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1 ANTECEDENTES

La idea de que la fermentacién alcehélica tiene ceme causa a les erganis
mes vivientes pertenece eriginariamente a Linné.

En 1680 Leewenhoek sirviéndose del microdcopio examiné las levadu-
ras de la cerveza y las describié como cuerpos esféricos u ovales,aunque
sin sospechar siquiera sus funciones.

Fabroni aseguré en 1787 que las levaduras tenfan la misma consti-
tucidén que la materia animal. Segin é1,la levadura es una materia vege-
to-animal,contenida en las uvas y en la cebada. lriturando las uvas,di-
cha substancia glutinosa se mezcla con el'azﬁcar,y al ponerse ambas en
contacto se inicia la efervescencia y la fermentacion.

#n 1803 Thénard (1) en sus trabajos sobre fermentacién y fermen~-
tos 1llegb a la conclusidn de que los liquidos azucaragos,al fermentar,
expontaneamente,dan un depésito de aspecto semejante al de la levadura
de cerveza y gqe tiene,como ella,la propiedad de producir la fermenta-
cién gel agua azucarada. Considerd a esta levadura como de naturaleza
aniral y capaz de desprender por degptilacidén,abundante amoniaco.

ror el afio 1825,Cagnard de Latour,en observaciones microscépi-
cas,establecid que la levadura es un ser organizado que se reproduce
por brotacién y pertenece al reino vegetal,y no una simple materia or-
géhica como entonces se suponia;por efecto de su metabolismo,la leva~
dura,desprende anhidrido carbdénico y transforma en alcohblicos los 1lfiqui-
dos azucarados. (2) .

A iguales conclusiones y por esa misma época llegaron Schwann
en Jena (3), Kitzing en Berlin (4), Guevenne (5), Turpin(9)y Mitscher-
lich (7); segin ellos,la levadura es una célula organizada y viviente,
que se multiplica por brotacidén y esta constituida como todas las vege-
tales o animales,por una menbrana y por un contenido protoplasmitico

granular,
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rero gl establecimiento de las caracter{sticas verdaderas de la
levadura alcohlica se deben a rPdteur. Este genio,tan extraordimario
en los anales de la ciencia experimental echd las bases del método del
aislamiento para la separacién de los cultivos puros,lo cual le permi-
tié estudiar morfelégica y fisiolégicemente cada microorganismo en su
individualidad propia,fundamentando en esa forma su accién eébpecifica.
Rees,entre 1868 y 1870,observdé la formacién de endospores en
muchas especies y es el primero que nos da una cuidadosa descripecién
de los fermentos;siguieron a las suyas lag interesantes investigacio-
mes de incontables estidmiosos y experimentadores como Engel,Hansen,
Brefeld y de Hary. Este Ultimo en su " Morphology ang Biology of the
Fungi " tlasificd ya a las levaduras entre una clase de los hongos,
los "Ascomicetes”.

Hansen inicid enseguida un nuevo perfodo en la historia de las
levaduras. Perfeccionando los métodos de Pasteur obtuvo gracias a sus
treinte afios de ininterrumpida laboryel cultivo unicelular y en conse-
cuencia la determinacién precisa de sus caracteristicas. Inicid as{
la diferenciacidén de las especies y establecié los fundamentos de la
sistem{tica. rropuso en los \ltimos afios (1904) una clasificacidédn,co--
rroborada luego por los trabajos de KlGcker y Lindner,que hoy estd uni-
versalmente admitida.

La literatura contemporanea en lo que al estudlo de lag leva-
duras se refiere es de una riqueza extraordinaria y alagadores son los
resultados logrados con su aplicaciém a la cerveceria y destilerfa en
paf{ses como Inglaterra,ilemania,Holanda,Estados Unigos y otros; esta
aplicacién no ha sido menos satsfactoria en aquellos paises vinicolas
que como rrancia,Italia y Espafia,Marchan a la cabeza de los productores

de vinos comunes o especiales.



En la Repliblica Argentina en cambio,y entrando ya de lleno en
nuestro tema,en la provincia de Mendoza,poco es lo que hasta hoy se ha
hecho a este respecto. ks digno de admiracidém el esfuerzo de quienes
con su estudio y con su experiencia han contribuido al mejoramiento de
la vinificacién en las provincias andinas,ya que esta industria =s hoy
porhoy,sino la nica,la principal fuente de su bienestar y riqueza.

racottet en su obra "Vinificacidn an la provincia de Mendoza"

nos ofrece un estudio sobre las levaduras y sus caracteristicas;su se-
leccéén,acostumbramiento al anhidrido sulfuroso,ventajas que su empieo
reportan al valor del producto y a su bouquet.

magistocchi (23) al enumerar los factores que influyen en la ca-
lidad de los vinos,como el suelo,clima,cepaje,composicién quimica de
los mostos,etc. destaca la necesidad de emplear fermentos seleccionados
para evitar las fermentaciones nocivas que desmejoran nuestros vinos.

Ambos autores estudian ademids detenidamente el cuidado que es
indispensable observar en la preparacién y correccién de los mostos;
en la limpieza previa de los recipientes y de las maquinarias,y en los
métodos especiales de vinificacién.

Kl primer trabajo hecho en el pais para el aislamiento de
las levaduras en las uvas de Mendoza (21) data del afio 1915 y fué pre-
sentado como tesis para optar al t{tulo de Doctor en Quimica,por Luis
M. Lejeunne,con el tema "Estudio de las levaduras de Mendoza'.

Desde la toma de muestras,realizadas en 6ptimas condiciones,el
autor emprende minuciosamente la tgrea del aislamiento con el método de
las diluciones sucesivas y de los cultivos en cajas de Petri,presentédn-
donos unas treinta cepas clasificadas entre los distintos tipos de leva-
duras esporuladas,fijando sus caracter{sticas con miras a la aplicacién

industrial.
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K1 autor arriba a las siguientes conclusiones:

l.- Sobre la uva y en los vinos de Mendoza ae encuentran varias razas
de levaduras,algunas de las cuales son incapaces de provocar la fermen-
tacién alcohélica.

2.- Existen dos razas de S, ellipsoideus que por otra parte son bas-
tante semejantes en sus caracteres fisioldgicos; las mayores diferene
clas:se observan en sus caracteres de cultivos.

3.- Una de estas razas,la levadura 22,posee la notable propiedad de
aglutinerse enérgicamente,lo que representa una gran ventaja en la praz-
tica de vinificacién,permitiendo diasminuir considerablemente el nimero
de trasiegos y hasta eliminar 1la filtracién o el colaje.

4,- La otra raza,que es la mds abundante y la més activa,presenta nume-
rosas variaciones individuales en sus cultivos.

5.- Uno de estos cultivos,la levadura 28,se distingue principalmente
por su gran resistencia a las temperaturas elevadas y por el alto grado
alcohélico de los vinos obtenidos.

Se- Las levaduras de Mendoza pueden producir vinos cuyo grado alcohéli-
co llega al 15 por clento en volumen.

7.- Una adicidén adn muy exagerada de azdcar a los mostos no molesta
mayormente a estas levaduras.

8.- AUn operando a una temperatura muy elevada (36°) mantenida durante
todo el transcurso de la fermentacién,pueden obtenerse con ellas vinod
de buena conservacién,(12 % de alcohol); pero es preferible que la tem-
peratura sea algo mis baja.

9.- Bstas levaduras son mucho més activas,tanto por la rapidez de la
fermentacidn,por la resistencia a las altas temperaturas,al alcohol y
al azlcae en exceso,que las levaduras de Montevideo y de Sayago estu-
diadas por Vande Vemne.

10.- 1 S. apiculatus de Mendoza ge distingue principalmente de las di-



-5-

ferentes razas europeas,por la facilidad con que:licia la gelatina.

Un segundo trabajo de seleccién de levaduras efectuado en el pais
con vistas a la aplicacidén industrial y tecnolégica fue realizado el
afio 1929 en la Facultad de Agronomifa y Veterinaria de Buenos Aires poe
el Ingeniero Agrénomo Julio A, Paso y se titula: "Contribucién al estu-
dio de las levaduras del Alto Valle del R{o Negro".

k¥n las primeras piginas presenta en detalle la descripcién de la
flora microbiana de las uvas y de los factores que influyen en las va-
riaciones cuﬂﬁtativas y cuantitativas de las mismas.

Kl aislamiento fue emprendido sobre muestras de uva de General
Roca -Hio Negro- por el método de las diluciones sucesivas en cajas de
Petri y la purificacién por siembras en superficie.

salta a 1la vdsta que la aplicacidédn industrial de los fermentos se-
leccionados es la finalidad perseguida por el autor y por gsa razén de-
dicé su atencién a determinar, por el método de Buchner, la actividad
fermentativa en diversas condiciones.

En la revista de la Facultad de Agronomia (Montevideo- Marzo de

1939, N? 17) aparece un trabajo del Ingeniero Agrénomo Hugo Gonzdles To-
rifio,titulado: "Seleccidén de levaduras vinicas puras especializadas en
la produccidén de altas graduaciones alcohélicas".

El autor da comienzo a sus expriencias,partiendo de un mosto de uva
que separa en dos porciones; lleva una a 220 gramos por litro de azdcar,
¥y la otra a 250 gramos por litro; terminada la fermentacién exponténea,
slembra con las borras, un mosto estétil y alcoholizado; inicidda la
nueva fermentacidén hace diluciones con agua destilada y siembra en cajas

de Petri sobre mosto gelatinizado; pica dos colonias diferenciadas y pa-

sa a mosto en tubos.
Sin mayores determinaciones,comcluye sorpresivamente su trabajo

denominando a estas dos formas de levaduras,raza A y B, sometiéndolas
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a una serie de experiencias: rendimiento en alcohol,actividad en diferen-~
tes condiciones,produccién de acidez voldtil y acostumbramiento al &nhi-
drido sulfuroso.

No poseemos datos de que realmente se hayan utilizado los fermentos
aislados en nuestro pafs.

Haciendo pocas y honrosas excepciones,nuestra vinificacién es
absolutamente empirica; todo se espera de las buenas cualidades de las
uvas y de los mostos y de la fermentacidén natural, sin contam con que
en ella pueden predominar elementos menos aptos y hasta nocivos.

A pesar de este abandono inexplicable,se obtienen,en Mendoza por
ejemplo,vinos cuya graduacidén alcohélica oscila entre 12¢ y 14®,de op-
timas cmalidades organolépticas,lo que nos lleva a creer que exsten en
nuestras uvas levaduras ind{genas muy bien avlimatadas; y que si el
producto resulta algunos afips mis deficiente o de mids dificil conserva-
cién, eso debe atribuirse o a descuidos graves en la vinificacién,o a
que excepcionales condiciones climatéricas han malogrado el frutd,o a
un prevalecimiento de los fermentos menos aptos.

La calidad del vino,naturalmente generoso,sh alta graduacién alco-
hélica,su riqueza en materias extractivas,su acidez fija elevada,su po-
der de conservacién,han sido sin duda los motivos fundamentales por los
cuales no se ha dado importancia al empleo de las levaduras selecciona-
das; todo se ha dejado librado a la naturaleza que sin duda ha sido
prédiga con nuestros vifiedos y nuestras ubvas.

Pero si se verificara en cambio una vinificaciém racional,aislan-
do y aprovechando las excelentes levaduras de la misma regién cue son
las mejor adaptadas se conseguirfa asi mejorar notablemente nuestro vi-
no,poniéndolo en condicién de competir con los tipos extrangeros més

generosos.
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1] OBJETO Dil, PRESENTE TRABAJO

Como lo hemos establecido en el plan previo,de acuerdo a las indicacio-
nes del Ing. S. Soriano,el objeto de este trabajo es el de aislar y cla=-
gificar las levaduras vinicas de las uvas de Mendoza.

En ningun momento llegamos a pretender que el presente trabajo
alcanzara por completo la determinacién de todas las caracteristicas de
los fermentos aislados. Hemos debido reducirnes a iniciar ese aislamien-
to en una porcién muy limitada de la Provincia por lo cual no podrén
generalizarse las conclusiones como definitivas a tedas las demds regio-
nes.

Como dijimos mds arriba estamos convencidos de la existencia de
levaduras indfgenas de incalculable valor para la vinificacién; eso nos
movié a emprender la determinacién de algunas caracteristicas de las ce-
pas aisladas para llevar a los industriales el convencimiento de las po-
sitivas ventajas que les reportar{ el empleo de fermentos,seleccionados

de sus propias uvas.

Inmenso es el campo,inexplorado hasta hoy,que sobre este par-
ticular se abre a la investigacién,fecubdo en tesoros que nosotros sola-
mente alcanzaremos a sefalar. Dgbemos llegar,como lo han hecho las nacio=-
neg europeas interesadas en esta industria,a la creacién de @entros de
Estudios y de Experimentacién que muevan a los industrisles a abandonar
sus procedimientos empiricos para adoptar los otros mAs racionales y

convenientes,que de tales estudios se derivan.
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1l RECOLECCION DEL MATERIAL

Es sabido que para un trabajo de esta indole son necesarias ciertas
precauciones en la toma y envase de las muestras,pues sino se corre el
riesgo de introducir en ellas microorganismos ajenos a las uvas y mostos
originales; estas precauciones se hacen mayormente necesarias cuando de-
biendo trasladar el material a luzares distantes,una posible infeccidén
podria conducir a conclusiones inaceptables. Por tanto la toma de las
muestras y su conservacidn en condiciones adecuvadas es de primordial
inportancila para la veraclidad de los resultados y de sus aplicaciones
pricticas,,xigencias por otra parte indispensables para cualquier ané-
lisis quimico.

