PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
FACULTAD DE AGRONOMIA E INGENIERIA FORESTAL
DIRECCION DE POSTGRADO E INVESTIGACION
MAGISTER EN FISIOLOGIA Y PRODUCCION VEGETAL

ENCAPSULACION Y EVALUACION DE LA CEPA DE Pichia Kluyveri
YCPUCS83 EN CO-FERMENTACIONES CON S. cerevisiae EC1118 EN
MOSTO SINTETICO

Tesis presentada como requisito para optar al grado de
Magister en Fisiologia y Produccion Vegetal
Por:

Francisca Andrea Riquelme Toledo

Comité de Tesis
Profesor guia: Dr. Liliana Godoy Olivares
Profesores informantes:
Edmundo Bordeu S.
Consuelo Ceppi De Lecco |.

Enero, 2023

Santiago de Chile



Agradecimientos

El presente trabajo ha sido posible gracias a la Pontifica Universidad Catdlica de
Chile y a la facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, institucion que fue mi segundo
hogar por largo tiempo, en donde mi formacion ha sido completa tanto en valores
académicos como humanos y le agradezco por darme la oportunidad de conocer amigos

y profesores que me ayudaron en mi crecimiento profesional y personal.

El comienzo de esta investigacién coincidid con mi insercién en el mundo de la
enologia en distintas viilas que me han dado la oportunidad de fortalecer mis
conocimientos y entrar al mundo laboral. Dentro de todo este tiempo, siempre tuve el
apoyo de mi profesora guia Liliana Godoy Olivares, quien ha estado muy presente en mi
formacion como profesional e investigador en el mundo enoldgico, mostrandome el
enorme mundo de la microbiologia enoldgica. Sin duda ella ha sido un pilar fundamental
para culminar esta etapa de mi carrera, siempre creyendo en mis capacidades y

habilidades. Querida Lily, muchas gracias por tu paciencia, consejos y carifio.

Gracias al Laboratorio de Microbiologia y Genética de Levaduras de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile que permitid llevar esta investigacién a cabo, asi como
también agradezco el apoyo, la alegria y colaboracion del gran equipo que lo compone,

para todos ellos un abrazo grande.

A mi familia por darme siempre su apoyo permanente, entrega y amor, por estar

conmigo y ser mi soporte, lo mas fundamental.



Dedicado a mi esfuerzo de tantos afos, gracias a mis padres Ximena y Juan

a mi hermana Loreto

Y a toda persona que sienta pasion por la enologia y microbiologia



INDICE

11 Abstract

5

2. Antecedentes 6
Pichia kluyveri 7
Encapsulacion de levaduras como una via de proteccion 9
3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS 10
3.1 Hipotesis 10
3.2 Objetivo general 10
3.3 Objetivos especificos 10
4. MATERIALES Y METODOS 11
4.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 11
4.2 Recuento celular 11
4.3 Encapsulacion 11
4.4 Fermentaciones 12
4.5 Caracterizacion de mosto y vino 13
4.6 Viabilidad de P. kluyveri YCPUCS83 13
4.7 Perfil Aromético 13
4.8 Analisis estadistico 14
5. Resultados y Discusiones 14
5.1 Encapsulacion de Pichia kluyveri 14
5.2 Cinética de fermentacion y parametros fermentativos 16
5.3 Caracterizacion quimica 20
5.4 Viabilidad de P. kluyveri YCPUC83 22
5.5 Andlisis del perfil sensorial de los vinos. 23
5.5.1 Analisis de Componentes Principales 26
5.5.2 Nivel de aceptacion de los vinos 27
6. Conclusion 29
7. Resumen 30
8. Referencias 31
9. Anexos 38



ENCAPSULACION Y EVALUACION DE LA CEPA DE Pichia kluyveri YCPUC83
PARA SU USO EN CO-FERMENTACIONES EN MOSTO SINTETICO

Francisca Andrea Riquelme Toledo

Pontificia Universidad Catdlica de Chile

1.1 Abstract

Francisca Riquelme Toledo. Encapsulacion y evaluacion de la cepa de Pichia
kluyveri YCPUCS83 para su uso en co-fermentaciones en mosto sintético. Tesis,
Magister en Fisiologia y Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia e Ingenieria

Forestal, Pontificia Universidad Catolica de Chile. Santiago, Chile.

Pichia kluyveri is a Non-Saccharomyces yeast that is characterized by its contribution to
the aromatic potential of wines. However, it only survives in the first stage of fermentation
before Saccharomyces cerevisiae completely dominates the medium. The main objective
of this study was to evaluate the potential organoleptic contribution that Pichia kluyveri
YCPUCB83 has on the aromatic profile of wines obtained in co-fermentation with
Saccharomyces cerevisiae EC1118. A sodium alginate-based medium that allows P.
kluyveri to be encapsulated was evaluated in order to ensure its viability until the end of
fermentation. Then, fermentations with encapsulated and non-encapsulated P. kluyveri
were carried out in co-fermentation with S. cerevisiae EC1118 and oenological
parameters and sensory profile of the wines were evaluated. The results of this study
suggest that the encapsulation technique in P. kluyveri YCPUCS83 turns out to be an
interesting and innovative alternative for the oenological industry, since it is capable of
improving fermentation performance, ensuring viability at the end of fermentation without
affecting oenological parameters. On the other hand, co-fermenting with yeast improves
the sensory profile of wines, as it demonstrates a clear trend in obtaining floral, fruity and

tropical aromas compared to wines obtained by fermentation with S. cerevisiae EC1118.

Key words: Wine Aroma, Pichia kluyveri, Sodium alginate, Encapsulation, co-

inoculation



2. Antecedentes

La creciente demanda de consumo del vino junto con el aumento en la
competicion y globalizacion del sector, han hecho necesario que los productores de vino
se enfrenten a la necesidad de lograr mejores caracteristicas organolépticas para poder
satisfacer las necesidades del mercado ofreciendo productos distintivos y con alto valor
agregado. Para esto, existen alternativas focalizadas en el area de investigacion
microbioldgica en torno a la seleccion de levaduras de tipo no-Saccharomyces, ya que
se ha demostrado que su uso mejora la fermentacion vinica y potencia la formacion de
compuestos volatiles que ayudan a la extraccién de aromas provenientes de la piel de la
uva, tales como terpenos y tioles (Padilla et al., 2016). Esto otorga la posibilidad de crear
productos vinicos mas complejos, aportando a la variabilidad y tipicidad, resultando ser
una alternativa interesante y atractiva para el consumidor, al combinar la innovacion
enolégica manteniendo el respeto a la tradicién y el terroir (Tronchoni, et al., 2017). El
desafio que enfrentan los endlogos gira en torno a mejorar los procesos fermentativos
en la elaboracion del vino que apunten a obtener una mayor complejidad organoléptica
en especial aromatica, para lo cual es necesario entender que existe en la actualidad
una demanda en la blsqueda de nuevas cepas de levaduras que deben ser capaces de
innovar y adaptarse a diferentes estilos de vinos y condiciones hostiles propias del

mosto.

