamativo es que no hubo
diferencias en los principales productos de fermentacion: etanol, glicerol, succinico y
CO, (estimado del balance de orujo + vino). Los cromatogramas de los vinos no
mostraron diferencias significativas (Figura 5.14). Los analisis fisicoquimicos del INV
dieron valores de acidez volatil superiores para la fermentacion espontanea, del orden
de 0,6 g/l. Sin embargo, el pico de acético no se pudo cuantificar en el HPLC (Figura
5.14), ya que las areas de los picos dieron valores por debajo del limite de
cuantificacion. Cabe mencionar que en este analisis HPLC se utilizé un detector de IR
de menor sensibilidad que el habitual, siendo el limite de deteccion del acético de 0,37
g/l. Otro dato a destacar fue la ausencia de fermentacion malolactica, ya que el pico de

acido lactico estuvo ausente en ambas fermentaciones. El pico de acido malico (MAL,
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tr 9,55 min) no es completamente separable del de fructosa (FRU, tr 9,95 min), pero al
consumirse el azucar se puede observar en el cromatograma el pico de acido malico y
un ligero hombro a su derecha, que es la fructosa residual. El nivel de alcohol
promedio fue de 9,5%, que coincide con el valor potencial estimado de los °Bx iniciales
(Tabla 5.1). La relacion COj/alcohol fue 1,06 g/g, y el balance de C cercano a la
unidad confirmd la consistencia de los datos obtenidos (Tabla 5.9). Con excepcion del
glicerol, los rendimientos de los productos de fermentacion en el mosto v19 inoculado
no mostraron diferencias respecto a los obtenidos con la cepa 260 en mosto v18
pasteurizado.

Algunos parametros de los vinos se diferenciaron significativamente, como el
indice de color (IC) y el SO, total, que fueron mas altos en la vinificacién espontanea.
En el caso de la acidez, los valores medios del pH y AT mostraron ligeros cambios
respecto al valor del mosto, aunque estadisticamente no fueron significativos: la
disminucion del pH fue de 0,08 y 0,11 unidades y el incremento de la AT de 0,08% y
0,11% para el espontaneo e inoculado respectivamente. Otros analisis fisicoquimicos,
como azucares reductores, densidad y extracto seco no dieron diferencias
significativas, mientras que el metanol, OCa y sulfatos estuvieron dentro de los limites

establecidos por el INV (datos no mostrados).
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Tabla 5.8. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos obtenidos por fermentacion espontanea e inoculada.

Fermentaciones Densidad 20°C Extracto seco r::uztat:fess H Acidez titulable Acidez volatil  Alcohol Glicerol Succinico CO, total * indice de color s cn:‘:s’:?;‘.al
(g/ml) (al) u p (g tartaricoll) (g acético/l) (%20°C) (gl (g) (9) (IC) ulid
(1] (mg/1)
Espontanea MediatDE 0,995+0,0003 26,3+0,4 1,70£0,49  3,3x0,1 7,10£0,18 0,56+0,02 9,610,2 6,910,5 0,68+0,027 627429 133075 58+7
Inoculada MediatDE 0,995+0,0004 25,7+0,7 2,04+0,43  3,240,1 7,43+0,1 0,51£0,02 9,5+0,1 6,8+0,26 0,72+0,06 540161 115848 3810
Test t (p <0,05) .
Espontaneo vs. inoculado no difieren p 0,29 p 0,43 p 0,29 p 0,19 p 0,038 p 0,52 p 0,78 p 0,428 p 0,15 p 0,04 p 0,038

Alcohol y glicerol fueron determinados por HPLC'y por el INV, succinico por HPLC y el resto de los andlisis fueron realizados en el INV. No se detecté acético por HPLC.
*CO, total estimado del balance de materia realizado en el descube (Tabla 5.8). Datos del mosto: Brix 17,0, azucar 161,5 g/l, pH 3,4, AT 7,8 g/l
Valores de p < 0,05 implican diferencias significativas en el test t. Andlisis realizados 3 meses posteriores del envasado.

Tabla 5.9. Rendimientos en base al C y balance redox de la fermentacion esponténea e inoculada.

Fermentacion Yalcohol Yaglicerol Ysuccinico Yacético Yco2 Balance de C Balance de Yi
Espontanea 0,62 0,042 0,0047 0,0035 0,37 1,04 0,99
Inoculada 0,61 (0,63) 0,042 -0,029 0,0047 - 0,0039 0,0019-0,0022 0,32 0,98 0,97

En el balance de C no se incluyd la biomasa. y .eiico Calculado de la acidez volatil. Entre paréntesis rendimientos obtenido con la cepa 260 en

mosto pasteurizado v18 (Tabla 5.5). yi grado de reduccion
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Figura 5.14. Cromatogramas de HPLC de vinos obtenidos por fermentacion espontédnea e inoculada.

Detector RID Beckman 156. Limite de deteccion de acético 0,37 g/l. Los picos con tr < 8,05 min no
fueron identificados. Control: mosto pasteurizado sin inocular, 8 dias de incubacién a 30°C. Muestras
analizadas sin diluir. Los picos en el cromatograma control donde se indican los tiempos de retencion
se encuentran cerca del limite de deteccidon y ademas no fueron identificados.
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5.3.6 Analisis sensorial de los vinos.

Los vinos de la fermentacion espontanea e inoculada fueron evaluados
sensorialmente (cata) en la Fiesta del Vino de la Costa afio 2019, tres semanas
después del embotellado. Es importante mencionar que el jurado no llevé a cabo un
estudio comparativo de los vinos inoculado y espontaneo, sino que fue una cata a
ciegas de varios vinos llevados al concurso por diferentes productores, similar a lo que
se realizd en afos anteriores, con la diferencia de que en este concurso se coloco
puntaje a cada uno de los atributos indicados en la ficha de cata. Los resultados de la
evaluacion sensorial con el valor medio del puntaje de cada atributo se presentan en la
Figura 5.16.
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Figura 5.16. Grafico radar de los atributos de los vinos obtenidos por fermentacién espontanea e

inoculada.