Todas las muestras empleadas para este estudio fueron tomadas
por nosotros,sir excepcién,en la Provincia de Mendoza- Departamento de
llaipti- Distrito de Rodeo del lledio,el arfo 1238,en las mejores condicio-
nes de asepsla; colocadas en recipientes esterilizados de antemano se-
gin los métodos usuales y transportadas al Instituto Bacteriolégico de
Buenos \ires,en cuyos laboratorios se efectuaron estos experimentos.

Se eligieron y tomaron muetras de uvasemostos y borras;
1® Para las muestras de uvaa emplamos frascos cilf{ndricos grandes (2
litros) de boca ancha,tana metdlica a rosz2a y zuarnicidn de caucho; su
fondo se cubrid con algecdén y ademds fueron envueltos en papel; esteri-
lizados por ultimo en el horno de Pasteur a l6o®.

Los racimosyelegidos entre los mejor formados de determinadas
cepas,tomados con pinzas esterilizadas y cortados con tijeras flamea-
das los colocamos en el fondo de sendos frascos,sobre el algodén,cu-
briéndolos con otro algodén estéril y cerrandolos con sus tapas,desig-
nando en los respectivos rdtulos la variedad de la uva.

Elegimos uvas de las variedades mAs desarrolladac en la Pro-
vincia,como el Malbec que representa el 70 % del cultivo total, y de

algunos tipos especiales. Fran estas:
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Malbec- Cabernet- Pinot Blanco- Criolla- Malvas{a~ Sauvignon- Barbera
Bonarda- Terdld&ga- Sanjuanina- Rabosa del Piave.
Todas estas muestras llegaan en perfecto estade a Buenos Aires.
28, Para la toma de muestras de mostos esterilizamos unos frascos de
medio litro de capacidad,de paredes resistentes,con tapa de vidrio y
guarnicién asegurada con alambre acerado,de los que se emplean comin-
mente en la conservacién de frutas y legumbres al natural. Con una pi-
peta esterilizada vertimos en los frascos 5 c.c. de mosto,tomados de la
cuba de fermentacién y tapamos luego cuidadosamente los frascos, en la
seguridad de gue dado el gran volumen del frasco con relacién a la can-
tidad de mosto,la presién det amhidrido carbénico desprendidé no llega-
ria e comprometer la resistencia del envase.

A continuacién detallamos los tipos de mostos elegidos:
a.- Malbec; muestra tomada el 16 de Marzo al tercer dfa de la fermenta-
cién con 65,40 gr/1. de azfcar; su grado inicial era de 220 gr/l.
be~ Nalbec; el mismo mosto al cuarto dia de fermentacién,con 54,40 grdl.
Gée azdcar.
Ce-~ Malbec; al quinto dia de la fermentacién con 40 gr/l.de azdcar.
d.- Refosco; muestra tomada el 16 de Marzo al tercer dfa de la fermenta-
cién con 186,50 gr/l. de azdcar;siendo su grado inicial de 230 gr/1.
e«- Refosco; al cuarto dfa de la fermentacién con 100 gr/l. de azficar.
fe= Refosco; al quinto dia de la fermentacién con 62,40 gr/l. de azicar.
ge=- Borra de mosto,centrifugado antes de fermentar,con variedades de
Sauvigoon,Pinoy y Gomé Blanco.
3.~ Para las muestras de Dborras esterilizamos frascos como los emplea-
dos para los mostos y virtiendo en ellos directamente los depdsitos
formados en las vasijas, sin apelar para ello a instrumento alguno,

evitando as{ posibles contaminaciones.
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Los tipos de borras elegidos fueron de:

Vino criollo. Muestra tomada al final de la fermentacidn lenta, el

15 de aAbril.

Vino tipo Malvasfa. Muestra tomada durante la fermentacién lenta,

el 15 de Abril.
Vino tipo Malbec. Muestra tomada durante la fermentacién tumultuo-

sa con 35 gr/l. de azdcar.
Vino tipo Malvasfa, Muestra tomada al final de la fermentacidn

lenta, el 17 de Abril.

Vino tipo Malbec. Muestra tomada durante la fermentacién tumultuo-

sa, el 17 de Abril.

Vino tipo Malbec. Muestra tomada después del primer trasiego.

Vinoblanco. Muestra tomada después del primer trasiego (elaborado
con variedades de Moscatel Romano y Malvasia).

Vino nuevo.(Elaborado con variedades del tipo Malvas{a,Malbec,Re-

fosco y Semillén).

Vino nuevo centrifuzado. Elaborado con uva del tipo Sauvignon.




< Aly-

1Y  MEDIOS DE CULTIVO

Es nuestro propésito describir los medios de cultivo utilizados en
el aislamiento y caracterizacién de las levaduras vinicas,Gue si bien
en cierto son los indicados ordinariamente por logs autores especiali-
zados en esta clase de trabajos,por otra parte han sido modificados di-
versamente seglin las circunstancias; a continuacién detallaremos los me-

dios que hemos juzgado fs convenientes.

1% Bosto de malta.- Se modificéd ligeramente la fdrmula de Henneberg (17)

del modo siguiente:
Jarinag de maltacss.seeesse.25C gre
Azua corrientessieiesensaesl 1itro
Se pesan 25C gre. de 11alta en pvolvo - cehada germinada,secada y molida-
la cual contiena parte del almiddn del grano,ladtirinas.substancias péc-
tica: v 1lss diasiasas anilolfiicas y dextrinasas.

Calidntase luezo a 502 un iitro de agua zorriente y se le agra-
fga la malta pesada,mantealendo la temperatura a 5% durante media hora
para poner on libertad las diastasas. Zlévase luego la temperatura a 60
§ 622,1a mds apropiada para la acclédn diastdsica de la amilasa sobre el
alniidn v de las dextrinasas sobre las dextrinas,en cuya hidrdlisis su-
cesiva se elaghora la maltasa fermentescible. Aungue algunos autores aconew
sejan prolcnmar el calentaniento s5lo por una hora,se ha comprobado en
la prdctiza 7ue se necesitan varilas,hasta ,para obtener una hidrdélisis
nds o menos total del almiddn y aln asi nunca es completa,ya sca por la
existencia de zranulos grandes de diffcil desdoblamiento,ya por defectos
propios de la cebada gerainada.

La presencia de almidén puede comproharss por la rzacckdn del
Lugzol (solucidn acuosa de I en IK) que da con 41 una coloracidn azul;
mientras aparezca ésta intensa y rédpida,es necesario mantener la tempe-

ratura estavnlecida.
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Se tamiza la masa mediante un lienzo de lino,comprimiéndola hasta sepa-
rar bien el 1liquido y eliminar las substancias terrosas,raiclllas,granos
de alnidén,etc.

Al 1{quido enfriado se le agrega una clara de huevo,bien batida,en
imual volumen de asua y duranye 20 minutos se somete la mezcla a 100%
en el autoclave abiarto,para que al coagularse la albdmina arrastte con-
sigo los grumos producidos por:la precipitacidn de la malta. Se filtra
lueco en caliente con papel de filtro y se diluye a 5%,3 Bé.{temperatura
ambiente) o a 10® Brix que corresponde a 10% de azdcar. E1 liquido fil-
trado se reparte en tubos de ensayo,cerrados con tapa de algodén ¥ se
tindalizan en autoclave tres veces consecutivas durante 30 minutos dia-

rios.

2% Agar ce moste de malia.- A un litro de mocte de malta preparado como

se irdicd anteriormente se l. agregah 20 gre (£ 2) ce agar,crtado en
trozecs peguelics; s2 lleva la mezcla en autdclave & 110% durante 20 minu-
tos hasta logrer su fusidn completa; se paca por algodén (adn cal.ente
para evitar la solidirficadidn); se reparte en tubos de ensayo y se este-
riliza a 110*% por 15 minutos.

Constituye un medic de cultivo sdlido més apropiado que la ge-
latins para gl leserrollo de las levaduras a temperaturas superiores a
les del awxbiente pues no se furde vino a unos 80%,mientras la gelatina

lo hace a temperaturas relativamentc bajas(23° a 252,

3%, Mosto de uva.- Se exprimen las uvas en un lienzo de lino,haciendo

escurrir la mayor cantidad posible de l{quido; se calienta este a 100%

para que precipiten las substancias protéicas,pécticas y gomosas; se lo
filtra pur papel; (se consiguen mejores resultados traté4ndolo con clara
de huevo como indicamos para el mostc cde malta); se reparte en tubos de

ensayo y se esteriliza al autoclave por tindalizacién, pues a mayor tem-
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peratura se carameliza.

KEn el caso de usarse con agar al 2 & come medio de cultivo sélide
es necesario neutralizar pravismente la acidez elevada del mosto,prime-
ro con HONa N. y después con solucién 0,1 N. hasia D1 $,2; de lo con-
trario al enfriarse el agar no sdlidlifica en buenas condiciones.

Para consegulr ¢l punto deseado de acidez puede usarse como in-
dicador el rromocrnsol pirpura el cual a pH 643 da una color;ci6n vio-

lacea nue peritite apreciarlo mediante la escala de Clark y Lubs.

h¢ Medios para estudiar la esporulacd#én.- Para determinar las levaduras

egporuladas hemos utilizado 108 cuairo uedlos sijuientes:

a) Bloques de veso- (Hansen) Se vierte una papilla de yeso em un molde

de hierro galvanizado,de base plana; el didmetro de ésta ha de ser me-
nor ~ue o1 de la boca (4 4 5 cm.) para facilitar la extraccién de los
blogues,de 1 £ 4,5 cm. de altura que se necesita preparar. Los moldes
se eRcuhren previamente de narafina o vaselina para impedir qgue el ye-
80 se adhiera fuertemente a sus paredes, y se secan en estufs de aire
a 1009, Vuélvese luego el molde y golpeando suavemente contra una mesa
los blocues se desprencen con facilidad. Sobre la base mayor de los
mismos se practican dos ranuras en la direccién de dos didmetros per-
pendicukares y se enumeran los cuadrantes as{ obtenidos para proceder
a la silembra de los distintos cultivos. Se colocan en el interior Ade

sendas cajas de Petrl y se esterilizan a 120% en autoclave.

b) Zanahorias - Con un sacabocado de didmetro zrande ( 2 4 3 cm.) se
preparan unos cilindros de zanahoria los cuales se cortan luego en pi=-
co de flauia; colécanse en iubos de Roux en cuyo fondo se ha vertido

previamente un poquito ce agua para evitar que se reseque lz zanahoria.

Se esterilizan a 120¢ en autoclave.
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c) Medio de cultivo de Gorodkowa - La .composicién del medio de cultivo

utilizado por este autor es el siguiente:

Pepton@sescsessceceacses 10 gre

Cloruro de sodlo«c.... § Br.

GlUCOSAseeesscescenscs 295 OT.

ASATecrescosseacssscaecs 10 gre

Agua destilada.seveeses 1 litro
3e disualv: 1a »eptonz, la zal y la glucosa en asuva caliente; se pre-
eipita 112v4ndols a =tullicién y se filtra por papel; se agrega el sgar
en peque’ 03 trozes y s calientz en autoclave a 110¢ durante 15 minutos;
se pasa per alseddn, se entuba y esteriliza a 1109,

En el momento de usarlo,se calienta al bafio-marfa los tubos que
contienen 21 medin de cultiwo,hasta obiener la Aisolucién,se vierten en
cajas a2 vetri astériles deja enfriar marcando en el exterior de

125 c=

@]

J
zizs 8 cectores iguales para la sierbra de loe diversos cultlvos.

d) Observacién microscépica en cultivos de 3 § G meses.

5¢ Gelatine-mosto de malta. ‘gréiase vn 15% Je —zelatina al mosto de

nalta préparzdo como se irdicé antericrvente y se zalienta hasta odtener

su diselucidr corplets; se neutraliza con solucidn sédica,llevando a
resacidrn déhilnente alealing,vl! 7 aprorizadsmente (1la gelztina prepara-

T

¢
2

de a bace de 4c¢ide sulfirico covunicaria vne acidez muy elevada al mos-
to)e S7 acregs unz clara de huevo hatida en agus ¥y se 1lleva en autocla-
ve a 1002 ¢urante redla hora pere corsegsuir uns buena coapulacién.

™ la filtraciér se uea el embude pera filtraciones en cazliente,o se
pesa por algoddn er emtuvdo conldr,manien’endo 1a —elatina en sutoclave
abierto a 1CC%; procediendo con rapicer sin elevar in(tilmente la tem-
peratura se consigue ontener la gelatina 1{rpida y capaz de soportar
de 20 4 232 rin licvarsce. Sc esteriliza a 1059 o mejor ce tindaliza du-

rante media hora diaria por tres dfas consecutives,ya oue el ~alentamien

to a mayores temreraturas hace descender neotablemente el punto de li-
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cuacién de la gelatina.

692 Medio de cultivo para la formacidén de micelio. Se prepard el medio

de cultivo segtin las indicaciones de Lodder (22) en la forma siguiente:
Papas trituradassecscesss.es 20 gr,
Agua corrienteceecesessesssee 1 litro
Se tritura una papa bier mondada;se ponen 20U gr. en un liitro de agua,
dejandc en maceracidn Gurante % horas; se hierve por media hora y se
filtra. Se reparten 5 c.c. del liquido filtradc en tubos de ensayo, este-

rilizando luego a 120% por media hora.