Las levaduras, ademas de transformar el azucar en etanol, también generan
compuestos aromaticos voléatiles que dependen de la cepa y del metabolismo del
microorganismo teniendo un papel esencial en las caracteristicas organolépticas del vino
(Jolly et al., 2006). En las fermentaciones, la utilizacién de levaduras del tipo no-
Saccharomyces es cada vez mas frecuente al tener un alto potencial en la produccion
de metabolitos secundarios y enzimas como [B-glucosidasas, que permiten expresar
aromas, que en principio son no-volatiles, en volatiles contribuyendo a la formacién de
aromas primarios y secundarios, lo cual es una caracteristica que no posee la levadura

fermentativa por excelencia Saccharomyces cerevisiae (Padilla et al., 2016).

Si bien, el mosto de vino contiene levaduras no-Saccharomyces de forma natural
proveniente del campo o bodega, éstas estan mayor en cantidad durante los primeros

2-3 dias de la fermentacién alcohdlica y luego son rapidamente reemplazadas por



levaduras que tengan una mayor capacidad fermentativa, ya que a partir de la
produccién de un 4% de etanol, estas levaduras descienden en nimero debido a su alta
sensibilidad frente al etanol y a las condiciones anaerébicas del medio, pudiendo asi S.

cerevisiae imponerse durante el proceso fermentativo (Luyt, 2015; Hu et al., 2018).

En la actualidad, la estrategia habitual para la elaboracién del vino implica la
inoculacion de cepas seleccionadas de S. cerevisiae, en forma de levaduras secas
activas (LSA), presentando ventajas como la reduccion de la fase de latencia, la
fermentacion rapida y completa del mosto, asegurando una gran reproducibilidad en el
producto final (Krieger-Weber, 2009). Sin embargo, la practica del monocultivo con S.
cerevisiae también provoca una estandarizacion de los vinos obtenidos producto de la
reduccién en la diversidad de otras poblaciones microbianas involucradas en la
fermentacion alcohdlica (Romano, et al., 2003). Es por esto que en las Ultimas décadas,
estudios sobre las levaduras no-Saccharomyces han demostrado su gran potencial en
la mejora de la calidad de los vinos, desde un punto de vista tecnol6gico como sensorial
y se han desarrollado estrategias de co-inoculacién (simultanea o secuencial) con S.
cerevisiae, con resultados favorables en cuanto a su aportacion al vino y su influyente
aporte a nivel ecolégico (afectando la dominancia de S. cerevisiae) y a nivel
organoléptico a través de la produccién de metabolitos especificos segln tipo de
levadura (Belda et al., 2017; Benito et al., 2019).

Pichia kluyveri

P. kluyveri es una levadura dentro del grupo de las no-Saccharomyces que puede
mejorar las propiedades organolépticas de productos fermentados. En la actualidad, se
han descrito diferentes especies de Pichia como P. fermentans, P. membranifaciens, P.
occidentalis, P. terricola, P. manshurica, P. kudriavzevii, y P. kluyveri (Vicente, et al.,
2021).

En particular, P. kluyveri posee un metabolismo que permite incrementar la
concentracion de moléculas volatiles como los ésteres afrutados vy florales, terpenos y
tioles, los cuales son compuestos aromaticos que mejoran significativamente la calidad
de vinos varietales y se potencian en mayor medida en presencia de las enzimas B-liasa

y B-glucosidasa, las cuales enriquecen aromas varietales en variedades terpénicas como



Moscatel y variedades tidlicas como Sauvignon blanc, Riesling y Verdejo (Ruiz, et al.,
2019). Otros reportes indican que el uso de P. kluyveri en fermentaciones secuenciales
con S. cerevisiae promueve la acumulacién de alcoholes complejos, terpenos totales y
en tioles totales, aumentando incluso en 6 veces la produccion de 3-MH (3-
Mercaptohexan-1-ol) y 3-MHA (3-Mercaptohexilo) que otorgan aromas tropicales a
maracuya, pomelo y hierbas en el Sauvignon Blanc, en comparacién a fermentaciones

puras con S. cerevisiae (Benito, A., et al., 2019; Anfang et al., 2009).

P. kluyveri es considerada una levadura de bajo poder fermentativo ya que solo
puede fermentar hasta un 4-5% (v/v) de etanol, lo que se traduce en una capacidad
insuficiente de fermentacién para la produccién de vinos regulares o vinos espumosos,
haciendo imprescindible su combinacion con una levadura fermentativa como lo es S.
cerevisiae para la vinificacion (Contreras, et al., 2014; Gutiérrez, et al., 2018). Aunque si
bien, las cepas del género Pichia son sensibles al etanol y acetato (Passoth, et al., 2006),
muestran tolerancia a alta presion osmética, y son eficientes en sus mecanismos de

adaptacion a factores de estrés (Walker, 2011).

Sin embargo, existen estudios que avalan que P. kluyveri tiene el poder
fermentativo suficiente para producir otras bebidas como sidra y cerveza de 3,2% (v/v)
sin ayuda de una S. cerevisiae (Vicente, et al., 2021). Por otro lado, Mewa-Ngongang et
al. (2019), describen que P. kluyveri tiene la capacidad de ser un agente biocontrolador,
pudieron secretar compuestos extracelulares crudos con actividad de inhibicién del
crecimiento contra Dekkera bruxellensis y Zygosaccharomyces bailii, levaduras
conocidas de deterioro en bebidas derivadas de frutas, promoviendo la muerte de
agentes indeseados en bebidas fermentadas, siendo ventajosa su utilizacién. Otros
estudios también avalan el uso de P. kluyveri como antagonista para aplicaciones de
control biolégico como alternativa a los conservantes quimicos, debido a su actividad

antimicrobiana incluso contra Botrytis cinerea. (Crafack, et al., 2013; Bruto, et al., 2018).

Respecto al mercado, en la actualidad existen cultivos iniciadores comerciales a
base de P. kluyveri, destacando WLP605 (Vintner's Harvest®, Yakima, WA, EE. UU.),
gue actia aumentando aromas florales y de pétalos de rosa en la fermentacion,
mejorando el aroma de los vinos. FROOTZEN® (Hansen ®, Hoersholm, Dinamarca),
ayuda a conseguir vinos blancos y rosados mas afrutados y tropicales, ademas de vinos

tintos que resultan ser elegantes y frescos, aumentando la produccion de aromas



varietales (ésteres, acido lactico y tioles volatiles como mercaptohexanol (3-MH) y
acetato de mercaptohexilo (3-MHA) (Petruzzi et al., 2017; Roudil et al.,, 2019,

Chr.Hansen, s.f).