Los vinos v19 fueron considerados como aceptables, es decir, sin defectos que
pudieran objetar su consumo. El vino de la fermentacion espontanea se diferencié por
un mejor aspecto general y por sus atributos olfativos. En el caso de la limpidez, la
diferencia estuvo entre excelente (nota 5) para el espontaneo y limpido (nota 4) para el

inoculado. El aspecto general se refiere a aspectos distintos a la limpidez, y que son
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evaluados visualmente, como color principal, intensidad, matices, etc. La percepcion
de un mejor color en el vino espontaneo fue consistente con su mayor indice de color
en el andlisis fisicoquimico del INV.

El analisis olfativo incluyd la franqueza olfativa, que en el caso de la cata del
Vino de la Costa el jurado lo refiere al grado de interferencia que puede percibir el
olfato en el aroma “foxy” que ellos identifican como tipico del vino de Isabella (ver
capitulo. 2) y la intensidad olfativa, que es la facilidad de percibir el aroma o la
potencia con que se percibe el aroma. Una intensidad olfativa alta se percibe sin
necesidad de acercar la copa a la nariz; lo contrario ocurre cuando la intensidad es
baja. El vino de fermentacion espontanea fue mejor evaluado en franqueza e
intensidad olfativa, por lo cual la calidad olfativa global recibi6 un puntaje
significativamente mayor (14 a 10) y estadisticamente fue significativa (test t, p< 0,05).
Diferente fue la situacion en la fase gustativa, ya que no hubo diferencias en la
evaluacién de la franqueza, intensidad y la persistencia armoniosa (medida de la
duracién remanente olfato-gustativa tras beber el vino), sin embargo, el jurado noté
una acidez mas marcada en el vino inoculado, que fue resaltado en la ficha de cata,
por lo que finalmente la calidad gustativa global resulté en un menor puntaje
comparado con el espontaneo. La valoracion global, expresada como armonia + juicio
global, mostré una diferencia de un punto en favor del vino inoculado, lo cual no es
facil de explicar segun los resultados de los otros atributos. Segun la OIV (2009), la
armonia + juicio global permite abordar el concepto dificil de tipicidad. El puntaje final
(suma total de los atributos) fue 70 para la espontanea y 62 para el vino inoculado.
Como se mencioné en el capitulo 3, la valoracion del vino debe de considerarse
también en funcién de los puntajes obtenidos por vinos similares en el afio del
concurso. En v19, los puntajes de los vinos se encontraron en el rango de 79 a 86
(primer premio), por lo que hubo una diferencia apreciable de los vinos del ensayo con
respecto a los premiados. Al igual que lo ocurrido en afios anteriores, los Unicos vinos
que fueron acompanados con un analisis fisicoquimico basico fueron los del presente

ensayo, lo que dificulta la interpretacion de los resultadas globales de la cata.

5.4. Discusion y conclusiones.

La fermentacion natural de la uva para transformase en vino es un proceso
complejo, fuertemente influenciado por las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas
(microbiota) de la uva al momento de la vendimia. Debido a las variaciones en las

condiciones iniciales del mosto, es inevitable que el vino no tenga una composicion

242



constante entre vendimias. Los cambios de composicién se traducen en variaciones
organolépticas y en la percepcion de calidad que el consumidor tiene del producto. Los
ensayos en pequefa escala, aun bajo condiciones controladas, mostraron que
efectivamente esto ocurre en la fermentacion espontanea de Isabella. Una manera de
disminuir hasta cierto punto la variabilidad de la vinificacién es controlar las levaduras
de la fermentacion; en la practica esto implica inocular el vino. De esta manera,
teniendo en cuenta la tendencia actual de emplear cepas de levaduras autoctonas
para realizar vinificaciones dirigidas, se realizé el presente estudio a escala de
laboratorio con el fin de evaluar el efecto de la inoculacion en la fermentacion y en las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del vino de Isabella.

Para “seleccionar” una cepa se analizd previamente el comportamiento
fermentativo de varias cepas de S. cerevisiae y S. paradoxus aisladas durante el
desarrollo de la fermentacion espontanea en diferentes vendimias (v15, v16 y v17), y
de cepas aisladas del denominado fermentado de ciruela. Todas las cepas ensayadas
llevaron a cabo la fermentacidén alcohdlica del mosto de Isabella pasteurizado sin
defectos 0 aromas negativos y con una cinética de disminucion de los Brix muy similar.
Si se considera a las cepas estudiadas como las mas adaptadas para fermentar
Isabella, entonces las diferencias en los tiempos de fermentacion que se observaron
en las fermentaciones espontaneas v15 a v17, se deben atribuir a diferencias en la
composicion quimica y microbiolégica inicial del mosto que condicionaron el
crecimiento de Saccharomyces, y no a la capacidad intrinseca de las cepas de realizar
la fermentacion. Cuando las cepas fueron inoculadas en forma aislada en una misma
condicion, el patron de fermentacidon no mostré diferencias. Este resultado también
indica que la capacidad de las cepas para llevar a cabo la fermentacién alcohdlica no
depende necesariamente de la presencia de otros microorganismos. Las cepas
aisladas del fermentado de ciruela respondieron de manera similar a las cepas
provenientes de la uva Isabella. Se puede concluir que las cepas Saccharomyces
estudiadas no son especificas para fermentar una u otra fruta y que en realidad son
funcionalmente equivalentes, aun cuando provengan de diferente habitats o nichos
ecoldgicos, tal como lo sugiere Goddard & Grey (2015).

El analisis por HPLC confirmé que los principales productos de la fermentacion
de las cepas Saccharomyces fueron el alcohol, glicerol, succinico y acético, cuyas
concentraciones se encontraron dentro de los valores usualmente reportados para S.
cerevisiae en mostos con 200 g/l de azucar fermentable. El analisis mediante ACP de

los rendimientos de cada producto mostré tendencias opuestas en la produccion de
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etanol/glicerol y de acético/succinico. Las cepas de S. cerevisiae se distribuyeron sin
un patron definido, es decir en forma aleatoria en relacién a los rendimientos, pero en
el caso de S. paradoxus se observé una tendencia hacia una mayor rendimiento en
glicerol y menor rendimiento en acético, en coincidencia con el trabajo de Orlic et al,
(2010) y el mas reciente de Constantini et al., (2021). Existe un interés actual en
buscar cepas que produzcan mayor cantidad de glicerol y menor concentracién de
alcohol, debido al incremento del azucar en la uva por efecto del cambio climatico
(Goold et al., 2014). Este objetivo es de importancia relativa en la fermentacion del
Vino de la Costa, ya que en realidad es preferible que las cepas produzcan alcohol con
un buen rendimiento, debido a que el nivel de azicar de la Isabella es de por si bajo
respecto a las uvas viniferas. Las cepas produjeron entre 5y 8 g/l de glicerol, y segun
algunos estudios, este rango de glicerol tendria poco impacto sensorial en el vino
(Yanniotis et al., 2007).