= ° (] ’
7% Termentacidn de hidratos de carbono. EL medio Basico de cultivo usa-

do es 21 de Xul» ¥ Bettzer (39),Hunt y Rettger (3%).modificado por Soria-~

:flt’_; “.i:’la ’1.‘ "_’;E,‘T‘ 1ﬁ.:"i_7 LI TR IAN TR L TN B TN BN B BN JETRNE R T B YRR Y BT RN A I BN ST T TN Y Oloo ’.: .Cl
c:‘tldo de c tr”’,c"‘ () J_C\ Ce..-'r o. @ 9 Y 8 % e P 2 & w0 @83 " & L 608 9(1‘() Q » C L ]
Fromonrassl pirnura,solus, alcohdlica al 1 %.ee.l 2.2, .

a) Preparacidn ds 1la caseina dilzerida. Se dlsuelven o1 calientz los 100

sT. d¢ 2aceinaen polvo en{litro de carhonato de scdis al 1%; se enfria
la soluciérn hasta 0% ; se 1z agregzn 32 0.5 4 1 zr, <2 iripsina fresca,
activa,disu2lta ¢n n poce 4o agua, 52 12 agrezan 13emis 32 1C 4 20 c.c.
de clorcformo,2ntisdptics que evith ol desarrolls bacteriane sin imgedir
la 222ifn 40 12 Ai6tona y e 1lleva en 1la asiufa a 379 nor L€ horas,agi-

tande ¢e tanto e2n tanto el conmlenide parg favorezcer la Aigestidn de la
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se afigde una clgra de huevo batida en azua; se lleva en autoclave a 1158
per 18 minutes; se filtra y se vuelve a2 scmeter 2 115% por otros 1& mi-

nulos; la soiuciédn .obienida se tracvasa a un Erlenmever,tapdndola con
’ 5 o ) AP
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algoddn ;r conservdndola en una heiadera hasta quc llegue el momento de

usarla.

b) Caldo de extrectc de carne. Se prepara segin la férmula del "Manual

of Methods" de la Sociedad de Bacteridlogos Americanos (40):
Extracto de carne (Liebig).eeceseceesse 3 gre
rveptona(Witte o Parke DavisS)eceecceceed 2T

ma...'I...'I...........I....I......'llitro

e’ Prearacidn el medio definitivo. Se disuclven en 900 c.c. de agua

Y.7 e e extracic dr caine ¥ h,s or. de peptona; se agregan 1C0 c.c.

4

e la caselna Gz ;rm prepurad:z y ce arregla la caccddén a pH 7

al au'oclava a 1152 per 15 mirutos para gue
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srecipiie,y se tra: s¢ agrega luego el agar (0,25 %) y el indicador,

se Cisuckve on auteciave a 1102, se pasa por algodd: y se reparte por

Gltine 2 razén de 10 4 15 c.c. en cada lubo de ensayo,caniicad sufi-
ciente para emplear despuifs 1. c.c. por cada uno de los azdcares que

deben cnoayarase.

d) ®revnaracidn de los azlcares. Secdn la cantidad de cepas cue deban

estudiarse se preparan 100 § 2CU c.c. de solucidn acvosa al 10 % de
cada uno de los azuicares abajo indicados y se reparten en ampollitas
de 1 c.c. las Gue cerradas a la llama se “indalizan por tres dfas con-

secutivos:

Glucosa Sacaroca

Levulosa Malicsa

lianosa Lactoca

Galactosa Rafinows: melibhiosa

8¢ Nitralos comc fuenitc de N. Se prepara un litre de sol.cién que tie-

ne cormc 'nica fuente de k. ¢l nitr-to Je potasic:

Stelling-Dekker (34)
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Nitrato de potasioeec.iciciasese 1 o1,
Fosfato monopotédsicosiveciieee. 1 gra
Sulfato de magnesioeccececseces 045 gre
GlUCOSRecesccceccscsssasssscssece 20 gre
Agua destlladacesceccsoseensses 1 litro
Disueltas las sales y el azlcar en el agua, se entubd y se esterilizé

a 110® durante 20 minutos.

92 Alcohol etflico como fuente de carbono.

Se prepara el medio de cultivo empleado por Stelling-Dekker (3%) en
la forma siguiente:
Sulfato de amoniOeecscescssse. 1 gre
Fosfato monopotdsicOeieceses.e 1 gT.
Sulfato de magnesioseccsecee-045 gre
Alcohol etflicOescesescrenses 3CaCo
Agua corriente.ceccscccecsecsees 1 litro
Se disuelven las sales y se reparte en tubos; se esteriliza a 110%

por 15 minutos.

10® Resistencia al anhidrido sulfuroso.

Se disuelve 1 gr de metabisulfitoé%;.un litro de mosto estéril
con lo que se consigue una solucién correspondiente a 0,5 mgr. de 802
POT CaCe

El metabisulfito se pesa con cuidado en un vidrio de reloj es-
terilizado,cubriéndolo con un papel satinado para evitar en lo posible
las infecciomes.

Se preparan tantas series de 4 tubos estériles (de ensayo) como
nimero de levaduras se deben estudiar. La proporcién de metabisulfito
que se vierte en cada tubo de la serie va aumentando en progresién geo-
métrica cuya razén es 1,3; completando luego el volumen a 10 c.c. con

mosto estéril se consiguen soluciones con cantidades crecientes de SOo.
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Se diluye previamente la solucién madre de metabisulfito al 0,1 para
obtener otra con 0,05 mgr. de SO por c.c. que es la dosis inicial a-
propiada (5 gr/Hl.),vertiendo 1 c.c. en la serie de tubos I.

En la serie de tubos II se vierte 1 ¥ 1,3=1,3 c.c. de la solucién
siendo su concentracién en SO; de 5gr X 1,3=6,5 gr/Hl.; en los tubos
de la serie III, 1,3 £ 14,3=1,7 c.ce correspondientes a 8,5 gr/Hl. de
SOg; en los tubos de la serie IV, 1,7 X 1,3=2,2 c.c. y la comcentra-
cién, 10,99 or/HL. de 50,3

Tubos I 1T III v
Soluc. de metab. 1,0 1,3 1,7 242 C.Co
Mosto estéril 9,0 8,7 8,3 748 CeCe

118 Resistencia al alcohol.

Para realizar esta experiencia se preparan tantas series de §
tubos de ensayo,cuantos cultivos se hayan alslado,colocando en ellos
soluclones de mosto con cantidades crecientes de alcohol,en porgresién
geométrica,a una razém de 1,4,partiendo inicialmente del 4%:

Ly 5,6 748 11 15,4 % de alcohol
En un Erlenmeyer de 1 § 2 1litros de capacidad se esteriliza la canti-
dad necesaria de mosto como para repartir 5 c.c. en cada uno de los tu-
bos de ensayo. simultdneamente,en otro Erlenmeyer esterilizado,se pre-
para la cantidad de alcohol suficiente para alcanzar al mezclarlo con
el mosto anterior,el porcentaje deseado; se calienta a bafiomar{a,se de-

Ja enfriar y se repite otra vez el calentamiento a fin de evitar in-

fecciones. )
i d;.”.f‘”ﬁ‘/”
Envuelta en papel satinado se esériliza - para entubar

estérilnente,procediendd en la forma siguiente: 8e practican dos orifi-
cios a un tapén de goma perfectamente adaptable al Erlenmeyer del mosto;
en uno de estos orificios se introduce un tubo de vidrio corto,doblado

en dngulo recto,a cuya extremiddd exterior se agflapta con un trozo de
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caucho,otro tubito con algoddn; por el otro orificio del tapén se in-
troduce un tubo cue llegue hasta el fondo del redipientey,cuya parte ex-
terior doblada en 4ngulo,continda en un largo tubo de goma con pinza
de presidn; viene enseguida la cdmara anteriormente m@ncionada.

Se vierte con cuidado el alcohol en el Erlenmeyer flel mosto, ce-
rrandolo con el }apdén preparsdo y retirando sdlo entonces el papel gque
lo envuelve,flameando antes el conjunto; se coloca el Erlenmeyer sobre
un soporte en lugar algo elevado y con una perilla se inyecta aire a
travez del algodén del tubo menor,cargando as{ el otro tubo largo y la
goma;se cargan los tubos de ensayo (estériles) hasta 5 c.c. aproximada-
mente,flameando de vez en cuando la cdmara de carga. Se incuba por al-
gunos dfas a temperatura conveniente para eliminar los que pudderan

haberse infectado.
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YV METODOS DE INVESTIGACION

Las distintas especies y razas de levaduras est&n mezcladas en las bo-
rras,mcstos y uvas con otros hongos y bacterias. Para una buena seleoccibr
cuyas conclusicnes resulten as{ de indiscutible valor, es necesario ase-
gurarse el cultivo puro, procedente de un sllo microorganismo, sin lo
cual no serd posible establecer sus caracterf{sticas fisiolbgicas y.morfo-
l6gicas, ya que muchas levaduras tienen formus y funciones parecidas.

En un medio determinadc y a una misma temperatura los organismos
no viven y proliferan igualmente; algunas especies vegetan débilmente y
son paulatinamente eliminadas por otras mis vigorosas,imponiéndose en de-
finitiva las mhs adaptadas al medio.

Pasteur para purificar por este método las levaduras agregbd &cido
tartlrico al medio nutritivo,con lo que se obstaculiza el desarrollo de
las bacteriasg;pero el método no es aplicable a la separacibn de los gé-
neros y especies de levaduras de comportamiento muy semejante. En ocambio
se apela universalmente, y es 1lo que da mejores eesultados, al cultivo
en agar de mosto de malta.

Detallaremos a continuacidén los métodos seguidos en nuestro estudio

para la separacidn y caracterizacibdn dec las levaduras.

A. AISLAMIENTOS

Dos formas hemos ensayado para el aislamiento de las levaduras:

l.,- Aislamiento en cajas de Petri. E1l método de sembrar las cajas emplea-

do en este travajo es original de Bel jerinck; es senclllo y se presta a

la observaoidn macroscbdpica de las colonias v al trasplante de las mismas
Se licia a bafiomurisz el agar de mosto de malte, en los tubos donde

se conservai se vierte el contenido de uno o dos tubos, previamente fla-

meados, en una caja de Petri, levantando muy poco la tapa para
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evitar asi{ infecciones del aire, y se deja solidificar manteniendo 1la
caja un tanto abierta,con lo cue se elimana el agua proveniente de 1la
evaporacién. Kl espesor de la capa de agar debe ser de 2 A4 3 mm.

Con una pipeta rasteur se prepara una espdtula corta,doblando
en angulo obtuso su extremidadz (1 cm.) en el micromechero; esteriliza-
da previamente se aplica el cultivo,en estrias paralelas,sobre el me-
dio sblido;se consigue as{ ir empobreciendo en levaduras el material
hasta obtener las ltimas estrfas ya sin desarrollo. Se tapa la caja
y se 1ncuba a temperatura conveniente.

Como en nuestro caso se trataba de estudiar numerosas cepas,
dividimos los fondos de las cajas por la parte exterior en 4 cuadran-
tes,trazando con l4piz para vidrio,dos didmetros perpendiculares.

A las 24 horas y aveces mis tarde aparecen las colonias,al-
gunas de forma circular perfecta,originadas probablemente por una sola
célula; ciertas diferencias caracteri{psticas permiten observar colonias
de diversos tipos.

Se pican luego con ansa de platino las colonias de aspecto
diferente y se trasplanta una m{nima cantidad de cultivo a un medio
1{quido (mosto de malta) agitédndolo para lograr una distribucién uni-
forme y se hace otra nueva siembra en caja de Petri como en el primer
caso. Repitiendo esta operacién,se logra dentro de cierta probabilidad,
un cultivo puro,que se replanta definitivamente en estrf{a sobre agar
de mosto de malta.

Por nuestra parte hemos procedido del modo siguiente para el
aislamiento de las levaduras: colocados los racimos de uva de las 4di-
versas mustras en sendos frascos esterilizados,fuimos exprimiendo el
zumo de las uvas con una varilla,tambien estéril,tapandc luego con al-
godén; los mostos as{ obtenidos,los sembramos con una espdtula en es-
tria en cajas de Peiri y los llevamos a la estufa a 28%? conjuntamente

con los frascos de los mostos.
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A las 24 horas volvimos a sembrar los mostos en estrfas,repitiendo las
siembras a las 48 y 72 horas. Persegufamos con esto obtener primero las
levaduras predominantes en las uvas, y luego, las mds activas y proli-
feras al cabo de unos dfas de fermentacidén, controlando los tipos pre-
dominantes con observaciones micraéscépicas diarias.

Las borras y los mostos los sembramos tomandd con espatula
una minima cantidad de material y distribuyéndolo por estrias sobre
agar-mosto de malta en cajas de Petri. En todos log casos picamos las
colonias diferenciadas pasando a medio liquido; obtenido en este medio
el desarrollo hicimos otra vez la siembra en caja de Petri; répetimos
por tres veces esta operacidén, segin el método de Beijerinck para lo-
grar la purificacién de los cultivos, teniendo siempre cuidado de ano-
tar las formas caracteristicas de las colonias.

Con todo este método no puede darnos la seguridad de que el
cultivo sea puro, ni de que las colonias provengan de una sola levadura]
por eso en las prdcticas industriales de vinificacién y especialmente
cuando se hace la seleccién de las levaduras con miras a la clasifica-
ci1én de las mismas, se recurre al aislamiento por el método de ﬁhdner;

este es el método que hemos seguido en todos nuestros trabajos.

2.- Aislamiento unicelular o monocitogenético de Iindner.

css miloslo Ferna

Como dijimos por la absoluta seguridad que nos ofrece &# la
pureza de los cultivos, a pesar de tratarse en este estudio, de un ele-
vado mimero de cepas, lo hemos seguido siempre para asegurar asi la
seleccibén y valorizar en esa forma los resultados. Convendri por tanto
hacer del mismo una breve descripcién.