Encapsulacién de levaduras como una via de proteccion

La encapsulacién es un sistema de proteccién usado como estrategia para
mejorar la viabilidad de microorganismos que se desempefian en ambientes adversos,
proporcionandole una alta estabilidad fisicoquimica y un minimo impacto en las
propiedades organolépticas (Bueno, et al., 2013). La microencapsulacién es definida
como la tecnologia de empaquetamiento de soélidos, liquidos y gaseosos con materiales
de recubrimiento de distinta naturaleza, para dar lugar a capsulas de tamafio
micrométrico denominadas microesferas, que pueden liberar su contenido de manera
controlada bajo la influencia de condiciones especificas (Champagne, et al., 2007). En
los ultimos afios, se ha investigado en la industria enoldgica tecnologias de
inmovilizacion para las levaduras y se han descrito que los sistemas de inmovilizacion
aumentan la productividad, reducen los costes de proceso y también influyen en el
metabolismo de las levaduras y, en consecuencia, en las caracteristicas organolépticas
del producto final (Puig, et al., 2010). En el sector vinico, el sistema de inmovilizacién
mas utilizado ha sido la encapsulacién de levaduras de tipo Saccharomyces en alginato
célcico, compuesto organico que se obtiene de algas marinas y que se usa tanto en el
sector alimentario como en el farmacéutico (Puig, et al., 2010). En este sentido, el
alginato de sodio se ha estudiado como material encapsulante y de recubrimiento
efectivo cominmente usado en probiéticos, debido a que es un polimero de facil acceso,

baja viscosidad y alta reactividad con los iones calcio (Ortiz, et al., 2021).

La utilizacién de levaduras encapsuladas en esferas de alginato se ha aplicado
sobre todo en el proceso de elaboracion de vino espumoso ya que presenta grandes
ventajas en la etapa de clarificacion y deguelle de las botellas, por la rapidez con que
sedimentan las levaduras en el cuello de éstas (Fumi et al., 1988). En cuanto a producto
comercial de levadura inmovilizada en alginato, existe de S. cerevisiae PRORESTART
(AEB Spa, Italia) y de Schizosaccharomyces PROMALIC (AEB Spa, Italia).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis
El uso de la cepa Pichia kluyveri YCPUCB83 encapsulada en alginato de sodio es

capaz de mejorar el perfil sensorial de vinos sintéticos cuando se usa en esquemas de

co-fermentacion con Saccharomyces cerevisiae EC1118.

3.2 Objetivo general
Evaluar la potencial contribucién organoléptica que Pichia kluyveri YCPUC83

tiene sobre el perfil aromético de los vinos sintéticos obtenidos en co-fermentacion con

Saccharomyces cerevisiae EC1118.

3.3 Objetivos especificos

1. Crear y validar un protocolo de encapsulacién en base a alginato de sodio que

recubre superficialmente a la levadura P. kluyveri YCPUCS83.

2. Determinar la viabilidad de P. kluyveri YCPUCB83 en ensayos de co-

fermentacion con S. cerevisiae EC1118.

3. Analizar y comparar el perfil sensorial de los vinos sintéticos obtenidos en co-
fermentacion de S. cerevisiae EC1118 y P. kluyveri YCPUCB83 y fermentaciones puras

con S. cerevisiae EC1118.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Microorganismos y condiciones de cultivo
Las cepas utilizadas corresponden a Pichia kluyveri YCPUC83 y Saccharomyces

cerevisiae EC1118™ (Lalvin, Lallemand Inc.). Ambas fueron obtenidas del cepario de
levaduras YCPUC (Yeast Collection Pontificia Universidad Catolica de Chile) del
Laboratorio de Microbiologia y Genética de Levaduras del departamento de Fruticultura
y Enologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las cepas de levaduras
seleccionadas se cultivaron en medio liquido de extracto de levadura peptona dextrosa
(YPD) (Yeast extract-Peptone-Dextrose) compuesto de 2% glucosa, peptona al 0,5% y
extracto de levadura al 0,5%). Ambas cepas se mantuvieron en agitacion a 150 rpm
durante 24 horas a 28°C. Posterior a ello, las cepas fueron sembradas en agar YPD a 4

°C hasta su uso.

4.2 Recuento celular
Para la cuantificacion de células correspondientes a las cepas seleccionadas se

utilizé una camara de Neubauer (Camara de Neubauer Improve; Precicolor, HBG,

Alemania).

4.3 Encapsulacion
Un cultivo de P. kluyveri YCPUCS83 fue centrifugado en volumen de 1 mL a 2000

g durante 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se descarté el sobrenadante y
se obtuvo un pellet de la levadura, repitiendo este proceso 4 veces. Luego, el pellet se
llevé a un tubo con YPD fresco y se mezclo con una solucion de alginato de sodio 2,27%

y se dejé homogeneizando por 12 horas a temperatura ambiente.

Para la obtencion de microesferas, 20 mL de la soluciéon de alginato con la
levadura fueron depositados sobre 40 mL de solucion estéril de CaCl, x 2-H,O 0,1 M
usando una boquilla de jeringa, generando gotas, las que en contacto con la solucion
forman la capsula de gel (Ramirez, 2017). El tamafio de las microesferas obtenidas

depende proporcionalmente del diametro de salida de la jeringa (De Vos, et al., 2010).
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Una vez formadas las microesferas, se lavaron con agua destilada estéril para
eliminar el exceso de cloruro de calcio y a continuacién se masaron en una balanza

digital para conocer el peso en gramos que se obtuvo

4.4 Fermentaciones
Para obtener el mosto y posteriormente realizar la fermentacion alcohdlica, se

prepararon 500 mL de mosto sintético siguiendo la metodologia propuesta por Novo, et
al. (2014), el cual contiene un alto contenido de aztcar (120 g-L~' glucosa, 120 g-L~’
fructosa, 1,7 g-L~' YNB sin sulfato de amonio ni aminoéacidos, 6 g-L~7 &cido citrico, 6
g-L~" &cido maélico, 1,5 g-L~7 clorhidrato de amonio y 30 mg-L~" de disulfito de potasio),
La preparacion fue pasteurizada a 60 °C por 30 minutos previo a su utilizacion. La unidad
experimental corresponde a los 500 mL de mosto sintético y la unidad muestral a los 45
mL de este mosto que seran dispensados en cada tubo de fermentacién para realizar

los ensayos de esta investigacion.

Los ensayos de fermentacion se llevaron a cabo en 45 mL de mosto sintético
contenidos en tubos falcén los cuales en sus tapas contenian una perforacion la cual
conecta con una manguera de silicona estéril dirigida hacia un recipiente con agua para
permitir la liberacion del CO,. Las fermentaciones se realizaron en duplicado y se
almacenaron en una caja cerrada en condiciones estaticas a 16 °C durante el proceso.
Se sigui6 el progreso de la fermentacién de forma diaria mediante la cuantificacion de la
pérdida de peso por liberacion de CO,, las fermentaciones se consideraron terminadas

cuando la pérdida de peso en el transcurso del tiempo se hizo un valor constante.