El analisis de compuestos volatiles mostré que los ésteres de etilo, etil octanoato
y etildecanoato fueron los compuestos predominantes, seguidos de los alcoholes
superiores y ésteres de acetato. A diferencia de su contraparte (los alcoholes
superiores y los AGCM), los ésteres tienen un bajo umbral odorifico y presentan notas
frutales y florales, por lo cual son muy importantes en la percepcion fina de los aromas
y sabores del vino (Bartowsky & Pretorius, 2009; Carrau et al., 2017). A modo de
ejemplo, el alcohol isoamilico (esmalte de ufias) tiene un umbral odorifico de 30 mgl/l,
el acetato de isoamilo (banana, pera) 0,03 mg/l, el acido decanoico (graso) ~ 7 mg/l y
el correspondiente decanoato de etilo (floral, jabonoso) 0,2 mg/l. Las cepas produjeron
estos compuestos volatiles en diferentes concentraciones, pero en proporciones
similares, con excepcién de la AGCM vy algunos casos aislados que deben
confirmarse, por ejemplo, la alta concentracion de ésteres de acetato de la cepa 249.

La seleccion de una cepa para inocular debe tener en cuenta el tipo de vino que
se desea obtener. En base a los resultados expuestos, varias de las cepas estudiadas
podrian haberse utilizado como inéculo para una fermentacion dirigida. Se seleccioné
la cepa 260 por su buen rendimiento en alcohol y un perfil balanceado de volatiles. Si
bien no se utilizaron marcadores moleculares para la trazabilidad de la cepa inoculada,
la evolucion de los °Bx y el analisis microbioldgico sugierieron que la cepa colonizé
rapidamente el mosto de Isabella, limitando el crecimiento de las no-Saccharomyces 'y
reduciendo a la mitad el tiempo de fermentacion. Este resultado demostré nuevamente
que el crecimiento de Saccharomyces es el que controla la cinética de la fermentacion

alcohdlica. Por su parte, la inhibicion de las levaduras no-Saccharomyces por cepas
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especificas de S. cerevisiae ha sido reportado por varios autores (Raspor et al., 2002,
Albergaria et al., 2010; Bagheri et al., 2017).

El andlisis quimico de los vinos obtenidos en las dos fermentaciones mostro
resultados interesantes. En primer lugar, no hubo diferencias significativas en los
principales productos de fermentacién, como alcohol, glicerol y succinico. Una
hipotesis sencilla en el caso del etanol, es que las principales especies de levaduras
no-Saccharomyces aisladas de la Isabella, como H.uvarum y S. bacillaris (capitulo 4),
tienen menor capacidad fermentativa (menor produccion de alcohol); pero el
rendimiento de alcohol en base al azucar consumido no fue tan disimil del rendimiento
respecto a las Saccharomyces; por lo tanto, si estas mismas especies predominaron
en los primeros dias de la fermentacion espontanea, la concentracion final de etanol
seria similar a la que produciria una Unica cepa de Saccharomyces. Por otra parte, la
inoculacion redujo la acidez volatil y la concentracion de SO, lo que puede
considerarse beneficioso para el vino.

Los vinos de fermentacion espontanea e inoculada fueron evaluados
sensorialmente (cata) por un jurado que es conocedor del Vino de la Costa. El
resultado global proporcioné un mayor puntaje al vino obtenido de la fermentacion
espontanea. En el vino inoculado se noté cierta interferencia con el aroma
caracteristico de la uva Isabella y en la fase gustativa una marcada acidez. Segun
Amerine et al., (1965) el pH y la acidez titulable inciden en la respuesta sensorial al
sabor acido; las diferencias en los valores de estos parametros entre ambos vinos
(0,1 unidad de pH, 0,03 % AT) podrian explicar en parte la mayor percepcion de la
acidez en el vino inoculado (Amerine et al., 1965), mas alla de que elvino de la Costa
tiene una acidez de base caracteristica cuya causa no es del todo clara (capitulo 2).
Tal como se menciond en el capitulo 3, las muestras de vino para la cata deberian
haberse presentado con un analisis quimico basico, lo cual no fue exigido por los
organizadores. La falta de informacién sobre la composicion de los vinos dificulta la
interpretacion de las diferencias encontradas en los resultados de la cata cuando se
compara los vinos del presente trabajo con las muestras llevada por otros productores.

Como conclusién general, se puede establecer que es posible controlar la
fermentacion de Isabella inoculando el mosto con una cepa nativa, pero su impacto en
las caracteristicas del vino debe ser evaluado con mayor detalle. Dado que se han
aislado numerosos cepas de S. cerevisiae y de S. paradoxus de la fermentacién
espontanea de Isabella, los estudios de inoculacién pueden extenderse a otras cepas

de la misma especie, para lo cual es necesario llevar a cabo un amplio estudio previo
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que incluya el empleo de técnicas moleculares para la diferenciacién intraespecifica de
los aislamientos y un screening mas extenso de sus propiedades fermentativas vy
enologicas.