A una de esas plumitas que se usan para el dibujo en tinta china,
se le quita el cabito de madera y se le apgagta una varilla delgada de
vidrio; se la esteriliza sumergléndola en alcohol y se la acerca a una

llama para que se queme el l{quido adherido a la pluma.
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PrepArase aparte una suspensidén de levaduras en mosto de malta, tomln-
dolas de las colonias ya diferenciadas de los cultivos en estria; con
una pipeta Pasteur, terminada en capilar, se absorbe un poco de liqui-
do y se dejan caer dos o tres gotas sobre la pluma, sacudiémdola sua-
vemente para escurrir el exceso. Luego sobre un cubre-objeto de 18%18
mm. flameado y tomadoentre el {ndice y pulgay, se depositan en hilera
y cerca de uno de sus vértices tres gotitas; debajo de esta hilera se
hacen otras tres, pero de cinco gotitas cada una, concluyendo con una
ltima hilera de tres gotitas; la hilera central debe coincidir con
una de las diagonales del.cubre. Se coloca el cubre contra el aro de
vaselina depositado al rededor de la excavacifén de un porta, previa-
mente flameado, y se cierra perfectamente, aplicando un pooco de vase-
lina oon un pincelito en los bordes del cubre.

Se observa al microscoplo, cada una de estas gotitas, copian-
do el esquema de su distribucibdn y sefialando en 61 las que contienen
una sola levadura.

Si esas gotitas contuvieran 5 6 6 levaduras cada una, vuelve
a prepararse otro cubre, procediendo como antes, pero diluyendo de
antemeno la suspensién de levaduras, 5 6 6 veces con mosto estéril;
as{ se conseguiri una dilucién aproplada para obtener gotitas de una
sola océlula.

En nuestro caso las diluciones las fuimos hacliendo progresiva-
mente al: trazar las diversas hileras de gotitas, en cada uno de los
cubres.

En la estufa llevamos los preparados a 288, y a las 24 horas

hicimos una observacién mboroscdpica de las gotitas marcadas.
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B.~ CULPIVOS DE LAS LEVADURAS AISLADAS
Jo- VO o d 8e—

Sembramos las levaduras alsladss en mosto de malta preparadd
ocomo sadiocamos en los métodos generales de investigacibn; se inoudb$ en
estufa a 288 y observamos ocada 24 horas la actividad fermentativa, y

la formacifn de depbsito y velo de las diversas cepas.

4.- Cultivos en mosto de uva.
En este medio de gultivo,preparado como indicamos anterior-
mente, hicimos las siembras de las oopai aisladas para comparar las od»

servaciones oon las realizadas en el ocaso del mosto de malta.

Se— Culfivog en agar estria.
Hicimos las siembras en el medio de cultivo, preparado segfn
indicamos en los métodos de investigacibdn, incubando a 288 para ohser-

var las distintas formas de desrrollo.

6.- Coloniag gigantes.

Vertimos en sendas cajas de Petri el ocontenido de dos tubos
de agar-mosto de malta para conseguir un abundante medio de cultivo y
evitar la desecacidén; sembramos las levaduras en el centro de la caja
por medio de una pipeta Pasteur de¢ punta redonda, tomando todas las

precauciones neocesarias para evitar en lo posible las infeocciones,

7.~ Liguagién de gelatina.

Los ocultivos en gelatina de mostc de malta los hiocimos sem-
brando tubod en puncién e inoubando a la temperatura del laboratorio
( 238 )3 ocoloocamos luego los tubos en la heladera para ver si vuelve
a solidifiocar la gelatina.

8.~ Ugilizaoién del algohol et{lico como fuente de carbono.
Siguiendo el método de Stelling-Dekker, sembramos con anza

de platino en el medio preparado segfin las indicaciones del mismo au-
tor, incubando en estufa a 288,
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9.~ Utilizacidn de nitratos como fuente de N!

BEn el medio preparado segOn indicaciomes anteriores,sem-

bramos los cultivos aislados, ineubindolos luego a 28%.

10.- Formacibn de micelio - Método de Fortner.. Soriano (AQ)

Témase un cubre por uno de sus vértices con una pinza de

Cornet y se flamea una de sus caras; se deja enfriar y con una pipeta
estéril de Pdteur se recubre con una tenue capa de'agar de mosto de
malta, previamente licuado y mantenido caliente en bafiomar{a. A los
pocos instantes el medio se solifica; se inclina el cubre sobre una
caja de Petri para volcar el exceso de liquido, apoyando el vértice
opuesto al de la pinza en el borde interior de la oaja. Se toma el
cubre con el {ndice y el pulgar de la mano izquierda, por dos de sus
vértices diagonalmente opuestos y sosteniendo una de su; aristas con
el dedo medio, cbrtanse los bordes de la pelicula ocbn una Gillette
a una distancia de 3 4 4 mm. arrastrando hacia gfuera las lonjas cor-
tadas. Del cuadrado obtenido, aproximadamente de 1 @&m. de lado, se
oortan los vértices con igual ineclingeidn y la ocapa de agar queda re-
ducida a un ootbgono colocado en el centro del cubrej evitanse as{
posteriores infecoiones. Tomendo el cubre con el pulgar y el {ndice,
apbyaselo sobre el portaobjetos excavado, excavacibdn que ha sido ro-
deada de un aro de vaselina y se presiona suavemente para asegurar
un cierre perfecto.

Rst{rase en el micromechero, la extremidad de una pipeta Pas-
teur hasta formar un capilar estrecho, que se ocorta y cierra a la 1l
ma, formando una pequefla bolita en la punta; se toma eon ella un ocul.
tivo fresco en agar de mosto de malta y se siembra en m{nima ocantida
sobre la pelfcula del cubre, retirado previamente dwl del porta con
el {ndice y el pulgar de la otra mano; se aplica otra vez el ocubre

sobre la excavacién del porta y se clierra herméticamente la chmara,
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aplicando en sus bordes con un pincelito, vaselina fundida. Se incuba
a la temperatura necesaria y se ohserva al microdoopio perildicamente
el desarroldo del cultivo.

Con un poco de prhotica pueden seguirse simultidneamente dos o

tres de estos preparados.

11.- Formacib6n de micelio - Método de Lodder.

Este autor ha comprobado suficientemente que el mejor me-

dio para el.estudio de la foemacidn de micelio, es el agua de papas.

Algunas especies de levaduras sblo forman al principio, blas-
tosporos y no Pseudomicelio, pero en un 22 6 3% agregado de agua de
papas, originan unas wj pseudomicelio mientras otras no,gonsideréndo-
las como levaduras no micelianas.

En el medio preparado como se indicd anteriormente, sembramos
con anza de platino estéril los cultivos frescos, incub&ndolos a 26g,

haciendo observaciones microsclpicas en gota pendiente cada 24 horas.

12,- Métodos para estudiar la esporulacidn.

a.- Bloques de yeso - Hansen KQS)

Una levadura en plena actividad y desarrollo, al ser.privada
de los elementos necesarios para su vida, entra en estado de inanicibdn
y esporula; es esta la forma de irse defendiendo ante la escasez de
alimentos, hasta encontrar el medio apropiado para su vitalidad normal.
Por eso es conveniente preparar de antemano la levadura en medios muy
ricos en sbstancias alimenticias, enriqueciendo as{ su contenido celu-
lar.

Para conseguirlo, en un tubo de ensayo, dende haya 5 6 6 c,c. de
mosto de malta estéril se siembra la levadura g se hncuba a temperatu-
ra conveniente (25 4 282) durante 24 horas, al cabo de las cuales pa-

sase una parte de este cultivo a otro tubo con mosto fresco durante
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otras 24 horas. Hecho esto se vierte la mayor parte del 1lfquido y lue-
go con una pipeta estéril de Pasteur se reparte el depbsito en uno de
los cuadrantes del blogue de yeso, afiadiendo a lg,caja de Petri un tu-
bo de agua estéril para mantener la humedad.

Cada 24 horas se preparan observaciones microscbpicas, raspan
do con anza de platino el material depositado sobre los bloques y di-
luyéndolo en el porta objetos con una gota de agua; se aplica el cubre
y se observa la preparacidn anotando enseguida la forma y el nGmero

de las endosporas.

b * Zanahori as.

En el medio de cultivo preparado como indicamos anterior-
mente sembramos las levadurasmactivas en estr{a. Cada 24 horas se re-

pite la observacibn microscbpica.

c.- Método de Gorodkowa. (ub)

Este autor usa como finica fuente de hidratos de carhono
el azbcar, pero en m{nima cantidad, de modo que al consumirlo répida-
mente la levadura esporula por la falta de los alimentos indispensa-
bles para su vida normal,

Sembramos el cultivo fresco en el medio ya preparado,con

espitula estéril e hicimos observaciones microscbdpicas oada 24 horas.

13.- Permentacibn de hidratos de carbono. SovLmnO (5@

Se abren las ampollitas ya anterlormente preparadas con
los azlcares para lo cual basta limar sus cuellos y forzar la punta
con la otra mano; con una pipeta estéril de Pasteur,afinada, se reti-
ra la solucibén en ellas contenida y se vierten dos o tres gotas en
unos tubitos apropiados ( 12/1 cm.) esterilizedos y tapados con algo-
d6én, marcéndolos ocon un nfimero romano indicador del azficar.

Se 16Ga a bafiomar{a el medio bhsico de tantos tubos como

levaduras han de sembrarse en el dfa y se entivia a 502, temperatura
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que ha de mantenerse para evitar la solidificacibn del agar., Flamean-
do uno de los tubos se siembra con anza de pdatino un poco de levadura
fresca, tomada de un ocultivo sobre medio sblido; con una pipeta de 10
c.c. se pipetea para distribulr uniformemente y con la misma pipeta
se repsrte un c.c. en cada tubito de aguellos en gque se habfa distri-
buido los distintos azficares, sefialando con una cifra arfbiga la cepa
sembrada. Se llena ademéAs otro tubo sin azficar para conservarlo como
control del medio bhsico.

Debe prepararse por altimo un tubito de cada uno de los azi-
cares con medio blsico sin sembrar, destinado a comprobar la pureza
bacterioldgica de.los azficares.

Se observan los cultivos a las 24, a las 48 horas y a los 5
6 6 d{as para diferenciar a s{ los de fermentacibn rapida y los de
fermentacién lenta. Un dicio de buena fermentacibén es el viraje neto
del indicador a una coloracibén amarilla estable; el viraje débil y pa-
sajero, denota una fermentacibdn incompleta. La produccidén de gas se

denuncia por las burbujas que retiene el agzr blando.
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VI RESULTADOS RBTENIDOS

De las miltiples observaciones microscbpicas de las borras y de
los mostos en fermentaoibn, que hemos realizado en el transcurso de es-
te trabajo, podemos concluir que existen en las uvas de Mendoza varios
tipos de levaduras. De todos los casos qbservados, las levduras més nu-
merosas son delMtipol™ cerevisiae"ade forma ovalada sin granulaciones
protoplasmidticas en su contenido celular y de dimensiones mayores gue
las encontradas en las demis células; otra forma de levdura es la del
tipo "“torula" de oélulas reéondas con un grénulo muy refringente en su
centro; una tercera forma la constituyen las.levaduras alargadas y cil
lindricas del tipo " micoderma ", casl trnsparentes con grandes vacuo-
las; y por iltimo hemos observado aunque raramente,levaduras en forma
caracter{stica de limén del tipo "apiculatus".

Consignaremos en las paginus siguientes los resultados obteni-

dos en el estudio de los cultivos puros.

1.~ Descripcibdn de los cultivos en chmars hitmeda.- Morfologia

Si baen es chberto que la forma y dimensiones de las leva-
duras son factores de caracterizaocidn, con todo se cpmprueba de inme-
diato que estos faoctores son muy variables dentro de an mismo género
0 especie; a las 24 horas no resulta fholil establecer las diferencias
morfoldgicas, aunuqe en el mismo tipo de levadura existen células de
formas y dimensiones dominantes.

Una vez alsladas las cepas y preparados los cultivos de
adhesibén en chmara hOmeda, segliin el método de Lindner, hiocimos a las
24 horas una observacibn mioroscdpica para estudiar la morfologfa y
la multiplicacibn celular, reproduciendo la forma mediante la cémara

clara, para establecer luego las dimensiones con micrémetro objetivo.,
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Hemos podido establecer as{ los siguientes grupos morfoldgicos:

a.- Células por lo general ovales y redondas, grandes; se multiplican
por brotacibn; en término medio la relacibén de los diémetros es,

(6,3 X 7,8), ocultivos:n X#RXFXAXGXEXFX 1-2-3-4-5-6-7-8-910-11-12-13-
14-25-30-31-33-45-46-47-48-50-54~60-66-67-68-72-79=-83-111-113.

b.~- Células elf{pticas; abundan las ovales en cultivos frescos y en
medios liquidos; en medios s6lidos predominan més bien las formas e-
lipticas; se multiplican por brotacibén, cultivos: (5,6 X 7,9):24-26-
54-43-49-51-52-53-55-56-57-58-59-61-62-63-75-81-82-95.

0.~ Células oilf{ndricas y alrgadas,en cultivos viejos tienen grandes
vacuolas y permanecen unidas en oadenas; (4,8 X 8,3), cultivos: 64~

T1-75-94-97-102-103,

d.- Células en forma de limbén con o sin brotes, pequefias; (3,2 Y 7,49
cultivos: 37-41-42-86-87-108.

e.- Células elfpticas y cilfndricas largas; en cultivos viejos poseen
grandes vacuolas por 1o que aparecen transparentes y vaciasj presentan
filamentos largos y delgados, mesglados con células de diversas formag
se multiplican por brotacién; (2,2 £ 5,4),cultivos: 1€6-17-18-19-32-
45-36-39-40-89-92-99-100-106-105-107.

f.- Células redondas u ovales en menor cantidad con grinulo muy re-
fringente; se multiplican por brotacibm; (5,9 X 5,9), cultivos: 20-

21-22-23-27-28-29-65-69-70~73-74-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112.

W40
Las células de los cultivos son elfpticas y muy pequeflas: (2,2 ¥ 4,3)
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2.- Caracter{sticas de los cultivos.

Detallaremos seguidamente los caracteres de los cultivos
aislados que nos han servido de base para la diferenciacibn de los

milsmos.

a.- Desarrollo en agar de mosto de malta, en cajas de Petri.