En este estudio, la relacién del in6culo de S. cerevisiae EC1118 y P. kluyveri
YCPUCS83 para todas las fermentaciones fue de 1:1, ambos con una poblacion inicial de
1x10° cel - mL~". Los ensayos de fermentacion fueron denominados por sus siglas FSc
para S. cerevisiae EC1118; FSc/Pk; para P. kluyveri encapsulada (microesferas) en co-
fermentacion con S. cerevisiae EC1118 y FSc/Pk; para P. kluyveri en co-fermentacion

con S. cerevisiae EC1118.
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4.5 Caracterizacion de mosto y vino sintético
Con el fin de caracterizar los mostos antes de iniciar la fermentacién alcohdlica

del vino, se realizaron analisis quimicos tales como medicién de pH mediante un pH-
metro Orion 5 Star (Singapore), el cual fue previamente calibrado mediante el empleo de
soluciones estandar recomendadas por el fabricante. Para la determinacion de grados
Brix se utiliz6 un refractdémetro, el cual fue calibrado previamente con agua destilada a
temperatura ambiente. En cuanto a la densidad, se determind usando un picnémetro y
para la cuantificacion de glucosa, amonio y nitrgeno amino primario (PAN) se utilizo el
“Mega Kit Enzimatico” (MEGAZYME, Irlanda).

El mosto utilizado fue preparado segun la metodologia propuesta por Novo, et al.
(2014) y se realizaron analisis quimicos previo a la inoculacién de levaduras. La cantidad
de solidos solubles fue de 21,6 °Brix, pH= 3.5, densidad 1.086 g-L~', glucosa-fructosa
220 g-L~7, amonio 479.3 (+ 0.01) g-L~" y nitrbgeno amino primario 46.2 (+ 0.003) g-L~".

4.6 Viabilidad de P. kluyveri YCPUC83
Se determiné la viabilidad de P. kluyveri YCPUC83 encapsulada y no

encapsulada mediante recuento de colonias en agar lisina. Las placas fueron incubadas
durante 48 horas a 27 °C. El resultado se expresé en unidades formadoras de colonias
(UFC).

4.7 Perfil Aromatico
Al finalizar el proceso fermentativo, 15 mL de cada ensayo de fermentacion y co-

fermentacion fueron almacenaron a 4 °C hasta su analisis. Se realizé una cata sensorial
olfativa con las muestras de vino, la cual fue llevada a cabo por un panel sensorial
compuesto por evaluadores consumidores habituales de vino y estudiantes de enologia
de dltimo afo pertenecientes al Departamento de Fruticultura y Enologia de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile. Los vinos fueron presentados a los evaluadores en copas
negras aleatorizadas con cédigos numéricos en serie de 3 digitos a una temperatura
fresca, y en cada tanda de degustacion se les hizo degustar una repeticién con sus

respectivos tratamientos. Cada degustador realizé su evaluacién en una camara

13



estandar de andlisis sensorial, en la cual ingresaban a un cubiculo de cata en forma
individual y sin un tiempo limite de degustacion.

Se realizé una prueba aromatica (Anexo 9.1) en la cual se asignaron puntajes de
0 (sin caracter percibido), 5 (caracter medianamente percibido) y 10 (caracter altamente
percibido) para los siguientes atributos: Vegetal, Fruta citrica, Fruta tropical, Levadura,
Floral y Especias. También se asignaron valores para la aceptacién general del vino en
la cual el panel debia evaluar con puntajes que iban del 0 al 10 (Anexo 9.2). Por ultimo,
se hizo una prueba de ordenamiento (Anexo 9.3), en la cual el evaluador debia ordenar
de mayor a menor su preferencia en cuanto a los 3 diferentes vinos, siendo 1 el vino de

mayor preferencia, 2 el medianamente preferido y 3 el menor.

4.8 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos de los andlisis de laboratorio y catas sensoriales se

analizaron mediante el programa Statgraphics Centurion version XVI.I (Statpoint
Technologies, Estados Unidos) a través de un analisis de varianza (ANOVA), aplicando
una prueba estadistica comparativa de mudltiples rangos. Los tratamientos de

fermentacion se consideraron significativos cuando los valores de p < 0,05

5. Resultados y Discusiones

5.1 Encapsulacién de Pichia kluyveri
Las levaduras no-Saccharomyces tienen un papel importante en las

fermentaciones espontaneas hasta que el nivel de etanol alcanza el 4% (v/v), pues a
partir de ese nivel, la mayoria de las especies de este grupo no toleran el contenido de
etanol presente en el medio (Benito, A., et al., 2019; Calderon et al., 2019; Hierro et al.,
2006; Liu et al., 2016). En general, los géneros de levaduras con una baja resistencia al
etanol predominan en la primera etapa de arranque de la fermentacion tales como
Hanseniaspora, Candida, Rodotorula y Pichia y aquellos géneros con resistencia
moderada al etanol persisten mas tiempo (Lachancea, Torulaspora), siendo el género
Saccharomyces el que domina el medio fermentativo hasta que se metabolizan por
completo en etanol todos los azlcares fermentables (Récker et al., 2016; Manzanares
et al., 2011; Benito, S., et al., 2019; Liu et al., 2016). Autores como Hu et al., (2018) han
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indicado que la levadura P. kluyveri es altamente sensible a las concentraciones de
etanol en el medio, por lo que, a medida que avanza la fermentacion ésta va perdiendo

viabilidad en gran medida, sobreviviendo hasta los 3-4% v/v de etanol en el medio.

En este estudio, se evalu6 un método de recubrimiento para la encapsulacion de
la levadura P. kluyveri YCPUCS83 en base a alginato de sodio con el fin de mejorar su
viabilidad durante la fermentacion. De acuerdo con lo descrito en la seccién 4.3, se
obtuvieron microesferas de 2 mm de didmetros aproximadamente (Figura 1) las cuales
fueron almacenadas en una solucion de CaCl, 0,1 M para ser utlizadas en las

fermentaciones.

Figura 1. Levadura P. kluyveri YCPUC83 encapsulada en alginato de sodio.

La microencapsulacion de levaduras tiene el fin de mejorar los procesos actuales
de produccion de vino y se presenta como una alternativa novedosa para mitigar algunos
problemas actuales de la industria. En la actualidad se ha puesto énfasis en las técnicas
de inmovilizacién de la levadura fermentativa S. cerevisiae para la produccion de bebidas
alcohdlicas, presentando ventajas clave como estabilidad y supervivencia celular, la
mejora en la productividad de fermentacién y los costos bajos de recuperacién y
procesamiento posterior (Kourkatous et al., 2004). Del mismo modo, se ha reportado la
utilizaciéon de levaduras S. cerevisiae encapsuladas en esferas de alginato de calcio en
la elaboracién de vino espumoso, ya que, de esta forma, se ha logrado aumentar la
productividad de la fermentacion y la clarificacion de los vinos, presentando ventajas en
sobre todo en el deguelle al permitir sedimentar con mayor rapidez las levaduras hacia
el cuello de la botella (Tsakiris et al., 2004; Fumi et al., 1988).
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5.2 Cinética de fermentacién y parametros fermentativos
Una vez realizada la inmovilizacion, se evalu6 la capacidad fermentativa de P.

kluyveri YCPUCS83 encapsulada (Pki), sin encapsular (Pkz) y en co-fermentaciones con
S. cerevisiae EC1118 (FSc/Pki y FSc/Pkz). En la tabla 1 se detallan los ensayos
realizados en este estudio en condiciones de laboratorio.