Debido a que Saccharomyces presenta una elevada propension a modificar su
genoma (de ahi su alta variabilidad genética), incluso durante la fermentacién, la etapa
final de seleccién deberia incluir algun plan de “estabilizacion genética” para garantizar

la obtencion de resultados reproducibles (Sipiczki, 2010).
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Conclusiones generales



La uva Isabella tiene un origen natural y una historia de mas de 200 afios. Podria
decirse que es una variedad de vid producto de la inmigracion, ya que surgié por un
entrecruzamiento de una especie de vid americana (V. labrusca) con una especie de
V. vinifera que habia sido llevada a la costa atlantica de Estados Unidos por
inmigrantes europeos. Si bien fue descubierta en Carolina del Sur a principios del siglo
XIX, el primer registro comercial de Isabella data de 1820 en un vivero de Long Island
en Nueva York, lugar donde fue bautizada con su nombre por W. Prince. Nueva York
fue el punto de partida para su viaje a otras regiones del mundo. Su itinerario es poco
conocido, pero su llegada a Europa fue motivada por cuestiones estéticas, ya que la
vid era frondosa, y sus racimos aromaticos con bayas azules a negras resultaban muy
atractivos. Con el tiempo comenzé a cultivarse en diferentes regiones del mundo para
producir vino y otros productos. Isabella se adaptd muy bien a regiones donde las
condiciones de clima y suelo eran adversas para el cultivo de V. vinifera, pero esta
situacion no fue la Unica razén para la expansién de su cultivo; también influyeron en
su eleccién su gran vigor, resistencia al frio y ciertas plagas, alta fertilidad, facilidad de
reproduccion y el hecho de no requerir grandes cuidados para su cultivo.

La llegada de Isabella a América Latina a fines del siglo XIX, en particular
Argentina y Brasil, se debi6 a la inmigracion de campesinos del norte de ltalia (donde
Isabella gozaba de cierta popularidad), que instalaron quintas para cultivar la tierra y
llevar a la practica su oficio de vinateros. Isabella se adapté rapidamente a las
condiciones que n el clima y los humedales de la Costa de Berisso. Con el tiempo, el
vino se fue identificando con una ciudad fabril que albergé a miles de inmigrantes y
que fue protagonista de acontecimientos histéricos importantes. Ademas, Isabella fue
y es la unica vid cultivada en Berisso, lo que hace al Vino de la Costa un producto muy
singular. Luego de su auge entre 1940 y 1960 y su casi extincion en la década de
1990, el vino de la Costa resurgioé con fuerza y hoy ha recuperado su identidad con la
ciudad y el territorio

El analisis fisicoquimico durante 5 afos (2015 - 2019) de la uva Isabella
proveniente de un vifiedo tipo parral, mostré que la composicion promedio de las
bayas varié ano tras afo de manera alternada, es decir, un afio de buena maduracion
seguido de un afno de maduracién insuficiente. Luego de comparar los datos de
composicion de la uva con los respectivos indices bioclimaticos de cada campana, se
concluyd que las precipitaciones ocurridas durante el ciclo vegetativo de la vid serian
el factor mas influyente en la composicién de la uva, correspondiendo las uvas de

mejor calidad a las temporadas mas secas. La calidad de las uvas en el sentido
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enolégico se refiere al hecho que los vinos elaborados con estas uvas resultaron en
una mayor aceptabilidad cuando fueron analizadas por un jurado de cata en la fiesta
del Vino de la Costa. Por lo tanto, se concluyé que las uvas con las caracteristicas
fisicoquimicas exhibidas en las temporadas mas secas deben ser consideradas como
referencia para evaluar la calidad enolégica de Isabella en futuras campanas.

Segun los resultados de los analisis fisicoquimicos basicos realizados por el INV,
los vinos obtenidos en las microvinificaciones con esta variedad de uva (mas alla de su
calidad sensorial) cumplieron con todos los requisitos de la legislacion vigente en
relacion a los limites maximos establecidos para acidez volatil, indice de color,
concentracién de cobre y metanol.

La realizacion de microvinificaciones con uvas provenientes directamente del
vinedo permiti6 determinar cuales son las especies de levaduras vinicas autoctonas
que llevan a cabo la fermentacion espontanea. H. uvarum fue la especie no-
Saccharomyces dominante en las etapas temprana y media de la fermentacion,
cuando el nivel de alcohol no sobrepasé el 5-6% (v/v). Sin embargo, en ciertas
situaciones especificas predomind S. bacillaris. Ambas especies de levaduras difieren
en su metabolismo fermentativo, por lo que pueden afectar en forma diferente la
composicion del vino. S. bacillaris es fructofilica y tiene mayor capacidad fermentativa
que H. uvarum, por lo que produce mas alcohol y ademas se destaca por su alta
produccién de glicerol.

La fermentacion espontanea de Isabella dura entre 6 y 8 dias segun los Brix del
mosto y el crecimiento y actividad fermentativa de Saccharomyces. Esta especie no se
detectd en la fase de latencia, pero si entre los 4 y 5 dias de fermentacién, momento
en el que la vinificacién consistié en un cultivo mixto de levaduras no-Saccharomyces
y Saccharomyces. Finalmente, en la etapa final de la fermentacion, durante la cual el
nivel de alcohol llega al 10-11%, la actividad fermentativa dependié exclusivamente de
Saccharomyces. La parada de fermentacién observada en la campana v15 se debid
precisamente al crecimiento tardio de esta levadura, lo que incidié en la velocidad de
acumulacion de alcohol. De este modo, algunas especies no-Saccharomyces, en
particular S. bacillaris, prevalecieron en el vino por un tiempo mayor al esperado. La
capacidad de S. bacillaris para desplazar a H. uvarum y asi predominar en el momento
de la parada de fermentacion, podria explicarse por su mayor tolerancia al alcohol. Por
otro lado, otras especies no-Sacchararomyces, como P. kudriavzevii, lograron crecer y

permanecer viables en presencia de niveles bajo/medio de alcohol junto a H. uvarumy
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S. bacillaris. Finalmente, estas especies no-Saccharomyces perdieron viabilidad
cuando se reactivé la fermentacién y aumento el nivel de alcohol en el vino.

La mayoria de las cepas identificadas en la etapa final de la fermentacion
pertenecieron a la especie S. cerevisiae; sin embargo, también se identifico (aunque
en baja proporcién) S. paradoxus, principalmente en la campafa v15. La identificacién
de S. paradoxus es un hallazgo que merece resaltarse, ya que no es habitual hallar
esta especie en ambientes vinicos. Por lo tanto, la misma debe ser incluida en futuras
investigaciones, y evaluar su potencial empleo en la vinificacion de Isabella o incluso
en otros procesos fermentativos de la region de Berisso, como el fermentado de
ciruela o la cerveza.