Observados después de varios dfas estos cultivos en su-
perficle, obtuvimos 1los siguientes tipos de ocolonias:
1. Colonias redondeadas, de bordes lisos, algo elevadassobre el agzr,
himedas,de consistencia cremosa; cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-~
13-14-25-30-31-33-45-46-47-48-50-54-60-66-6T7-68-72-79-83-b11-113-24-
26~34-43-49~51-52~-53-55~56-57-58-59~61-62-63~75-81~-82-103.

2. Colonias blanquecinas,opacas, muy desarrolladas en superficie, de
aspecto seco y bordes irregulares; cultivos: 16-17-18-19-32-35-36-
40-89-92-96-99-100-105-106-107.

3. Colonias parecidas al tipo 1, pero m83s desarrolladas en superfi-
cie, menos brillante§ de bordes lobulados pero lisos; cultivos: 20-

21-22-23-27-28-29-65-69-70-75-74-76-77-78-88-90-91~93-98-109-112.

4. Colonias muy brillantes, casi transparentes, de coloracibén marrén,

de bordes lisos y de poco desarrollo; cultivos: 37-41-42-86-87-108.

5.- Colonias de coloracibén roja, muy hfimedas de bordes lisos:ocultivos
44-110,

B.- Desarrollo en estria.
Por el aspecto de los oultivos en estrf{a, sembrados en agar

de mosto de malta, hemos podido caracterizar los siguientes'grupos:

1. ﬁstria muy elevada en el centro y longitudinalmente, de bordes lo-
bulados pero lisos, aspecto opaco,borillante,hfimedat, de consistencia
cremosa; cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-24-25~-26-30-31~
33-34-43-45-46-47-48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58-59-60-61-62-~63~
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66-67-68-72-75-79-81-82-83-95-111-113.,

2. Estrf{a blanqueoina, bien desarrollazda en superficie, aspecto seco
Yy harinoso, bordes irregulares y filamentosos; cultivos: 16-17-18-
19-32-35-36-39-40-89-92-96-100-105-106-107.

3. Estrf{a bien desavrollada en superficie,brillante de aspecto pasto-
g0, de bordes lobulados y lisos; eultivos: 20-21-22-23-27-28-29-65-~
69-70-73-74-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112,

4. Estria de poco desarrllo, muy brillante, casi transparente, de o0o-

loracibn marrén y bordes lisos; cultivos: 37-41-42-86-87-108.

5. Bstrfa de coloracibén roja,bastante elevada, himeda, muy adherente,

de bordes lisos; cultivos: 44-110.

c.- Desarrollo en mosto de malta y mosto de uva.

De jamos constancia de que los ensayos de cultivos en mosto
de malta y en mosto de uva nos llevan a los mismos resultados.
Observadas las siembras a las 48 horas, diferenciamos los si-

gulentes grupos:

1. Levaduras que producen abundante desprendimiento de 005, el 1l{qui-
do es de una turbidez uniforme y el depésito granuloso; cultivos: l-
2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-24-25-26-30-31-33-34-43-45-4T-48-49~
50-51=52-53-54=55-56=57=58-59=61-62-63-64-66-6T7-78-71-72-75-79-80-
81282-83-84-94-95-97-102-103-111-113.

2. Levaduras que forman un velo seco, plegado, el l{quido permanece
pooo turbio, casi sin depbsito; cultivos: 16-17-18-19-32-35-36-39-
40-89-92-96-99-300-105-106-107.

3. levaduras que forman una pelfcula gque sube por las paredes; liqui-
do débilmente turbio con poco depdsito; cultivos: 20-22-27-38-37-41-
42-65-69-70-74-77-86-87-90-93-98-108-112.



4, Las levaduras de los cultivos,21-23-73-76-78, no forman pelfcula,

pero dan en cambio @in 1fquido turbio, sin depdsito.

En los mismos cultivos a los 7 d{as se hicieron las siguientes

ovservaciones:

1. Depbsito abundante, granulosos, bien adherido al fomdo, l4uido 1{m-
pido, en los cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-3%8 9-10-11-12-13-14-24-25-26-

31-33-34-43-45-4T-48-49~50-51=52-53-54-55-56-57-58-59-61~62—6 3-6 466~

67-68-71-T72-75-79~80-81-82-83-94-95-97-102-103-111-113.

2. Liquido muy turbio, depdsito poeo consistente, la pelfcula casi no
se nota por el desprendimiento de COp; cultivos: 37-41-42-86-87-108,
3. Velo opaco, seco, plegado y amarillento; al agitar.el tubo, el velo
cae en copos al fondoj cultivos: 16-17-18-19=32-35-36~40~-89-92~96-99~
100-105-106-107~

4. Velo mucoso, fermentacidn débil, liguidc no clarificado; cultivos:
21-28-29-T70-73-T74-76-88-90-91-109-112,

Las levaduras de los cultivos: 20-23-22-27-38-65-69-77-78-88-
93-98, sblo forman palicula; los cultivos 44 y 110 dan anillo y depd-

sito rojo.

d.- Colonias gifantes.

Transourrifos 30 6 40 d{as de la siembra, observamos las colo

nias con el sigukente resultado:

l. Colonia elevada en el centro, bordes lobulados pero lisosi brillan-
te, hlmeda, con estrf{as radiales y pliegues conoéntricos; cultivos: 1-
3<4=5-06-7=8-9-11-12-14-23-25-28~31~33~38-43-45-47-48-49-50-51-52-54~
55-50-57-59-60-61-62-63=65-56-67-68-69~T0-T1L~-72-73-74-75-76-79-60-81~
82-83-90-94-95-97-102-103-109-111-112-113%; las levaduras de los culti-
vos: 2-10-13-24-26-34-53-58-64-77-76, forman colonia menos elevada.
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2. Colonia poco elevada, vordes aserrados, aspecto seco, estrf{as radia-

les apenas perceptiblesy cultivos: 27-29-83-91-93.

3. Colonia muy desarrollada en superficie, blanca, opaca, seca, bordes
aserrados y filamentososj cultivos: 16-17-18-19-32-35-36-40-89-92-96-99
100-105-106-107.

4. Colonia poco elevada, casi transparente, hlmeda, brillante, amari-

llenta; ocultivos: 37-41-42-86-87-108.

5. Golonia rojiza, hfimeda, elevada, bordes lisos; cultivos: 44 y 110.

e.— Formacibn de micelio filamentoso.

_doriano )
Siguiendo el método de Fortner, en observacidn microscépica

a las 24, 48 y 72 horas hemos establecldo los siguientes grupos:

l. Pseudomicelio consthtuido por filamentos ramificados, largos y del-
gados como salchichas; ocultivos: 16-17-18-19-39-69-99.

2. Pseudomicelio rudimentario de células largas y gruesas oon brotes;

cultivos: 40-96,

3. Oélulas formando cadenas como las del grupo 2 pero sin ramificacio-
ness cultivos: 70-100-105-106-107.
Segfin el método de Lodder, ocultivos en agua de papas, los

resultados fueron los sigulentes:

1. Las levaduras de los oultivos: 16-17-18-19-32-39-40-96-99-100-106
¥y 74, forman un pseudomicelio de filamentos muy largos y ramificados,

y blastosporos rudimentarios.

2. 88lo formen blastosporos las levaduras de los cultivos: 35-36-105.

f.- Esporulaeibn.

Ensayados las cepas alsladas en los medios de cultivo ya
deseritos para el estudio de la esporulacidn, hemos llegado a los si-
gulentes resultados:
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1. Levaduras que formen de 2 & 4 ascospcras pero oon dificultad y
s61o despuds de 6 & 7 dfas; cultivos: l-2-3-4-5-6-7—-8-9-10-11-12-13-
14-24-25-26-31-33-34-43-45-47-48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58-50-
60-61-52-63-66-67-68-72-79-81-82-83-95-111-113,

2. Levaduras que esporulan réipidamente a las 24,56 48 horas, predomi-
nando los aB800s con 3 y 4 esporas; ocultivos: 64-71-75-94-G7-102-103.

Los demhs ocultivos no esporulan en ninguno de los casos estu-

diados.

3.- Caracteristicas fisiolbgicas de los cultivos.

Para la determinmsoidn precisa de las cepas aisladas, he-~
mos estudiado sus caracter{sticas fisioldglcas, siguiendo las indica-
ciones detalladas en los métodos generales de investigaoildn; a conti-

nuaol én expendremos los resultados.

a. Licuacibn de gelatina.

Observadas las siembras de los cultivos en gelatina de
mosto de malta a los dos meses, obtuvimos los siguientes resultados:
Liclan completamente la gelatina 1los cultivos: 27-42-41-4%-58~

69-73-83-86-8T7-108-109.

b. Utilizacibén de alcohol como fuente de carbono.

Al mes dehechas las siembras, hicimos las otservaciones
siguientes:
1. Forman depbsito abundante y dan una pelfcula que trepa por las pa-
redes, los cultivos: 16-17-18-19-20-21-27-28-29-32=35-=36=39-40-69~
70-73-74-76-77-78-87-88-89-90-91~-02-9%-56-98-99-100-105-106-107-109,
2. Forman solamente un depdsito blanquizeo que al agitar se levanta
en 00po§, los cultivos: H=13-14-49-54-55-58=61-62-63-64=-72~82-94~
95-97-102.
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c.- Utilizac1ibn de nitratos eomo fuente de Nitrdgzeno.

A los 15 dfas observamos los eultivos sembrados en el me-
dio anteriormente indicado y podemos concluir que las cepas, 69-70-
74-76-77-78-90-91-109-112, forman una pelfcula tenue gme trepa por
las paredes del tubo y dan un depbsito blanco y abundante,

Después de los trabajos microbioclégicos de E. Laurent y
¥ayer, parecer{a que los nitratos son nocivcs para las levaduras,
pues ccmo deten ser reducidos previamente a nitritos, resultan em ese
estado verdadercs tbéxicos.

Pero Fernbach y Lizemberg, Fermbach y Wicolau llegaron en
sus experiencias, a la conclusibn de que los nitratos favorecen por
el ocontrario la actividad fermentative, obrando ccmo aceleradores de
la funeibdn enzimltica.

Frente a tan discutidas opiniones Juzgamos necesario efec-
tuar un ensayo mls decisivo que nos revelara cual hzbfa de ser el
comportamiento de les.levaduras en la utilizaeién de los nitratos.

Preparamos para ello tres seriex de tres frasquitos ocada
una, muy limpios y tapados con algoddn. Vertimos en la primera serie
50 c.¢c. del medio indicado mls arriba. Substituimos en la segunda el
nitrato por sulfato de amonio, sal utilizable por las levaduras oomo
resulta de las experiencias de Pasteur. En la tercera suprimimos el
nitrato, privando as{ al medio de su fuente de nitrlgenoj; todos es-
tos frascos fueron estrilizados al autoclave.

Hicimos luego una suspensidn fisiolbgica con las levaduras
de los cultivos: 90, tipo torula que desarrolld en la primera expe-
rienciay 106, tipo mycoderma; y 55, tipo sacoharomyces; las agitamos
para uniformar la distribuoibn y con una pipeta estéril vertimos una
gota, en cada uno de los frascos, previamente maroados con el medio

emgleado, sefialando ademfs con una cifra el ndmero del cultivo.
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Extrajimos de cada frasco con pipeta estéril 1 c.o. de lax suspen-
6ién y la llevamos a una caja de Petri previamente esterilizada, ver-
tiendo en ella el contenido de un tubo de agar de mosto de malta enti-
biado a 508 y teniendo ouidado de distribuir bien las levaduras me-
diante la rotacibénu de la caja; incubamos a 232 conjuntamente con los
frascos.

A las 24 y 48 horas repetimos la siembra en caja,contando cada
vez las oolonias desarrollddas en el agar para apreciar as{ la multi-
plicacibn celular.

Los resultados quedan consignados en el ouadro sigulente:

Cultivos Nfémero de colonias a las:
24 hs. 48 hs. 72 hs. 4 dias
con NO3K 9 7 inocont. -_—
90..... con S04(NH3)2 5 3 incont. -
sin N. 12 10 8 13
con NO3K 4 7 30 200
55e¢... 00n SO4(NHy)2 9 5 11 150
sin N. 6 8 10 7
ocon NO4X 3 incont. - -
sin H. 6 incont. - -

Por la observaeidn del cuadro podemos deducir que las tres leva-

duras ensayadag, se multiplican en el medio connitratos y sal de amo-
nio. Para los oultivos 90 y 55 no se nota multipliocaecibn celular en
el medio sin nitrbgeno; contrariamentergucede con el cultivo 106.
Aunque no podemos dudar de la limpieza de los frscos utilizados, po-
drfamos tal vez atribuir la causa a algin resto de substancia orgéni-
oa, 0 menos verosimilmente a las sales de amonio existentes sobre el
1{juido; la dilucidacidn de este caso cae fuera de los propdsitos de

esta tesis y serf objeto de un trabajo posterior.
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Lasz levaduras dsel culiivo 90 foramaron a los tres dias un dend-
sito abundante en los frascos y una pelfcula gue se elevaba 2 om. por
las paredes, enturbiandn el 1{quidc, tanto en el medio con nitratos
comd en el de sulfatc de amonlo; en cambio en los frsccs de los culti-
vos 55 y 106, el 1{,uidd era opalescente y no habfa formacibdn de pelf-
cula,

En resumen, podemos concluir que algunas levaduras del tipo
tornla, utilizan los nitratos como (inica fuente de nitrbgenoc por lo

menos en lo que atafie a su multiplicacibdn celular.

.- Permentaoibn de azidcares.

Siguiendo las indicaciones establecidas en los métodos
de investigacibén, hiocimos los ensayos de fermentacidén de los azficares.
Ademfts hicimos la prueba de fermentacibdn de la melibiosa ocon el

objeto de establecer los tipos de alta o baja.