Tabla 1. Experimentos realizados con levadura S. cerevisiae EC1118 y P. kluyveri
YCPUCS3.

Simbologia Fermentaciones

| FSc S. cerevisiae EC1118 |
FSc/Pk, S. cerevisiae EC1118 + P. kluyveri YCPUC83 (encapsulada)
FSc/Pk; S. cerevisiae EC1118 + P. kluyveri YCPUCS83
Pk, P. kluyveri YCPUCB83 (encapsulada)
Pk, P. kluyveri YCPUCS83

Para las fermentaciones, se utilizo la cepa comercial de la levadura S. cerevisiae
LALVIN EC1118™ (Lallemand Inc, Chile) la cual se encuentra ampliamente descrita,
caracterizada y secuenciada. A nivel enolégico ha demostrado ser eficiente y rapida en
el consumo de azucares durante la fermentacion alcoholica.

El seguimiento de la cinética de fermentacion se monitore6 mediante la pérdida
de peso realizando mediciones diarias durante 16 dias. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Curvas de pérdida de peso (g-L~7) en funcion del tiempo (dias) de las
fermentaciones con cepas de levadura S. cerevisiae EC1118 y P. kluyveri YCPUCS83.
Las curvas fueron construidas con los valores promedio de las repeticiones por
tratamientos y las barras de error corresponden a las desviaciones estandar. El método
de diferencia minima significativa (LSD) fue utilizado para encontrar diferencias entre
medias. Letras diferentes dentro de una columna indican diferencias significativas al nivel

de confianza del 95%.

La fermentacion tuvo una duracién de 16 dias, determinando el final de ésta
cuando el valor de la pérdida de peso se volvié constante para cada ensayo. La
fermentacion FSc/Pk; fue la que obtuvo la mayor perdida de peso con una media de
110,5 g- L~".En lo que respecta a FSc y FSc/Pk, no existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, lo que podria sugerir que S. cerevisiae EC1118 se impuso en la
fermentacion que contenia a P.kluyveri YCPUC83 no encapsulada durante la
fermentacion.

Por otro lado, los resultados de la figura 2 sugieren que los ensayos de
fermentacion mono-inoculados con P. kluyveri YCPUC83 encapsulada y sin encapsular

(Pki1y Pk2) no tuvieron la capacidad suficiente de fermentar la totalidad de los azucares
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presentes en el mosto. Sin embargo, si presentaron diferencias significativas en estas
fermentaciones, por lo que el método de recubrimiento en P. kluyveri YCPUC83 (Pk1)

limito la pérdida de peso en comparacion a Pka.

Es comunmente aceptado que la utilizacion de una levadura no-Saccharomyces
en monocultivo no permite un acabado correcto y seguro de la fermentacién (azlUcares
residuales < 2 g/L) (Raynal, et al., 2010)

El efecto Crabtree en las células de levadura se describe como la fermentacion
preferencial de altos niveles de glucosa incluso en condiciones totalmente aerdbica, las
levaduras que muestran un efecto Crabtree son Crabtree positivas, como S. cerevisiae
(De Deken, 1966). Contrariamente, P. kluyveri es de tipo Crabtree negativa, lo que
significa que su metabolismo fermentativo en presencia de oxigeno es muy limitado y
caracteriza por ser una levadura mas bien aerébica de bajo poder fermentativo con la
capacidad de metabolizar solo glucosa (y no otros azucares), por lo que se hace esencial
su combinacion con S. cerevisiae para completar la fermentacién alcohdlica (Contreras,
et al., 2014; Gutiérrez, et al., 2018; Benito, S. et al., 2011). En este sentido, la utilizacion
de in6culos seleccionados de Saccharomyces permite asegurar un buen desarrollo de
la fermentacioén alcohdlica, lo cual se traduce en una mejora de la calidad general de los

vinos y a responder a las exigencias actuales de la industria.

Del mismo modo, para aprovechar las caracteristicas sensoriales de las
levaduras no-Saccharomyces, se han establecido herramientas de inoculacion
secuencial que permiten efectuar fermentaciones alcohdlicas seguras garantizando el
consumo total de los azuUcares. La alternancia de poblaciones de levaduras no-
Saccharomyces y a continuacion de levaduras del género Saccharomyces, contribuye a
la intensidad y complejidad aromatica de los vinos (Raynal, et al., 2010). Por otro lado,
se ha sugerido el uso de levaduras enolégicas no-Saccharomyces en co-cultivo con
cepas Saccharomyces para aumentar el contenido de glicerol (Soden et al., 2000), para
desacidificar el jugo de uva o el vino y reducir el contenido de acido acético (Bely et al.,
2008; Rantsiou et al., 2012), para potenciar la acidez total de los vinos (Mora et al., 1990;
Kapsopoulou et al., 2007) e incluso para producir vinos con un contenido de alcohol mas
bajo (Hranilovic, et al ., 2020).
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En este estudio se utilizé la estrategia de co-inoculacion o co-fermentacion para
los ensayos de fermentacion. Los resultados de la figura 2 muestran que la fermentacion
FSc/Pk; tuvo una mayor pérdida de peso (110,5 g- L") durante los 16 dias, la que es
significativa en comparacién con los otros tratamientos y los andlisis cinéticos de las
fermentaciones (Tabla 2) muestran que esta fermentacion presento6 el mayor rendimiento
fermentativo, medido como area bajo la curva (997) con diferencia estadisticamente
significativa respecto a FSc y FSc/Pk.. sin paralizaciones o retrasos importantes en la
culminacion del proceso, tal como se esperaria que pasara en una fermentacion
secuencial, siendo la co-inoculacion de P. kluyveri YCPUCS83 con S. cerevisiae EC1118

una alternativa interesante de seguir investigando en micro vinificacion.

Mientras que FSc y FSc/Pkz no mostraron diferencias entre tratamientos, siendo
FSc/Pk. el con menor rendimiento fermentativo de los 3 tratamientos. Estos resultados
sugieren que la encapsulacion de P. kluyveri YCPUC83 permite obtener un mayor
rendimiento fermentativo cuando se co-inocula con S. cerevisiae EC1118, lo que podria
estar relacionado con su viabilidad. Las levaduras del tipo No-Saccharomyces, poseen
un metabolismo fermentativo que se ve afectado por el alza del contenido del etanol (%
v/v) en el transcurso de la fermentacion debido a la competencia que se genera por S.
cerevisiae, quien termina dominando la fermentacién como han descrito autores citados

anteriormente.

Adicionalmente, y basado en los reportado por Peltier, et al., (2018), se
analizaron los parametros fermentativos de velocidad méaxima fermentativa umax (h?),

duracion de la fase lag (h) y tiempo generacional (h).