Todas las especies de Pichia aisladas de las microvinificaciones espontaneas
fueron capaces de formar velo o biofilms, lo cual podria explicar la aparicion de este
defecto en el vino envasado en la bodega. Sin embargo, la Unica especie formadora
de velo aislada en vinos de la bodega fue P. manshurica, la cual no fue detectada en
las microvinificaciones de laboratorio con uvas traidas directamente desde el vifiedo.
El origen de P. manshurica es desconocido, pero podria formar parte de la flora
microbiana de la bodega y ser capaz de sobrevivir bajo las condiciones ambientales
impuestas por las caracteristicas fisicoquimicas del Vino de la Costa. Dado que la
prevenciéon de este defecto es un objetivo a resolver en la bodega, queda pendiente a
futuro realizar ensayos de inhibicién de esta levadura a escala de laboratorio y
finalmente en la bodega.

Es dificil establecer con certeza que influencia tuvo la fermentacién espontanea
en la calidad del vino. Si se tiene en cuenta que las especies de levaduras
predominantes en las diferentes fases de la fermentacion v16 y v17 fueron las mismas,
se puede inferir que el factor principal que incidié en la calidad del vino en esas
campanas fue la composicion de la uva. En v15 la situacion fue mas compleja, pero la
parada de fermentacion confirmdé que la fermentacion espontanea es impredecible, lo
que constituye el principal argumento para justificar la fermentacién inoculada.

Los ensayos de fermentacion para seleccionar cepas de Saccharomyces para
inocular mostraron una distribucion aleatoria en relacion a la produccién de los
principales metabolitos de la fermentacion alcohdlica como etanol, glicerol, &cido
succinico y acido acético, aunque las cepas de S. paradoxus mostraron cierta
tendencia a producir mas glicerol y acido succinico. Con respecto a la produccion de
compuestos volatiles, todas las cepas de S. cerevisiae y S. paradoxus ensayadas se

caracterizaron por la produccién mayoritaria de los alcoholes superiores isoamilico y 2
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fenil-etanol y sus respectivos ésteres de acetato, y los AGCM octanoico y decanoico y
sus respectivos ésteres de etilo. En segundo lugar se ubicaron el etil dodecanoato y el
etil-9 decenoato. Solo una cepa de S. cerevisiae sobresalié por su alta produccion de
los ésteres de etilo antes mencionados y 2 fenil-etanol, por lo que deberia incluirse en
futuros ensayos de fermentacion. Es importante sefialar que la produccién de volatiles
es afectada por la composicion del mosto y el proceso de vinificacion, razén por la cual
estos resultados deberian validarse ensayando las mismas cepas en diferentes
condiciones de fermentacion.

Tal como se mencioné anteriormente, la fermentacion espontanea dio lugar a
procesos variables y dificiles de predecir. De aqui surgié la necesidad de estudiar la
inoculacién del vino. La inoculacion de mosto con una cepa autdctona de S. cerevisiae
redujo el tiempo de fermentacién a tres dias (a la mitad respecto a la fermentacion
espontanea del mismo mosto) e inhibié el desarrollo de las levaduras no-
Saccharomyces. No obstante, en el analisis sensorial el jurado de cata detecté en el
vino inoculado cierta interferencia en lo que ellos consideraron el flavor natural o
normal del Vino de la Costa y una acidez mas pronunciada, por lo que en términos
globales fue considerado de menor aceptabilidad que el espontaneo. Si bien el analisis
sensorial tuvo sus limitaciones, este resultado es relevante, ya que plantea el desafio
de encontrar cepas autoctonas que garanticen el éxito de la fermentacion sin interferir
con el caracteristico aroma varietal que esta uva le transmite al vino.

Cabe finalmente destacar que las cepas aisladas de los vifiedos de Berisso en
las diferentes campafias constituyen un recurso genético muy valioso disponible para
futuras investigaciones y aplicaciones. Dada la gran cantidad de cepas aisladas aun
sin estudiar, es necesario realizar en el futuro un screening mas exhaustivo de sus
propiedades enoldgicas y un analisis a nivel genético con marcadores moleculares
para diferenciar cepas. Finalmente, la cepa seleccionada debera ser evaluada en
condiciones reales de vinificacion, donde competira también con la flora microbiana
instalada en la bodega. En la seleccion de cepas sera necesario considerar ademas el
impacto de los compuestos volatiles que se producen en la fermentacion, ya que
aquellas cepas capaces de producir altas concentraciones de ésteres podrian
contribuir de manera positiva en el ajuste fino del flavor del Vino de la Costa.

Finalmente, es importante destacar que a diferencia de otras regiones donde se
cultiva Isabella (como en Colonia Caroya y Brasil), en Berisso los intentos de implantar
variedades de V. vinifera no han tenido éxito hasta el momento. Por lo tanto, no solo

por tradicion sino también por cuestiones agrondmicas, la uva Isabella seguira siendo
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en Berisso la variedad de vid empleada para vinificar. Los resultados de la presente
tesis podrian ser un punto de partida para futuras innovaciones e investigaciones en el
cultivo de esta vid y en la elaboracién del Vino de la Costa, que permitan sostener la
actividad vitivinicola de Berisso en el tiempo. Algunas sugerencias podrian ser la
adecuaciéon de las practicas culturales de los vifiedos al clima cambiante en cada
temporada para disminuir la variabilidad de la calidad de la materia, un analisis mas
amplio de la composicion fisicoquimica de la uva Isabella y su relacién con el clima, y

una mejora del proceso de vinificacion mediante el empleo de indculos seleccionados.
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Anexos



I. Cromatografia de productos de fermentacién por HPLC.

Se analizaron productos de la fermentacién y azucares mediante HPLC. Se tomo
como referencia el trabajo de Falqué y Fernandez (1996), donde se analizaron
muestras de vino blanco y mosto. Para vino tinto se utiliz6 PVPP para disminuir los

compuestos fenolicos, entre ellos los pigmentos.

Il. Sistema de HPLC.

Se utilizé un sistema cromatografico HPLC (Water Associates) equipado con una
bomba binaria (Waters 1525), un inyector automatico (Waters 717, 10 pl), una columna
Aminex HPX-87H (9 um, 300 x 7,8, Bio-Rad Labs, USA) con su correspondiente
precolumna conectada en serie. La columna se operd a una temperatura de 50°C y las
muestras se eluyeron con 0,65mM de acido sulfurico, a un caudal de 0,6 ml/min. Los
compuestos fueron detectados con un detector de arreglo de fotodiodos (Waters 1996)
a 210 nm y conectado en serie con un detector de indice de refraccion (RID). Para la

integracion de los picos se empleé el programa EMPOWER.