Las levaduras de alta fermentan débilmente la rafinosaj este
trisaclrido se hidroliza por la acotbn ddastlsica desdooléndose en le-
vulosa fermentescible y meliblosa, disaclrido no.fermentescible por
las levadures de alta; en estas oondiciones el lfquido de prueba per-
menece reduoctor en presencia del licor de Fehling.

Este ensayo lo ricimos ccn todos los cultivos aislados, oeolocando
en los tubitos de fermentecién un tapbn de vaselina-parafina para rete:
ner los gases y medir aproximadamente el poder fermentativo total o
parcial de la rafinosa. Hemos comprobado as{ que todas las cepas pro-
das pertenecen al tipo de levaduras de alta.

En los casos dudosos apelamos directamente a ia fermentaoidn
de la melibiosa.

Resultados:

l. Las levaduras del tipo Pseudosaccharomyces y del tipo mcoderma

<7 4 /7 ;
solo fermentan glucosa (L.M.) - Senitona Lo la
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2.- Las levaduras del tipo torula en general fermentan glucosa, sacar
rosa y maltosaj algunas razas sblo fermentan glucosa y sacarosa como
las correspondientes a los cultivos 44 y 1103 otras tambien fermentan
galactcsa.
3« Las levaduras del tipo s. ellipsoideus y s. intermeditus fermentan
glucosa, sacarosa, galactosa, manosa y maltosa; ademfés aunque débil-
wente, rafinosa.

De las levaduras ensayadas, ninguna fermenta lactosa nh meli-
biqsa.

Los resnultados obtenidos en la fermentacidn de azficares los

ofrecemos en 2 cuadro sdjunto:
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Planilla de fermentacidn de azlicares
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VII DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DE IMPORTANCIA

INDUSTRIAL

Hemos emprendido la realizaoién de este trabajo con el fin de
aislar y clasificar las levaduras de las uvas de Mendoza con miras

a su aplicacidr industrial, por lo cual creemos conveniente presentar
en este cap{tulo las caracter{sticas de los fermentos, ensayadas bajo
el aspecto tecuolbglco, es decir, su eficiencia fermentativa, rendi-
miento en alcohcl, resistencic al arhidrido sulfurosc, etc., de todo

lc cuval darenos a continuaciédn un breve resumen.

l.~- Poder fermentativo.

Es de particular interés en la cervecerfa, destilerfa y
vinificacibfn eonocer la efiociencia fermentativa de una levaduraj su
mayor o menor velocidad de fermentacibébn, o sea el maximo de transfor-
macién azucarina que puede provocar en menos tiempc; su.rendimiento
en aleohol y su capacidad funcional en medios muy azucarados.

Aisladas ya y conocidas por su fisiologia las especies
de levaduras buenas y malas fermentadoras, procedimos a la determina-
0idn del poder fermentativo de las primeras y de algin oaso tipico de
las segundas para comparar las respeotivas eficiencias.

Para ello son varios los métodos que suelen emplearse.

a. En las cervecer{as se sigue el método de la atenuacibn, medida por
el cociente entre la diferencia del extracto seco del modto inicial
y de la cerveza en un momento dado, y el extracto seco del mismo mos-

to, referido a cien:

- Extr. del mosto - extr. de la cerveza , g
- sxXtracto del mosto

Ateniaciflr

El extracto seco disminuye naturalmeate < medida gue adelanta la



_qt,

fermentacibn, proporcicnalmente sl azficar desdoblado en CO, y aleohol.
La atehuaciéh real se mide como en el caso anterior pero des-
pués de eliminar por cbullieidn el CO-> ¥y el alecohol, restableciendo
el volumen iniocianl con asua. Le atenuacibdn aparente se logra sl se eli-
mina solamente el CO, por agitacibn.
En la prioctica se establece la atenuacidn sea real o aparente
por la variacifn de densidad:

Dens. del mosto - dens. de la cerveza x 100
Dens. de la cerveza

Atenuvaciln =

b. En vinificaoién es mbs corriente det¥minar la eficiencia fermenta-
tiva de las 1evadu*a~zz%?"éifﬁbo desprendido, medido volumétricamente
con un simple nitrbmetro como lo hizo Slator, pero adaptando una v4l-
vala de ventilacidn de Meissl al frasco de fermentacibn como lo acon-
sejan Buler y Lindner.

De una manera mis sencilla, puede medirse la cantidad de GO2
desprendido, por la pérdida de peso del mosto, método que hemos em-
pleado en este trabajo con excelentes resultados.

Adaptamos a un Erlenmeyer de 500 c.c. de capacidad, un tapbn
de goma bioradadoj; por uno de los orificios introdujimos hasta el fon-
do del eeciplente un tubo de vidrio, cuya extremided exterior doblada
en Angulo recto se cierra por un tubito de goma y un trczo de varillajg
por el otro orificio del tapén, introdujimos a su vez otro tubo de ra-
mas cortas doblemente acodado; la rama interna termina édebajo del ta-
pén del frasco, mientras la extericr va unida a otro tubo en feorma de
U que contiene perlas de vidrio embebidas en Acido sulflrioco, destina-
do a retener el agua y el alcohol provenientes de la evaporacidn,
mientras da salida sl 002; termina el tubo de &cido sulfirico en una
rama horizontal con cierre de algodén para retener la himedad del am-
biente.

Para proceder ahora a determinar la eficiencia de una levadursa,



- ui-

se desconecta el tubo de perlas de vidrio y se vierten en el Erlen-
meyer 250 c.c. de mosto, cuya ri?qeza agucarina ya se conoceg se es-
teriliza el mosto en el autoclave; se deja enfriar y se siembra ocon
pipeta estéril de Pasteur, 1 c.c. del depbsito de levadura activa,
procediendo eon suma precauciédn para evitar.las infecccionesj se tapa
se adapta el tubo de &cido sulfiricoj se pesa y se incuba a 28%.

Vuelve a repetirse la pesada cada 24 horas haclendo antes
un arrastre con aire libre de CO,, para lo cual se haoce burbujear
previamente en una solucidn de HONa. A los 20 dfas pricticamente el
peso es counstante y por diferencic eon la pesada ilaiecial pusde dedu-
clrse el peso total del COo desprendido; por las tablas se averigua
el aleohol total producido.

Graclas a esta experiencla hemos podido comprobar que el
poroentaje de alcohol, deducido de la cantitad total de 00, es muy
alto, superior al oalculado tedricamente del peso del azficar inicial,

Pero no debemos clvidar que el GO no depende finicamente
del proeeso clésico de fermentacibn, sino tambien de otras activida-
des de les levdduras.

Buchner y Kunz han comprobado que el &cido succf{nico no
proviene del d esdoblamiento del azlicar pcr accién de la levadura,
puesto que el hcido no se produce en la fermentacidn de dicho azloar
por el jugc de levadura.

Segln Bhrlich, el Acido sucefnico es vn prcducto del me-
tabclismo nitrogenadc de las levaduras; éstas obran per oxidaciédn
scbre los amlnodcidos; as{ el 4cldo glutlmico por desaminaocién y desa

carboxilacidn pone en libertad amonfaco y CO5p:

COCH.CHz.CHZ.CHNHZ.COOH $ 02 = COOH.CHZ.CHZ.COOH + NH3 + COo
De igual manera, en los vinos, los alcoholes csureriores tienen
origen en un proceso de hidrblisis de los &cidos monoaminados como la

lebcina e isoleucina:
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CE S R CH A CO0H + 20 = SHOCHCHLCIOH + ifly 4 OOy

CH_\

CHy

Cs

BN 00 + 20 = i >CREAON ¥ Ny T O

" Portanto el alcohol et{lico no puede ser determinado exactamen-
te por el CO2 desprendido.

Con todo presenta este método la ventaja de ser la finica for-
ma prictica de medir apxéximadamente la velocidad de fermentacidn de
ocada cultivo, pues la determianoién directa del aloohol implica la
modifiocacibn cuantitativa del mosto en estudio.

Pra Pasteur la fermentaoién de los agficmres es efecto de
una asfixia parcial de la levadura; en présenoia de aire axcesivo
disminuye su actividad fermentativa en provecho de su multiplicecién
celular. En nuestro caso al hacer el arrastre diario de GO, con aire
colochbamos a la levadura en condiciones que no son las naturales,
ya que en definitiva debe ejercer su accibdn en presencia de cantida-
des m{nimas de ox{geno.

Por todos estos motivos y por indicaoidén del Dr. Sor-
delli, introdujimos una leve modificaeidn en el olésico aparato, eon
el fin de establecer direotamente por destilacién, al final de la
fermentacién, el grado aloohbédlico del vino.

Entre el Erlenmeyer y el tubo de.perlas de vidrio in-
tercalamos otr; tubo en U, & bolas, vertiendo en é1 5 c¢.c. de agua,
destinada a retener el alcohol que se.evapora en cantidades no des-
presiables en el intervalo de un mes y a temperaturas préximas a 308}
suprimimos ademls el arrastre diario.

En estas nuevas condiciones, el 002 diario, y el total
desprendido y determinado por las pesadas, es inferior al obtenido
por el primer método como se deduce de la comparacibdn de las tablas
respectivas.

Se observa ademls que el alcohol elaborado en la fermenta-

cién y deducido por el peso del CO, es superior apréximadamente en
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un 1% al hallado por destilacibén al final de la experiencia.

Por otra parte, si se efectfia el arrastre diario, se producen
pérdidas notables que impiden atribuir exclusivamente a la elimina-
oién de CO,, la disminucibén del peso del mosto.

La oomparacidn de los datos:del cuadroc adjunto permite

comprobar las observacibnes deducidas en este capftulo.
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Eficiencia fermentativa de las levaduras alsladas
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2.—- Curvas de fermentaeidn.

Las curvas representativas del poder de fermentacidn
estudiado en el capf{tulo anterior las hemos construido sobre un sis-
tema de coordenadas, tomando en las ordenadas el peso de CO»> (gr),
deducido por la pérdida de peso del mosto en fermentacibén, y en las a
abscisas los intervalos de tiempo, de 24 en 24 horas, durante 20 dfas
pues al final de estos las variaciones son ya despreciables.

Observando las curvas se nota que las levaduras de los culti-
VOs: 1=2=3-4=5-6=7-11=12=13-26-31=33-50~51=52=53-55-56-57-58=59-61~
62-63-64-67-68-71-72-75-81,alcanzan el mAximo de desprendimiento de
C02 al segundo dfa para decrecer luego rlpidamente; son levaduras de
fermentacibn répida.
En cambio para las levaduras de los cgultivos: 8-9-10-14-24-
25-34-43-47-48-49-54-66-79, es mayor el desprendimiento de CO, al
tercer dfa; la fermentaoibén es mhs lenta.
Algunas’izégg de S. ellipsoideus como las ocorrespondientes
a los ocultivos,2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-24-25-26-31-34~43-45~
49 y 52 han evidenciado ser excelentes fermentadoras, elaborando més
de 14 £ de aloohcl en volumen, al cabo de un mes de actividad y a
temperatura de 288, rendimiento prbéximo al tefrico, deducido del
grado azucarino del mostc, 257,0 gr/l. o sea 142 Bé., Producen un de-
pbsito compaocto de coloracibén marrén, diffecil de desprender del fondc
del recipiente, ¥ un vino muy limpido.
Las levaduras de los cultivos, 6-7-95-97-102-103-111-113,
son de fermentacién rApida (ver curvas), clarifican muy bien, pero
el depbsito se dispersa TAcilmente por agitacibn, enturbiando el 1{-
quido.
Hay';;§%§7que producen un bouquet caracter{stico, pronunciado,

como las levaduras de los cultivos,43-75-52-95 y 973 algunas son
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de menor rendimiento alecohblico pero debidamente aséeciadas a las an-
teriores pueden mejorar las cualidades de los vinos.,

Las levaduras del tipo mycoderma producen fermentaocidn muy
dévil (1,5 % de aloohol) y acetifican rlpidamente el lf{quido, entur-
bihndolo uniformemente y comunichndole un aroma penetrante que re-
cuerda la esencia de banana.

Les levaduras del tipo pseudosccharomyces son tambien de fer-
mentaoiln débil; elaboran de 3 & 4 ¥ de aloohol} no elarifican bien
y dan pooo depbésito, fheilmente dbspersable por agitaeibn.

Entre las levaduras del tipo torula las hay que producen
hasta 5 y 6 % de aleohol, posco depbsito,lf{quido turbio; aligunas de

estas razas ocomunican al vino un aroma pronunciado.

3.= Resistencia al alcohol.

Es un hecho por demls conocido que la actividad fer-
mentativa de las levaduras se modifica répidamente por el aleohol
elaborado, el ocual constituye en ciertos 1fmites un tbéxico paralizan-
te.

Experiencias realixdas por RShling selBalan al pseudosaocharo-
myces como la levadura vinica menos resistente al alcoholj sin agre-
gado de alcohol, para una célula sembreda en mosto, al fin del proce-
so fermentativo, habfa 514 células; en mosto con 2,86 % de alcohol,
182 oélulas; y sblo 88 células en mosto de 4,62 £ de aleohol inicial.

El pseudosaccharomyces es de los géneros més sensibles a la
acoibn de este antiséptico y el S.ellipsoideus el més resistente,
siendo de resistencia intermedia el S. intermedius.

La determinacién de la resistencia al alcohol resulta de
oapital interés para los oasos de vinos de alta graduacidén aloohb-

lioa.