Tabla 2: Valores de parametros enoldgicos en los 3 vinos con las cepas P. kluyveri
YCPUCS83 y S. cerevisiae EC1118 mediante los 3 formatos del estudio (FSc: S.
cerevisiae EC1118; FSc/Pki: S. cerevisiae EC1118/P. kluyveri YCPUC83 encapsulada;
FSc/Pk,: S. cerevisiae EC1118/P. kluyveri YCPUCS83).
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Rendimiento Tasa Tiempo Fase lag (h)
(ABC) especifica de | generacional
crecimiento (h)
Hmax (™)
FSc 877,6 + 422 0,52 £ 0,12 1,36 + 0,32 79,19 +
11,42
FSc/Pk: 997 + 50° 0,6 £ 0,0072 1,15+ 0,012 75,3 + 222
FSc/Pks 819 + 122 0,43 £ 0,032 1,61+0,12 63,9 £ 6,22

Los ensayos de cada fermentacion fueron realizados en duplicado y los resultados
corresponden al promedio con su respectiva desviacién estandar. Los datos fueron
analizados mediante andlisis de ANDEVA vy se realiz6 una prueba de mdltiples rangos.
El método de diferencia minima significativa (LSD) fue utilizado para encontrar
diferencias entre medias. Letras diferentes dentro de una columna indican diferencias

significativas al nivel de confianza del 95%.

En cuanto a velocidad maxima de fermentacion pmax (h't), tiempo generacional
y fase lag, no existen diferencias significativas entre los 3 tratamientos. Esto es positivo,
ya que sugiere que, la presencia de la cepa de P. kluyveri YCPUC83 no afectd el
comienzo de la fermentacion, ni el transcurso y finalizacion de ésta, pudiendo ser

compatible para ser co-fermentada con S. cerevisiae EC1118.

5.3 Caracterizacion quimica
Se realizaron andlisis quimicos del vino modelo resultante, los cuales se detallan

en la tabla 3. La densidad en este estudio se calculé6 como la masa volumétrica del vino
o del mosto a una determinada temperatura mediante un picnémetro de vidrio y los
valores adecuados para un vino terminado oscilan entre 0,983-1,003 g-mL~" segin
Panreac, (2000) por lo que, segun los valores de densidad obtenidos, estos estarian
dentro del rango.

En cuanto a valores de densidad no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. En cambio, los valores de azlcares residuales

(g-L™1) si presentan diferencias, siendo el vino modelo resultante de la fermentacion
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FSc/Pk; el que dej6 una menor cantidad de azlcares residuales (0,85 (g-L~1) de

Glucosa-Fructosa respecto a los tratamientos,

Tabla 3: Composicién quimica de los vinos (g-L~"y mg-L™")

Densidad Azlcar Nitrégeno Total
QL) Residual (g-L™!) (mg-L™%)
FSc 988,5 + 3,52 4,8 +1,3% 148,37 + 8,22
FSc/Pki 983 + 0,001 0,85 + 0,032 154 + 0,32
FSc/Pka 986,5+ 0,72 6,98 + 0,65° 202,9+2,5°

Los experimentos fueron realizados en duplicado y los resultados corresponden al
promedio. Letras diferentes dentro de una columna muestran diferencias significativas
entre vinos, de acuerdo con el procedimiento de diferencia minima significativa de

Fisher (LSD) con un nivel del 95% de confianza.

En cuanto a fuentes de carbono residuales (Glucosa-Fructosa), segun la
Organizacioén Internacional del Vino (OIV) un vino se considera seco cuando contiene
menos de 2 g-L~" de azlcares residuales y se considera semiseco cuando no supera
los 12 g-L~'(OIV, 2016). En este estudio, existen diferencias significativas en los
azucares residuales que dej6é cada tratamiento que involucra a P. kluyveri YCPUCS83,
observandose que FSc/Pk; fue el tratamiento que dejé una menor cantidad de azlcares
residuales, inclusive menor a 2 g-L~' dejando completamente seco el vino y
diferenciandose significativamente del vino resultante de la fermentacion de FSc/Pk, el
cual qguedo semiseco segun la OIV.

En el analisis de la tabla 2, se comentd que FSc/Pk; obtuvo el mejor rendimiento
fermentativo, y los resultados de la tabla 3, muestran que FSc/Pk; deja la menor cantidad
de azucares residuales en el tiempo, con 0.85 g-L~' , mientras que FSc/Pk. deja 6,9
g-L~" y FSc 4.8 g-L~". Estos resultados sugieren que la inmovilizacién en la cepa P.

kluyveri YCPUCB83 permite obtener vinos secos (2 g-L~7 de azlcar residual) cuando se
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combina con S. cerevisiae EC1118 en menos tiempo de fermentacion, optimizando el

proceso.

Por otro lado, en cuanto a concentraciones de amonio, la fermentacion FSc/Pk:
dejo 160 mg-L~ de amonio residual, siendo significativamente mayor respecto a los otros
tratamientos. Esto sugiere que la cepa de P. kluyveri YCPUCS83 en forma libre y en co-
fermentacion con S. cerevisiae EC1118 no metaboliza el amonio en su totalidad, lo que
se relaciona con el alto nivel de azlcar residual que dejo la misma fermentacién.

Los compuestos nitrogenados presentes en mosto y vino desempefian una
funcién importante en la fermentacion de las levaduras y por eso su control es
imprescindible. La cantidad de estos compuestos oscila entre 60-2400 mg-L~" y lo
forman una gran variedad de moléculas: aminoacidos, amonio, proteinas, péptidos y
polipéptidos y en menor medida aminas, amidas, urea, pirimidinas, purinas, nitratos y
nitritos (Zoecklein et al., 2001, Dukes and Butzke, 1998). El Nitrégeno Amino Primario
(PAN) esta dentro del conjunto del Nitrégeno facilmente asimilable por la levadura, y es
aportado por los aminoacidos. En este estudio, no se presentaron diferencias en los

tratamientos respecto al consumo de PAN por parte de las levaduras.

5.4 Viabilidad de P. kluyveri YCPUC83
La viabilidad de las levaduras es importante para ejercer una presion ecoldgica

sobre las levaduras indigenas y permitir la implantacién (Raynal, et al., 2010). Se
considera que una célula de levadura es viable cuando es capaz de reproducirse y
existen métodos como tincibn con azul de metileno para tincibn de componentes
celulares, sin embargo, esta técnica no establece de forma directa la capacidad de
division celular, pero si evalla otros aspectos de importancia para el funcionamiento y
vitalidad celular por lo que también se emplea para obtener medidas de viabilidad
(Jenkins et al., 2011).

En cuanto a microencapsulacion de levaduras, Shi et al., (2013) han reportado
gue la carga de células encapsuladas es afectada en el tiempo por varios factores, como
el tamafio de la boquilla al momento de crear la capsula, la concentracion de polimero,
el tiempo de endurecimiento en cloruro de calcio, la concentracion celular inicial y las

condiciones del medio en el que se encuentra. Cualquier condiciéon o situacién que
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represente un estrés para la levadura (hiperosmolaridad, falta de nutrientes, contenido

de etanol, etc.) puede afectar la viabilidad celular de ésta (Pardo, et al., 2009).