Ill. Soluciones estandar.

Se prepararon las soluciones patrones con agua deionizada a partir de las cuales
se realizaron las correspondientes diluciones. Los compuestos analizados y los rangos
de concentracion ensayados fueron los siguientes: acido citrico (Carlo Erba) 0,1-0,5
g/l; glucosa (Cicarelli) 0,7-11,0 g/l; fructosa (Biopack) 0,7-11,0 g/l, DL-malico (Sigma-
Aldrich) 1,0-4.0 g/I, acido tartarico (Sigma-Aldrich) 3,0 g/l, glicerol (Anedra, Research
AG) 0,25-10,0 g/l, acido succinico (Sigma-Aldrich) 0,06-2,0 g/l, lactato de calcio
(Merck) 0,5-3,0 g/l, acido acético glacial (BDH) 0,1-2,0 g/l, etanol absoluto
(PANCREAC Quimica) 0,075-13 % v/v. Las muestras se filtaron por filtros estériles de
acetato de celulosa de 0,45 um. Para la corrida los compuestos se analizaron

individualmente o en grupo.

IV. Cromatogramas de los patrones.
En las Figuras | y Il se muestran los cromatogramas de una mezcla de todos los
patrones en su maxima concentracion, ensayada en modo RID y UV a 210 nm. Los

cromatogramas muestran una excelente separacién de los acidos organicos, glicerol y
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etanol en el analisis por RID, y de acidos organicos en el caso del UV. El problema se
plante6 con la determinacién de los azucares, ya que el malico no se separa
totalmente de la fructosa y glucosa. En este caso, es posible cuantificar la fructosa y
glucosa si se encuentran al menos 5 veces mas concentradas que el malico, es decir
15-20 g/l, y la muestra se diluye. Los tiempos de retencion de los acidos organicos son
similares a los reportados por Bell y col (1991), que emplearon condiciones de
separacion parecidas. Por el contrario, en el trabajo de Falqué y Fernandez (1996) con
el mismo caudal de elucion, los tiempos de retencion son el doble, pero en ese caso
se emplearon dos columnas Aminex HPX-87H. En ese trabajo los picos de succinico y
lactico se encuentran invertidos, por lo que se asume que hay un error en asignar los
picos del cromatograma. En el UV solo se detectan los picos de fructosa y los acidos
organicos, ya que absorben a 210-214 nm, no asi el glicerol, etanol y glucosa. En este
cromatograma la muestra no contenia malico. Las curvas de calibracién para todos los
compuestos ensayados mostraron un excelente ajuste lineal en el rango ensayado (R?
> 99 %).
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Figura I. Cromatograma de patrones con la integracién de las areas, detector indice
de refraccién. Los ndmeron indican los tiempos de retencion. Ci: citrico (0,5 g/l), Glu:
glucosa (9 g/l), Fru: fructosa (9 g/l), Suc: succinico (2,0 g/l), Lac: acido lactico (3,8 g/l),
Gli: glicerol 8,0 g/l), Acet: acético (2,1 g/l), EtOH: etanol (10% v/v). El pico que eluye a
los 9,46 min (entre glucosa y fructosa) corresponde al acido malico (3 g/l).
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Figura Il. Cromatograma de patrones con la integracion de las areas, detector
arreglo de diodos UV 210 nm. Los numeron indican los tiempos de retencién. Ci:
citrico (0,5 g/l), Fru: fructosa (9 g/l), Suc: succinico (2,0 g/l), Lac: acido lactico (3,8
g/l), Acet: acético (2,1 g/l). Los tiempos de retencion son inferiores a los observados
con RI, ya que los detectores estan conectados en serie. El patrén para este
cromatograma se preparé sin malico.

V. Tratamiento con polivinilpirrolidona (PVPP).

En el trabajo de Falqué y Fernandez (1996) las muestras de mosto y vino blanco no

recibieron tratamiento alguno y solo se filtaron por membrana de 0,45 um para retener

particulas. En este trabajo, y teniendo en cuenta que las muestras a analizar

provenian de uvas tintas, se decidio tratarlas con PVPP, que es un polimero insoluble

derivado de la pirrolidona con una alta afinidad por los polifenoles (Figura Ill).

http://www.stdpovidone.com/nvp-crosslinked-polymer/insoluble-polyvinylpyrrolidone-pvpp-25249-54.html
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El PVPP es un clarificante empleado con diversos fines en enologia, entre ellos la
eliminacion de taninos astringentes y amargos, sabores vegetales, proteinas
desnaturalizadas, etc. Las concentraciones tipicas oscilan entre 0,3 y 0,6 g/l (Sims et
al, 1995). El mecanismo de adsorcion de los polifenoles al PVPP se basa en la
formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos fendlicos y el oxigeno del grupo
amida del anillo pirrolidona del PVPP (Laborde et al, 2006). Al centrifugar la muestra
se elimina el PVPP y los compuestos adsorbidos. La hipotesis fue que el tratamiento
con PVPP permitiria una mejor visualizacion de los picos y al mismo tiempo
disminuiria la carga de contaminantes de la columna. Para poner a punto la técnica se
realizaron ensayos siguiendo el siguiente protocolo: en un tubo eppendorf de 2 ml se
colocaron 20 mg de PVPP y 2 ml de la solucién a tratar. La mezcla se agité en un
agitador rotatorio a temperatura ambiente entre 15 y 30 min, y luego se centrifugé a
10000g x 5min. El sobrenadante corresponde al obtenido en una etapa de adsorcion.
Para aumentar el numero de etapas de decoloracidon se repitié el tratamiento con el

sobrenadante.