Para realizar esta experiencia procedimos de acuerdo a las indicacio-

nes dadas en los métodos generales de investigaoidn, sembrando los

cultivos en mostos con proporciones crecientes de alcohol y exami-

nfndolos cada 24 horas. Los resultados quedan consignados en el cua-

dro siguiente:

Registencia al aicohol de las levadurag alsladas

Leohol: Entre 2 y 3 dfas

{Fermentan;cultivos:1-4-5~6—7-8-9
1 10-11-12-13-14-25-26-31-33-34-45
48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58
| 59-61-62-63-64-66-67-T1-72-T75-61
4 % 182-83-94-95-102-103-111-113.

i?orman velojcultivos:16-%9-96.
‘Forman pelfculajcultivos: 17-18--
19-27-29-32-35-36-40-88-89-90-
192-93-96-98-99-106.

.Fermentanjcultivog:1-4-5-6-7-8-
9-10-11-12-13-14-25-26-31-33-34
45-47-48-49-50-51-52-53-54-55~
56-58-59~61-62-63-64-6T7-68-T71~
75-81-82-83-94-95-102-103-111~-
516% 113,

Forman velojcultivosglo-39-96.
Forman pelfoulajcultivos:17-
18-19-29-99-27-35~36-40-89-90~
92-93-98-88-106-107.

Entre 4 y 7 dfas
Fermentanjcultivos:2=3-23-24-43-47
70-79-97-112.

‘Forman velo seco y fermentanjculti

v0s:16-17-18-19-35-39~-40-88-89-92~
96-99-105-106-107.

Forman pelfcula y fermentanjoulti-
v08:20-21-22-32-38-69-73-74-76-TT~
78-90.

Forman velo mucoso y fermentan;

cultivos:28-90-91-98-109.

'No fermemtan;cultivos:37-41-42-44

86-87-100-108.

' Fermentanjcultivos:2-3-23-24-43-47

70~-79-94-112.

Porman velo seco y fermentanjculti

. vo8 :16=17-18-19-35-36-40-88-92-96~

99-105-106-107.

Forman velo mucoso y fermentang
cultivos:29-28-90-91-109.

Forman prlicula y fermentanjoculti-
vos:27-32-38-70-72-73-T4~76-77-78~
93.



Alecoh. | Entre 2 y 3 dias | Entre 4 y 7 dfas

Fermentanjoultivos:l-4-5- fFermentan;oulti;bs:2-3—9;i6;14-
6-7-8-11-12-13-23-25-26-34-43~  24-45-49-50-55-56-68-72~79-81-83-
48-51-52-53-54~57-58-59~61-62- %97-103-111-112.

748 % 63-64-66-67-T1-75-82-94-96-102 iForman velo y fermentanjcultivos;

13-31-33. 17-18-19-3%6-39-40-28-91-99-105~

Forman velo secojcultivos:16-96 5106—109.

Forman pelfculaj;cultivosg¢l7-18-  Forman velo y no fermentangculti-

19-27-35-39-40-88-89-92-93-98- |vos:35-70-88-89-92.

99-106-107. | Forman pelicula y fermentahjcul-
tivos:27-38-69-74-76~77-78-93-98.
Forman pelfoula y no fermentan;
| cultivos:20-21-22-32-

ENo fermentanjoultivos:37-41-42-~

| 44-47-86-87-100-108-110.

$—— h—

Fermentan;cultivos:1l-5-6-7-12- |Fermentanjcultivos:73-78.
14-26-31-33-51-52-54~-59-61-62~ |Forman velo y fermentanjoultivos:
63-66-67-71-75-95., 16-17-19-36-39-89-96-106.,

'Forma veloj;oultivo: 16  Forman velo y no fermentangculti-
11 # | porman pelfculajeultivos:17-39 | vos:18-32--40-86-92-105.
88-90-96-99-106. Porman pelfcula y fermentanjcul-
tivos:27-29-38-93-98.

No fermentanjcultivos:2-3-4-8-9-
10-11-13-20-21-22-23-24-26-32-34-
35-43-41-42-44-45-47-49-50-53-55-
56=57-58=60-63=65-64-67-68-48-70-

72-74-79-80-81-82-83-8€-87-91-97-
100-102-103-108-109-110-111-113+~

112,
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En mosto de uva al 4 % de aloohol,después de 24 horas, ningin cultivo
ha determinado la fermentacidn. Transourridas 48 horas, observamos
franca fermentacidn en los tubos de los oultivos: 1-4-5-6-10-11-12
253333-52-31-5%-55-56-61-62-63-T1-72-81-82-943 forman velo las leva-
duras:16-39-96; otras del tipo mycoderma y del tipo torula forman pe-
l{cnla.

A los 7 dfas no fermentan las levaduras del tipo pseudoseccha=s
romyces y la 100 del tipo mjcoderma.

En concentracibn de 5,6 % de alcohol, a los 7 dfas no fermen-
tan la mayor{a de las levaduras del tipo torula, algunas del tipo
mycoderma y las del tipo pseudosaccharomyces.

En concentracibn de 7,8 ¥, pocas levaduras del tipo mycoder-
ma y del tipo torula forman velo o pelfcula y fermentan, otras sblo
forman velo o pel{ecula.

A 11 4,algunas levaduras del tipo mycoderma y del tipo toru-
la forman velo o pelfcula y fermentan, otras del tipo mycoderma sola-
mente velo. Muchas levaduras del tipo ellipsoideus, intermedius, pseu
dosasoharomyces no fermentan a los 7 dias.

En concentracibdn de 15,4 % de aloohol a los 7 dfas y més
ninguna levadura produce fermentaciln franca; solamente algunas razas
del tipo ellipsoideus enturbian débilmente el liquido., forman un pe-
yuefio depésito y desprencen muy poco COp; estas son las correspon-

ientes a 1los cultivos: 6-8-9-14-31-52-55-61-64-31-112,
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4.~ Resistenclia al anhidrlido sulfuroso.

En los mostos, el SO2, posee una propiedad téxica para los gérmenes
nocivos de la fermentacidén constituyéndose as{ en agente de selecoibn
para las buenas levaduras.

Por otra parte su empleo en la vinificacibén se extiehde de
d{a en dafa, sobre todo en afios que por sus condiciones climatéricas
excepcionales resultan desastrosos para la madurez de la uva, de por
s{ tan propensa a fermentaciones extraflas y al desarrollo de tcda cla
se de gérmenes cgmprometedores de las bondades y de la conservacidn
del vino.

El S0, contribuye ademis a la precipitacidén de las substan-
cias péoticas, gomosas y terrosas de los mostos, favoreoiendo su cla-
rificaclibdn; pone en libertad muchos Acidos orghnicos y especies cro-
mbgenas del hollejo, aumentando en consecuencia la acidez fija de los
vinos y enriqueciéndolos en materias extractivas.

Agregado a un mosto en dosis conveniente, como lo com-
prueba con sus experiencias ¥. Ventre, obstacukiza la vitalidad de
las malas levaduras convirtiéndose como dec{amos arriba en un medio
excelente de seleccidn.

El tipo de levadura menos resistente a este antiséptico
es el pseudosaccharomyces; la reslstencia es mayor en los tipos S,
intermedius, mycoderma y torula, siendo mixima en el tipo S. ellip-
soideus.

Linossier sostiene que el mycoderma vini es el tipo mﬁs re-
sistente al SOo2; J. Ventre ha demostrado que ocon frecuencia en mostos
de uva muy &cidos y con dosis de antiséptico muy elevada, el S. ellip
soideus afecte la forma de mycoderma, formando anilo & velo.

Resulta muy dificil establecer en un mosto la dosis parali-

zante de 502; casi todos los autores indican cantidades distintasg



dependiendo éstas de las condiciones fisiocas y quimicas de cada mos-
to, los ensayos deben ser necesariamente regionales.
La accibén téxica del SO, depende de varios factores que vamos

a detallar:

12 El medio: es sabido que el 302 puede combinarse lAbilmente con lo:
azlicares aldehfdicos y cetbniccs; como finicamente el SO2 libre tiene
propiededes t6xicas, podemos deducir a priori que para enmudecer a

un mosto la dogis nececaria seri tanto mayor cuanto mayor sea el ten

en azlicar del medio ensayado.

22 Vitalidad de las levaduras: La dosls paralizante para cada espe-

cle de levadura es funecibn de la vitalidad de la misma, siendo por

tanto m&s resistente la que presenta mayor vitalidzd.

38 TemperaturajEn las mismas condiciones de medio y con idénticas
dosis de S0,, la levadura inicia mis prontamente la fermentacién,
cuanto mis baja sea la temperatura; a temperaturas relativamente al-
tas el mosto se empobrece mAs rédpidamente en S02.

El 50, suele usarse como antiséptico en varias formas: el
proveniente de la combustién del azufre; el 30, liquido més controla.
ble pero con la desventaja de requerir medidores especiales; y el
metabisulfito de potasio, que se expende en pastillas de eolor blan-
0o, ouyo rendimiento en 30, es tebSricamente del 57 % (en préetica el
50 %#). Su manejo y control son muy sencillos.

La dosis de 802 para inmbvilizar un mosto por 48 horas es, se-
ghn varios autores, la de 5 4 7 gr. por Hl.
Sembramos las cepas alsladas en el rmedio descripto en los
ocapitulos anferiores, obaervando la fermentacibn a las 24, 48 y 72
hora, y a los 4 y 7 dias.

Los resultados pueaen verse en el cuadro siguiente:



S0
gxr/Hl.

Planilla de resistencia al S50p

_60-

las 24hs,

Cultivos que fermentan a:

las 48 hs.

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-
11-12-13-14-23-24-25-
26-31-32-33-34-35-37-
43-45-46-47-48-49-50~-
51-52-53-54-55-56-57~
58-59-61-62-63-64—-65~
68-69=T1-72-73=-T74=-T75~
76-78-681-82-83-86-94-
95-97-103-108-111.

1-2-3-4~5-6-7-8-9-10~
11-12-13-14-23-24-25-
26-31-33-34-43-45-49-
50-51-52-53-54-55-56-
57-58-59-€1-62-63-64~
65-68-69-72-73-74~76~
78-81-82-83-94-97-111

las 72 hs. 4 df{as
16-17-18-19-20 22-79-
21-27-28-29-35 89-112
38-39-41-42-66
67-70-77-86-87
90~91-93-96-98
99-102-106-109
113.

16-17-18-16-20 21-22-

27-28-29-32- 79-89-~
35-37-38-39- 98-112
41-42-46-47-
48-66-57-70-
71-77-86-87-

§0-51-03-05~
96-99-102-103
106-108-105-
109-113

7 dias
36-40-44-
88-92-100-
105-110.

36-40-44
88-92-100-
110.



02
r/H}.

2,99

las 24hs.

- g,"‘

Cultivos que fermentan a:

las 48 hs.

1-2-3-4-5--6-7-8-8--10-
12-13-23-24-25-26-31~
33-42-49-51-52~53-54~
55-56=57-58-59-61-62~
£3-64-55-63-69-~72-T4~
76-31-98-97-111.

1-2-3-4-6-7-9-10-12-
13-24-25-26~33-43-51
52-53-54-55-56~57-58
59-61-62-63-64-T2-75
76-81-94.

las 72 hs.

11-14--16-17-18.-
10-28-29~34~37-
20~39-41-42-45.-
4654 7~48~50-56~
67-70-T1=73-77-
78-82-33-36-87-
90-91-95-96-103
113

5~8-11-14-16~
17-19-23-31-34
39-49-50-65-68
70-69=71-74-78
§2-20-91-95-96
c7-111-113.

4 dfas

20-21-22

99-102-
106-108
109.

18-20-29-
35-38-48
21-37-41
42-45-46-
47-66-67
73-77-83
86-87-89
109.

7 d{as

36-40-44~
88-02-98-
100-105-
110-112.

22-36-40-
44-27-28~
58-79-88-
92-93-98-
99-100-102
103-105-
108-110-
112,
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Observando las tablas deducimos que xu® hasta después de transourri-
das 24 horas ninguna levadura habfa iniciado la fermentacidn.en los
mostos ensayados. A concentraciones bajas de antiséptico, las leva-
duras del tipo pseudosaccharomyces quedan inactivadas hagta por tres
dfas; las levaduras del tipo intermedius y del tipo mycoderma son
més resitentes y sélo a concentraciones de 8,5 gr/Hl. de SO, son pa-
ralizadas por 2 § 3 dfas. A concentracién de 11 gr/Hl. ninguna de
las levaduras de los tres tipos nombrados inicia la fermentacibn
hasta los 4 § 7 dfas.

La mayorfa de las levaduras del tipo ellipsoideus en los ca-

sos experimentados han demostrado actividad.a las 48 horas, poniendo

en evidenocia su mayor resistividad a dicho antiséptico.

5= Sabor y bouguet.

E1l buen vino lo da la buena uva, la mAs armbnica en su
composioibn, dkce Magistocchi.

Afirma Rosenstiehl en camblo, en uno de sus notables tra-
bajos, que si bien la naturaleza del aroma depende de la uva, su in-
tensidad es funcibén de la levadura. Esta obrarfa no solo sobre el
azlicar para transformarlo en CO, y alcohol, sino tambien sobre otras
substancias de la uva, olerta especie de glucésido, al que llamd
anthéforo; la levadura anthégena segrega una distasa espec{fica capaz
de actuar sobre aquél; los productos odorantes de su desdoblamiento
intensifican el bouquet.

Las levaduras no son anthbgenas indiferentes, esto es, no
obran sobre cualquier anthb6foro; su accibn es especifica para deter-
minado mntkf glucbdsido.

En consecuenclia, aunque el bouquet de un vino depende de

los principios arométicos de la uva y de los ésteres, aldhidos, ci-
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dos y alocoholes elaborados en el porceso fermentativc, con todo, cada
levadura, por una actividad que le es proplia, aporta un aroma carac-
ter{stico.

Ro siempre existe una proporcidn entre la cantidad de ésteres
formados y la de 4cidos y de alecholes presentes; algunos ésteres son
producidos directamente por la levadura. Por lo tanto ser& posible
con un mismo mostc obtener, hasta cierto l{mite, productos distintos,
por la accibn de diversas levaduras.