Se determiné la viabilidad de P. kluyveri YCPUC83 encapsulada mediante la
metodologia descrita en el apartado 4.5. El resultado obtenido indic6 que la viabilidad de
la cepa P. kluyveri YCPUC83 encapsulada fue de un 86,26% al final de la fermentacion.
Por su parte, el recuento celular de la cepa P. kluyveri YCPUC83 sin encapsular resultd
ser 10 veces mayor, observandose crecimiento en un orden de magnitud. La diferencia
observada en la viabilidad de la levadura encapsulada y no encapsulada sugiere que la
inmovilizacion de la levadura afecta negativamente la viabilidad. Sin embargo,
observamos que en la fermentacion FSc/Pk; células de P. kluyveri se liberaron de la
cdpsula de alginato al mosto/vino, y no fueron consideradas en el recuento. En
consiguiente, determinar el factor de viabilidad en una fermentacion alcohdlica, puede
ser considerado como un buen indicador de la "calidad" de la levadura usada y de la
efectividad del método de recubrimiento propuesto en este estudio, pudiendo
considerarse como una posible ventaja para su implementacion en otros escenarios

fermentativos.

5.5 Analisis del perfil sensorial de los vinos.

Autores como Holt, et al.(2018); Michel, et al. (2016) y Saerens & Swiegers (2017)
han descrito que P. kluyveri, en fermentacién genera una elevada cantidad de acetato
de isoamilo (80 mg/l después de dos dias de fermentacién) y que también produce otros
compuestos frutales, como propionato y butirato de etilo (banana), valerato de etilo
(manzana), decanoato de etilo (frutado, manzana) y octanoato de etilo (aromas a
banana, fruta tropical, manzana, cofiac), también han reportado la capacidad de esta
especie de convertir precursores naturales presentes en las uvas en tioles
polifuncionales, que proporcionan aroma a frutas tropicales al vino y promueve la

acumulacién de alcoholes complejos, terpenos totales y en tioles totales.

Se busco evaluar el potencial organoléptico que P. kluyveri YCPUC83 entrega al
perfil aroméatico de los vinos obtenidos en co-fermentacién, en comparacion a vinos
mono-inoculados con S. cerevisiae EC1118. Para determinar la presencia del caracter

aromatico de P. kluyveri y como éste era percibido, se realiz6 una cata aromatica. Las
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evaluaciones sensoriales fueron realizadas por un panel sensorial compuesto de 20
jueces, los cuales se consideraron en su mayoria estudiantes de enologia de ultimo afio
pertenecientes al Departamento de Fruticultura y Enologia de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile, asi como también, consumidores naturales de vino. La evaluacion
sensorial se llevd a cabo en el Laboratorio de Enologia de la Facultad de Agronomia e
Ingenieria Forestal UC, en donde se utilizaron copas tulipdn de color negro
estandarizadas AFNOR recomendadas por la Organizacion Internacional del Vino (OIV).
Se realizaron pruebas de aromas tales como test de trios y andlisis de aromas segun

aromas percibidos y su intensidad.

Al término de la fermentacién alcohdlica se evalu6 el perfil aromético de los vinos
generados de los tratamientos y el control. Se analizaron 6 descriptores aromaticos y la
calidad global de cada vino que se observa en la Figura 3, en donde ademas se
representan las diferencias significativas entre vinos en cada parametro descriptivo

indicado con letras a 'y b.
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Figura 3: Analisis descriptivo de los vinos fermentados con la cepa P. kluyveri YCPUC83
y S. cerevisiae EC1118, siendo FSc: S. cerevisiae EC1118; FSc/Pki: S. cerevisiae
EC1118/P. kluyveri YCPUCB83 encapsulada en alginato de sodio; FSc/Pka: S. cerevisiae
EC1118/P. kluyveri YCPUCS83. Los datos para cada descriptor representan la media
aritmética de las puntuaciones otorgadas por los 20 catadores. Los datos fueron
analizados mediante analisis de varianza ANOVA. Letras diferentes indican diferencias

significativas en el nivel de confianza del 95%.

Los resultados muestran que el descriptor “Fruta tropical” fue estadisticamente
distinto entre FSc/Pk, en comparacion a FSc, siendo un descriptor que los degustadores
pudieron sentir en mayor proporcién en los tratamientos que implican el uso de P.
kluyveri YCPUCS83 en co-fermentacién con S. cerevisiae EC1118. Este resultado va en
linea con otros reportes que indican que el uso de P. kluyveri en fermentaciones
secuenciales con S. cerevisiae promueve el aumento de la produccién de 3-MH (3-
Mercaptohexan-1-ol) y 3-MHA (3-Mercaptohexilo) que otorgan aromas tropicales a
maracuya y pomelo, en comparacién a fermentaciones puras de S. cerevisiae en vinos

de Sauvignon Blanc (Anfang et al., 2009).

Por otro lado, no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
vinos respecto a los otros descriptores aromaticos evaluados. Sin embargo, existe una
tendencia marcada en el vino FSc (S. cerevisiae EC1118) respecto a caracteres
aromaticos a Especias, Levadura y Vegetal. De igual manera, FSc fue el vino con menor
tendencias a aromas a Fruta Citrica, Fruta Tropical y Florales segun el panel de

degustadores.

En cuanto a la tendencia en el comportamiento de los vinos FSc/Pk: y FSc/Pka,
ambos tuvieron tendencias similares en cuanto a la intensidad de los descriptores
aromaticos, no teniendo diferencias significativas entre ambos en ninguno de los aromas
descritos, siendo FSc/Pk, mejor evaluado en cuanto a calidad global del vino
posiblemente por presentar, ademas, mas puntuacién en aromas a Fruta Tropical, Fruta

Citrica y Florales.

Resultados similares han sido reportados por Padilla et al. (2016) quienes indican

que los vinos obtenidos de fermentaciones en las cuales participan las levaduras del tipo
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No-Saccharomyces, especialmente P. kluyveri, aportan mayor complejidad aromética y

reflejando una mejor calidad organoléptica del vino.

5.5.1 Analisis de Componentes Principales

Los resultados obtenidos de los perfiles aromaticos para cada vino fueron
analizados mediante Analisis de Componentes Principales (PCA) para explicar la
variabilidad de los datos, con el fin de buscar relaciones existentes entre los caracteres
aromaticos y los ensayos de co-fermentacién con P. kluyveri YCPUC83 y S. cerevisiae
EC1118 (Figura 4).