VI. Ensayo preliminar de adsorcion de los patrones.

Los primeros ensayos se efectuaron con los patrones disueltos en agua, debido a la
presencia de acidos organicos en el patron; el pH de la mezcla fue de 4-5. Se
realizaron dos etapas de adsorcion de una hora cada una con la solucién patrén, y se
compararon los cromatogramas del patrén con y sin tratamiento. Ambos
cromatogramas resultaron iguales, con diferencias en las areas (duplicados o
triplicados) de 3,6 % en promedio, observandose que las muestras tratadas con PVPP
tienden a dar areas menores. Este resultado indicé que los acidos organicos,

azucares, glicerol y etanol no son significativamente adsorbidos por el polimero.

VII. Cinética de adsorcion de pigmentos y compuestos fendlicos.

Para evaluar el empleo de PVPP en los mostos y vinos se estudio el tiempo de
contacto y el numero de etapas en la adsorcion con una muestra de mosto Isabella. La
muestra se traté durante un tiempo total de 60 min a temperatura ambiente. A
intervalos de tiempo determinados, se detuvo el agitador, se retir6 el eppendorf y se
centrifugd 10 segundos en una centrifuga de mesa (LABNET international Inc. Korea);

luego de tomar una muestra, se resuspendio el pellet y se continud con la agitacion. El
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sobrenadante se diluyé en HCI 1.0N para la medicidén espectrofotomeétrica en el visible
y UV. Los valores de A520 nm muestran que la adsorcién fue rapida, los pigmentos
asociados principalmente a los antocianos disminuyeron a un 45 % de su valor inicial
luego de 5 min de tratamiento y se estabilizan en un valor residual de 34 %. Los
compuestos que absorben en el UV, que incluye también a los antocianos (Giusti and

Wrolstad, 2001), siguieron una cinética similar (Figura 1V)
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Figura IV. Cinética de adsorciéon con PVPP. Muestra: mosto de uva Isabella v18. Las
absorbancias iniciales fueron 17, 133 y 505 para 520, 280 y 210 respectivamente.
Las muestras de mosto se tomaron a diferentes tiempos, se diluyeron con HCI 1,0 N;
1:35 para visible y 1:400 para UV.

VIIl. Efecto del nimero de etapas de adsorcion.

Se realizdé un ensayo para determinar la adsorcion en funciéon del numero de etapas
de tratamiento con PVPP. Para el ensayo se utilizaron muestras de mosto Isabella v18
y muestras vinos Isabella y vinos comerciales de V. vinifera: variedad Merlot y
Cabernet (familia Martinez Crocce) y Malbec (DADA). El tiempo de contacto en cada
etapa fue de 30 min para asegurar que la adsorcidon alcanzara el equilibrio. En la

Figura V se presentan los resultados.
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Figura V. Efecto del numero de etapas en la adsorcién con PVPP. Muestras: mosto
de uva Isabella v18, vinos Isabella, Cabernet, Merlot y Malbec. En cada etapa la
muestra se incubd una hora con agitacion a temperatura ambiente con 20 mg
PVPP. Para la medida de A520 los sobrenadantes se diluyeron con HCI 1,0 N.

Se observo que la adsorcion fue mas eficiente con mosto o vino de Isabella, ya que
con una sola etapa la adsorcion se adsorbio cerca del 80 %. En las muestras de V.
vinifera se requirieron al menos dos etapas para una adsorcion equivalente, con
excepcion de la muestra de Merlot. Con tres etapas, las muestras tendieron a reducir
en un 90% el contenido de pigmentos. Las medidas en el UV siguieron un patrén
similar. Luego de dos etapas de adsorcién la disminucion relativa de la absorbancia a
280 nm fue: Malbec 82%, Cabernet 84%, Merlot 66 %, Isabella 84 % y mosto Isabella
72 %.

IX. Cromatogramas de muestras con y sin tratamiento con PVPP.

En las Figuras VI y VII se comparan cromatogramas con detector UV y RID de una
muestra de vino Isabella sin y con tratamiento PVPP (3 etapas). Se observd un
cromatograma mas limpio en la muestra tratada con PVPP, en particular en los

primeros tiempos de retencion.

267



0.50-
] s
- = Mosto Isabella UV210
0.60— w
5 1
< .40
] 3
0.204 Fa
] - ik
] 0 | it
0.00- — ___‘__/_-\-‘\__‘_\—‘_
—_—_—mnm
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1800 12.00 2000 2200 2400 2600 23.00 30.00
Minutes
0.80
0.60] Mosto Isabella UV210 (PVPP)
3 0.40
1 @
0.20 o @ =t
B8 X 3 ZEe @ b
1 o= ~ o omE ps o
1 & = o % o - al
1 : - — —
o.00d - LN S - _— —
— _—
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1300 2000 2200 2400 2600 2800 30.00
irutes

Figura VI. Cromatogramas (UV210) para muestra de vino Isabella sin y con
tratamiento PVPP (3 etapas).
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Figura VII. Cromatogramas para muestra de vino lIsabella sin y con
tratamiento PVPP (3 etapas).
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X. Comparacion de resultados HPLC con analisis fisicoquimicos del INV.

En la Tabla | se presentan datos de productos de fermentaciéon, comparandose
valores del INV con los obtenidos por HPLC para etanol, glicerol y acético con detector
RID, y por otra parte datos comparativos de lactico, succinico y acético empleando
RID y UV. Para glicerol, acético y lactico una prueba t pareada no mostro diferencias
estadisticas (p < 0,05) entre las dos mediciones (HPLC, INV); en cambio, si las hubo
para etanol Los datos de succinico en el UV fueron inconsistentes en las muestras de
vinos de V. vinifera. El dato mas llamativo fue la diferencia entre la acidez volatil y los
datos de acético en los vinos de Isabella, lo cual no se observd en los vinos de V.
vinifera. Este resultado amerita ser confirmado, ya que el principal compuesto que
aporta a la acidez volatil de un vino es el acido acético, lo que no ocurrié en estos

vinos.
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Tabla I. Datos del HPLC y del INV para diferentes vinos de Isabella y de V. vinifera.