A FSc/Pk, ® Fsc M FSc/Pk,

-20

Component 2

-20+

Component 1

Figura 4: Grafico de puntuaciones de los vinos obtenidos en co-fermentacion S.
cerevisiae EC1118 / P. kluyveri YCPUCB83 inmovilizada en alginato de sodio y de forma
libre. (FSc/Pk: y (FSc/Pk» respectivamente), ademas del vino control inoculado con S.
cerevisiae EC1118 (FSc).
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Los resultados muestran que las co-fermentaciones de P. kluyveri YCPUCS83/S.
cerevisiae EC1118 se relacionan con la mayor formacion de ésteres, terpenos vy tioles,
favoreciendo el perfil aromético de los vinos resultantes, potenciando descriptores
aromaticos tales como Frutal Tropical, Florales y Fruta Citrica (los cuales van en una
misma direccién en el plano, lo que asevera que existio relacidn entre estos aromas y
los vinos). En cambio, el vino FSc present6 una mayor tendencia a los descriptores
Especias, Levaduray Vegetales. Sin embargo, se correlacionan los 3 tipos de vinos entre
si debido a que, en la mayoria de los aromas, no se presentan diferencias claras y por
lo tanto, no hay distribuciones especificas de posicién en el plano para cada vino, sino

que existe un traslape en los ejes en los tres tipos de vinos.

5.5.2 Nivel de aceptacién de los vinos

El nivel de aceptacién de los vinos fue evaluado mediante una prueba de
ordenamiento. Como resultados de esta prueba, se obtuvo que el vino FSc result6 ser el
menos aceptado, el vino FSc/Pk; medianamente aceptado y FSc/Pk; el tratamiento con
mayor aceptacion por parte del panel de jueces (Figura 5) siguiendo la metodologia de
“Tabla de los rangos” propuesta por Kramer (1963). Estos resultados se alinean con lo
reportado en este estudio, donde el uso de P. kluyveri YCPUC83 en co-fermentacion con
S. cerevisiae EC1118 obtuvo preferencias en el ambito organoléptico y sensorial en los
vinos obtenidos, mejorando la calidad aromética y obteniendo un mayor nivel de
aceptacién en los vinos que fueron co-inoculados con P. kluyveri YCPUC83 en

comparacion al vino que se fermento solo con S. cerevisiae EC1118.
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Figura 5. Prueba de ordenamiento que indica la aceptacién de vinos por parte del panel

de jueces. Interpretacion de datos se realizé siguiendo la metodologia de “Tabla de los

rangos” propuesta por Kramer (1963).
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6. Conclusion

En este estudio, se encapsuld la cepa P. kluyveri YCPUCB83 para su uso en co-
fermentacion. Los resultados indican que mediante esta estrategia se asegura mas de
un 86% de viabilidad en el final de la fermentacion alcohdlica en co-fermentacién con S.
cerevisiae EC1118, sugiriendo ser una alternativa interesante de replicar en futuros
estudios que busquen mejorar el rendimiento fermentativo, dejar una menor cantidad de
azucares residuales en el tiempo y proporcionar una alta tasa de viabilidad. Esta
estrategia permite efectuar fermentaciones alcohdlicas seguras garantizando el
consumo total de los azucares teniendo un efecto evidente de la sinergia de estos dos

in6culos en cuanto a materias de complejidad e intensidad aromatica.

Aungue son necesarios estudios adicionales con mostos de uva naturales, las
propiedades organolépticas de los vinos elaborados con P. kluyveri YCPUC83 han sido
reflejadas desde la aceptabilidad analitica y sensorial de los vinos producidos en co-
fermentacion segun las pruebas de andlisis sensorial realizadas, en las cuales queda
reflejada la preferencia por los vinos que contienen la levadura, presentando una mayor
tendencia hacia aromas frutales y florales, mientras que el vino que contenia sélo S.
cerevisiae EC1118, present6 menor aceptabilidad analitica y una mayor tendencia hacia

aromas a especias y levadura.

Los resultados de esta investigacion invitan a seguir la linea investigativa en torno
a la encapsulacion de P. kluyveri, su impacto organoléptico, rendimiento fermentativo y

viabilidad en fermentaciones posteriores.
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7. Resumen

Francisca Riquelme Toledo. Encapsulacién y evaluacion de la cepa de Pichia
kluyveri YCPUCS83 para su uso en co-fermentaciones en mosto sintético. Tesis,
Magister en Fisiologia y Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia e Ingenieria

Forestal, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Santiago, Chile.

Pichia kluyveri is a Non-Saccharomyces yeast that is characterized by its contribution to
the aromatic potential of wines. However, it only survives in the first stage of fermentation
before Saccharomyces cerevisiae completely dominates the medium. The main objective
of this study was to evaluate the potential organoleptic contribution that Pichia kluyveri
YCPUCS83 has on the aromatic profile of wines obtained in co-fermentation with
Saccharomyces cerevisiae EC1118. A sodium alginate-based medium 2,27% that allows
P. kluyveri to be encapsulated was evaluated in order to ensure its viability until the end
of fermentation. Then, fermentations with encapsulated and non-encapsulated P. kluyveri
were carried out in co-fermentation with S. cerevisiae EC1118 and oenological
parameters and sensory profile of the wines were evaluated. The results of this study
suggest that the encapsulation technique in P. kluyveri YCPUC83 turns out to be an
interesting and innovative alternative for the oenological industry, since it is capable of
improving fermentation performance, ensuring viability at the end of fermentation without
affecting oenological parameters. On the other hand, co-fermenting with yeast improves
the sensory profile of wines, as it demonstrates a clear trend in obtaining floral, fruity and

tropical aromas compared to wines obtained by fermentation with S. cerevisiae EC1118.

Key words: Wine Aroma, Pichia kluyveri, Sodium alginate, Encapsulation, co-

inoculation
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9.1 Ficha analisis sensorial s6lo AROMAS. Evaluacion sensorial de 3 muestras por

degustador.

MNombre:

N® Muestra:

Ficha analisis sensorial s6lo AROMAS

Evaluacidn sensorial de 3 muestras por degustador.
Vinos elaborados por microvinificacidn en laboratorio.

Mediante una linea vertical indigue la intensidad de aromas percibidos. Siendo “Bajo” no percibido,
medianamente percibido (en la mitad) y Alto si es altamente percibido.

AROMAS

Vegetal: pimentdn, esparrago, sésamo, aceitunas.

Bajo Alto

Frutas citricas: limén, pomelo, naranja

Bajo Alto

Frutas tropicales: mango, maracuya pifia, guayaba,banana.

Bajo Alto
Frutas: Grosella, durazno maduro, damasco

Bajo Alto

Florales

Alto

Bajo
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9.2 Calidad Global para cada muestra de vino. Mediante una linea vertical, evalte del
1 al 10, qué tan aceptable es el vino respecto a los aromas percibidos. Siendo “0”

no percibido, “5” medianamente percibido y “10” altamente percibido.

CALIDAD GLOBAL. Mediante una linea vertical, evalde del 1 al 10, qué tan aceptable es el vino
respecto a los aromas percibidos. Siendo "0" no percibido, 5" medianamente percibido y “10°
altamente percibida.

9.3 Test de ordenamiento. En la siguiente serie de copas, ordenar de mayor a menor

intensidad los aromas (Frutal/Vegetal) percibidos.

Test de ordenamiento. En la siguiente serie de copas, ordenar de mayor a menor intensidad los
aromas (Frutal/Vegetal) percibidos.

Frutal e ® e P B
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