Acético HPLC Lactico HPLC Succinico HPLC
Muestra de Glicerol (g/1) Etanol (%)  Acidez volatil* (g/) (g/l) (g/l)

vinos HPLC  INV  HPLC INV INV RID UV RID UV RD UV
IsA 6,9 6,9 92 97 0,58 02 0.2 1,24 1,37
IsB 6,3 6,4 97 97 0,55 015 0,19 1,24 1,42
IsC 6,8 7.4 9,25 94 0,55 015 0,2 1,2 1,42
IsD 6,6 6,6 9,65 9,6 0,49 012 0,12 - 1,2 1,73
IsE 6,25 7,1 94 94 0,52 015 0,15 - 1,2 1,69
MER 4,5 6,5 11,9 12 0,74 09 0,73 71 71 1,3 3,92
CAB 10,5 9,9 11,95 12 0,52 043 0,39 33 34 1,3 9,7
MAL 10,7 10,6 12 12 0,65 059 0,49 345 38 1,25 945

*expresada en acético (g/l). MER: Merlot; CAB: Cabernet; MAL: Malbec
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Xl. Limites analiticos del método.

En la Tabla Il se presentan algunos datos del método de HPLC con patrones
tratadados con PVPP (una sola etapa). Para el andlisis de los datos se tom6 como
referencia la guia de MacDougall & Crummett (2006).

Tabla Il. Calibracién de patrones para HPLC tratados con PVPP (detector RID).

Compuesto tr (m) m s Rango (g/l) LOD LOQ
Citrico
Glucosa 9,55 217178 38200 0,6-12 0,87 2,17
Fructosa 10,3 249442 44415 0,6-12 0,87 2,17
Succinico 12,6 160800 7265 0,15-3,0 0,19 0,47
Lactico 13,4
Glicerol 13,9 176930 1768 0,5-10 0,041 0,1
Acético 15,9 102543 1738 0,15-3,0 0,19 0,47
Etanol 22,1 704614 75261 0,6-13 0,44 1,1

Detector RID. tr: tiempo de retencion; m: pendiente; s: error estandar de la estimacion,
LOD: limite de deteccion; LOQ: limite de cuantificacion.

XIl. Resultados de las fermentaciones espontaneas v15, v16, v17.

En las tablas Ill, IV y V se detallan los resultados de los analisis fisicoquimicos y
microbioldgicos de las distintas réplicas de las fermentaciones espontaneas v15, vi16 y
v17 respectivamente. En la figura VIII se muestra la evolucion de la poblacién
microbiana en dichas fermentaciones.
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Tabla Ill. Fermentacion de Isabella v15.

Dias de Réblica Alcohol °Brix Azucar residual FIG Glicerol Recuento viable % Saccharomyces
fermentacion P (% VIv) ) (g (UFC/ml) ° y
VR1 <04 17 3,50E+06 nd
2 dias VR2 <04 165 6,80E+06 nd
VR3 <04 17 3,10E+06 nd
o VR1 43 12 77 074 57 2.1 5E+07 nd
1as VR2 48 12,8 71,5 061 59 2,19E+07 nd
(tumultuosa)
VR3 45 12,4 82 064 58 4,0 E+07 nd
o i VR1 56 8 37 068 67 2,40E+06 2,08
1as VR2 6 8 36,6 0,63 6,40E+06 1,5
(descube)
VR3 46 9 40 054 62 9,20E+06 nd
VR1 8,9 55 7,49 4,20E+05 75
15 dias
Jod VR2 9 55 <LQ 7.9 6,10E+03 100
(1° trasiego)
VR3 8,9 55 6,5 1,06E+05 100

Datos iniciales mosto (promedio tres réplicas): Brix:17,3 (azucar 159 g/l), pH 2,99, AT: 0,8 %; YAN 204 mg/l. Azucar: suma de fructosa y glucosa;
F/G relacion fructosa/glucosa, LQ limite de cuantificacion. Azudcar y alcohol determinados por HPLC. Nd: no detectado en la dilucién menor
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Tabla IV. Fermentacion de Isabella v16.

Dias de Réplica Alcohol °Brix Azucar residual FIG Glicerol Recuento viable % Saccharomvces
fermentacion P (% viv) (g (gl (UFC/mI) o Saccharomy
VR1 <0,5 19.5 1,48E+07 nd
2 dias VR2 <0,5 19,8 1,68E+07 nd
VR3 <0,5 19,5 6,00E+06 nd
5 di VR1 41 15 114 0,915 4,7 3,60E+08 26,6
1as VR2 3,8 15 117 0,9 43 2,28E+08 19
(tumultuosa)
VR3 6,5 11,5 90 0,875 5,5 7,70E+08 76,5
VR1 11 3,50E+08 100
6 dias VR2 12 4,20E+08
VR3 9
VR1 10,9 5,5 7,3 2,91E+07
8 dias
VR2 11,1 5,5 <LQ 7,4 3,30E+07 100
(descube)
VR3 10,9 6 6,9 1,84E+07

Datos iniciales mosto (promedio tres réplicas). Brix: 20,3 (azucar 195 g/l), pH: 3,12; AT: 0,66 % ; YAN: 149 mg/l. Azucar: suma de fructosa y glucosa; F/G:
relacién fructosa/glucosa, LQ: limite de cuantificacién. Azucar y alcohol determinados por HPLC. Nd: no detectado en la dilucion menor.
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Tabla V. Fermentacion de Isabella v17.

Dias de Réoli Alcohol °Bri Azucar residual FIG Glicerol Recuento viable % Saccharomvees
fermentacion | CP'C%  (%vlv) X (g/) (g/) (UFC/mI) ° y
VR1 0,55 17,4 148 1,03 0,8 2,25E+07 < 0,01
2 dias VR2 0,56 17,5 152 1,05 0,85 3,96E+07 < 0,01
VR3 0,79 17,4 150 1,03 1,1 3,20E+07 < 0,01
VR1 6,9 11 43 (57) 1 5,3 4,50E+108 84
4 dias
VR2 11
(tumultuosa)
VR3 6,8 10.9 68 1,03 5,2 4,40E+108 70
6 di VR1 9,1 55 6,1 7,40E+07
as VR2 96 55 <LQ 5,8 4,40E+07 > 99 %
(descube)
VR3 9,5 6 4,70E+07

Datos iniciales mosto (promedio tres réplicas). Brix: 17,4 (azucar 163 g/l) ; pH: 3,32; AT: 0,74 %; YAN: 207 mg/l. AzGcar: suma de fructosa y
glucosa; F/G: relacién fructosa/glucosa, LQ: limite de cuantificacién. Azucar, glicerol y alcohol determinados por HPLC
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