Pero es evidente que serl imposible modificar fundamental-
mente el aroma de vinos elaborados con uvas Moscatel, Barbera, Refos-
co e hibridos-Americanos (Filadelfia), pues las substancias odorantes
de las mismas son extraoraihariamente penetrantes y aunque en parte
se destruyen durante la fermentacibn, pasan en cantidad 2l vino; el
débi1 aroma aportado por la levaGura no influiré mayormente eh el
bouquet definitivo.

Tampcco debe onlvidarse que el afiejamiento trae oconsigo una
me jora ey las caracter{sticas organolénticas del vino, proceso lento
de esterificacibn y oxidaeibn que se ha intentado acelerar por ozoni-
zacibdn, por oconservacién en recipientes porosos de madera, etoc.

Empleando un sdlc tipo de levadurz se obtienen vinos con
bouquet muv simple e ineompleto; de aquf la conveniencia de hacer in-
tervenir en la fermentacién varios tipos diferentes.

demos comprobado en el curso de nuestras."experiencias
que las levaduras del tipo intermedius (cultivos: 71-75-95-97-102-103)
comunican al vino un bouquet pronunciado; muy caracteristico que lo
distingue perfectamerte 3el elaborado con otros tipos de levaduras.
Algunas cepas del tipo ellipsoideus (cultivos: 34-45-49-52-81-83)
determimen un sroma suave pero menos pronutaciadc.

Asociando varias especies de levaduras hemos conseguldo vinos
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de sabor m&s completo y agradable que en el caso de vinifiecar con

un sblo tipo de levadura.

6.~ Sedimentacibén y olarificacidn.

Una de las cualidades apreociadas en los vinos es su bri-
llantez y transparencia oristalina; un vino no bien clarificado pier-
de mucho de su valor y no puede terner aceptaciédn en el comercio.

Es indispensable en toda vinificamibn racional preparar
un pié de cuba con levaduras selecelionadas que naturalmente alarifi-
can bien y forman un depbésito compacto y de rlpida sedimentaciédn.

Entre las especies de levaduras aisladas y estudiadas en
este trabajo, encontrambs las del tipo psedosaccharomyees de poco -
rendimiento aloohblico que comuniocan al vino una turbidegz persistente
y uniforme; durante su actividad la sedimentacién es muy lenta y el
depbsito formado no es compacto, disperslndose fhcilmente por agita-
oibn.

Otro tanto puede decisse de las levaduras del tipo mycodermaj
éstas originan ademés un velo grueso y opaco que desprendiéndose de
la superficie cae en copos al fondo del reciplente con el consiguien-
te enturbiamiento del 1{quido.

Las levaduras del tipo torula de mayor rendimiento alcoh-
61ico que las anteriores, sin embargo no fermentan totalmente el mos-
to, conservando éste un sabor azucarado empalagoso; son levaduras de
sedimentacidn y clarificacibén defectuosa.

Las levaduras del tipo ellipsoideus, al terminar la fermen-
tacibn tumultuosa dejan un depésito abundante, bien consistente que
no se dispersa flcilmente por agitaeidén pero s{ se eleva en forma de
nubarrones que caen luego clarificando répidamente al 1lfquido.

Las levaduras del tipo intermedius, clarifican notablemente
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al 1{quido, pero el depbsito formado durante el proceso fermentati-
vo no es compacto y se dispersa flcilmente enturbiando la masa 1{-
qhida.

En consecuencia las levaduras del tipo ellipsoideus son las
més indicadas para preparar el pié de cuba y lograr por su especial

actividad una excelente sedimentacidén y clarificacién.

VIII CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS ESTUDIADAS

l.- Sistemltica de las levaduras
En la clasificacién de las levaduras aisladas, hemos seguido las nue

vas sistemlticas de Stelling-Dekker y de Lodder, autores de indisecu-
tible autoridad, quienes en trabajos monograficos especiales han re-
copilado, adaptado o modificado en parte, todos los estudios reali-
zados hasta hoy sobre el tema.

Ya sea con métodos propios, ya modificando levemente los
mfodos clésicos, han dado un carédcter mfs racional a la sistemAtica
de las levaduras.

Haremos un breve resumen de la clasificacibn publicada por

los mencionados autores.

Stelling-Dekker reune las levaduras QSporulaﬁas en la familia
de las "Endomycetaceae",ocon los caracteres sigubentes: son levadura
que forman micelio, pseudomicelio, oidios o oconidios, presenténdose
juntos omseparados; se multiplican por divisibén o por brotaeibn; los
ase0s se originan partenogenéticamente o después de una copulaoidn
180 0 heteroghmioa; les ascosporos son de forma redonda, hemiesfé-
rica, triangular, faleciforme o en forma de husos, de superficie lisa
rugosa o rodeada por un anillo; a esta familia pertenecen las espe-

coles oxidantes y que producen fermentacibdn alcohblica.
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A su vez el autor divide a la familia de las Endomycetaceae en 4
subfamilias:

A.Z Eremaseoideae; oélulas que erecen solo.por micelio; se multipli-
can por divisibn; esporulan después de una copulacibdn isoghmicaj los
ascos goseen de 4 & 8 ascosporos en forma de galerita; comprende el

tnico género......... sssesressssesssscsessel Bremascus-Eidam.

B.- Endomycoideae; levaduras que forman micelio con cnbidios o solo

oidios; se multiplican por divisién; esporulan, unas después de co-
pulacibén iso o heteroghmica, otras pertenogenéticamente; comprende
dos géneros:

a. Levaduras que forman micelio ¥ oidios; esporulan previa copulacibdn
heteroghmica o partenogenéticamente.......2 Endomyces-Reess

b. No forman micelio pero s{ oidios; esporulan previa copulacibn

1508AMICA. cevvreveerrsnsnscaancsasssasesss3 Sohizosaccharomyces-Lindn
Py

C.- Saccharomycoideaes células que crecen por medio de micelio con

conidios o por sola brotacidn; se multiplican por divisibn o brota-
ocibén vipolar; esporulan previa copulacidn iso o heteroghmica, o par-
tenogenéticamente; forma tres tribus:

I. Endomycopseae; las células crecen por medio de micelio eon coni-

dios; se multiplican por divisibén y por brotacibén; las esporas se
forman después de una copulaoidn isoglmica o partenogenéticamente;
comprende un Gnico género de células que crecen por medio de micelio
con conidios y a veces oidios; los aseosporos se forman previa copu-
lacién isoglmica o partenogenétiocamente; las esporas son de forma
hemiesférica, oval o faleiforme de superficie lisa, rugosa o rodea-
dos por un anillo; género........e....4 Endomycopsis-Dekker

II. Saccharomyceteae; levaduras que crecen sin micelioj se multipli-

can por brotacibn, a veces producen pseudomicelio; esporulan parte-
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nogenéticamente o previa copulacién iso o heteroghmioa; esta tribu
conprende seis géneros:

1) Levaduras de forma redonda o alrgada; a veces producen pseudomi-
celio} esporulan partenogenéticamente o previa copulacidn isoghmioa.
teeseseseseasettsessescssasecsasesceesssesd Saccharomyces (Meyen) Reess
A su vez este género conprende dos subgéneros:

a. Células que esporulan partenogenéticamente...Saccharomyces s.s.

b. Células que esporulan partenogenéticamente y por copulacibn iso o
heteroghmica.:cceeiieereesarrsacaseseasssdigosaccharomyces

2) Levaduras redondas que esporulan, habiendo vestigios de copulacidnj
las esporas son de superficie lisa........6 Torulospora-Lindner.

3) Levaduras ovales y alargadas con formacibén de pseudomicelio; espo-
rulan partenogen8ticamente o previa copulacifn iso o heteroghmiocaj
las esporasson hemiesféricas, irregulares y angulosas o en forma de
galerita; de fermentacidén débil o nula; no asimilan nitratos.....
ceeesesessessssesescessssssescssssesssssscsee| Plchia-Hansen

Conprende dos subgéneros:

a. Levaduras de esporulacidn partenogenétioca......Pichia s.s.

b. Levaduras de esporulacidn partenogenética o copulacibn iso o hete-
TOGAMLCA. e teteteriestresasisoacasnssssaesenssssessdigopichia

4) Levaduras ovales o alargadas con formacibn de pseudomicelio; espo-
rulan partenogenéticamente; esporas en forma de galeritas, ovales y
achatadas o en forma de Saturno con l{inea saliente; fermentan enérgi-
camente y asimilan nitratos.cecccceccesccsesses8 Hansenula-Sydow.

5) Levaduras en general redondas, tambien ovales; a veces producen
pseudomicelio; esporulan por copulacidn isoglmica pero mhs frecuente-
mente heteroghmica; las esporas son de superficle rugosS@eec.eeee...e

..."'.'l.'....ll..'...........l........g Debaryomyces—maoker.
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€£) Levaduras ovales;con vestigios de copulacibn; esporas redondas,
de superficie rugosa con un anillo salienteceecececesss
resens C e s eeiieti ettt e aa e «+ .10 Schwanniomyces-Kl8cker.
III Nadsoniae; levaduras que a veces forman pseudomicelio; se mul-
tiplican por btrotacibn bipolar con base mAs o menos ancha; esporu-
lan partenogenéticamente o previa copulacibdn heteroglmica; esta tri.
bu comprende tres géneros:
1) Lecaduras en forma de limén; esporulan partenogenéticamente; es-
poras redondas,que copulan al germirar...ll Saccharomycodes-Hansen.
2) Levaduras en forma de limdn; esporulan partenogenéticamente; es-
poras redondas, generalmente en forme de galeritaS.cecescc..
cetecsesassrtssessssscssscecsscscnssecsaesl? Hnsenlospora-Zikes
3) Levaduras de forma ovalada o de limén; esporulan después de la
copulacibn de una célula madre con su brote; de la zigota resulta
un segundo brote del que se forma luego el asco, conteniendo una
ascosporo; esporas redondas y de superficle rugosa...cecceeecee

6 066 08 0 ¢ 00 50600 90602400909 0080e00000ecn .0000013 Nadsoni&—sydow.

D.- Nematosporoideae; levaduras con varlos brotes; producen micelio

esporulan partenogenéticamente o previa copulacifn isoglmica; espor
finas y alargadas o en forma de hoz con una prolongaeibén fbliforme;
comprende tres géneros:

1) Levaduras ovales; esporulan partenogenéticamente; esporas largas
y finas; una por cada 2860..sseseees.0.0..14 Monosporella-Keilin.

2) Levaduras ovales, irregulares y alargadas formando miocelio; es-

porulan partenogen&ticamente; esporas alargdas con una prolongacidn
filiforme; 2 & 8 POY ASCO.teavasessessssl5 Nematospora-Peglion.

3) Levaduras redondas y ovales; esporulan previa copulacibn isoghmi.

ca; esporas alargadas; 8 por 8S00.......16 Coccidiasocus-Chatton.
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Lodder divide a las levaduras anascosporbgenas o no esporuladas en

tres grandes familas:

A.- Nectaromycetaceae; comprende a las levaduras que forman conidios.

B.- Torulopsidacesae; levaduras que no forman conidios y no contienen

pigmentos de naturaleza carotinoidea; comprende dos subfamilias:
I. Torulopsoideae; levaduras que se multiplican por brotacibn, sin
0 solo con pseudomicelio rudimentario, pero no producen aparato espo-
r{fero.
Incluye el autor en esta subfamilia los género encontrados
por Cifferri y Redaelli en 1929 y 1930, m los géneros Trigonopsis,
Mycodermas Persoon, Klockera, Eutorulopsis y Torulopsis,
II. Mycotorulodeae; levaduras que forman un pseudomicelio y poseen

un aparato esporf{fero

C.- Rhodotorulaceae; organismos que se multiplican por brotacibnj

elaboran un pigmento rojo o amarillo de naturaleza carotinoidea (di-
fer@ncia con la subfamilia Torulopsidaceae); no forman blastosporos;
no fermentan o solo fermentan débilmente hidratos de carhono.

La monograffa de Lodder solo contiene la descripeidn de las
espeocies de la subfamilia Torulopsoideaa (=Torulopsideae de Cifferri
Y Redaelli) y de la familia Rhodotomulageae.

Finalmente Cifferri y Redaelli en el afio 1930-1931 y 1935 (41) (42)
(43) describen diversas especies de la familia Torulopsidaceae in-
cluyerdo representantes de especies de la subfamilia Myocotoruleae

(= Mycotorulbbdeae Lodder).,
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2.- Demetipeibn de las especies estudiadas.

Establecidas pues las caraoter{sticas morfolégicas y fisiolbgicas de
las levaduras y sigiuendo la sistemltica de los autores mencionados
en el pArrafo anterior, las hemos agrupado en tres grandes familias:

la. Endomycetaceae, Stelling-Dekker (=Saccharomycetaceae,Guilliermond)

que comprende a las levaduras esporuladas.
wno
Las esporuladas comprenden dos familias:

2a. Torulopsidaceae,Lodder

3a. Rhodotorulaceae,Lodder

la Familia: Endomycetaceae

Estas levaduras no forman miécelio ni pseudomicelio, conidios
ni oidios; se multipliean por brotacibn; forman ascos esféricos par-
tenogenétiocamente; de fermentaoidn muy activa. Las levaduras vinicas
aisladas oorrespondientes a este familia podemos incluielas en la

sbfamilia de las Saccharomycoideae que crecen por medio.de micelio o

por sola brotacibén; se multiplican por divisidn o por brotacibén bi-
polar; esporulan previa copulacibn iso o heteroglmica o partenogené-

ticamente; tribu, Saccharomycetae, levaduras gque c¢recen sin miceliog

se multiplican por divisibn o por brotaciédn; las esporas se forman
después de una copulacibédn gbogémica o partenogenéticamente; género,

Saccharomyces, levaduras de forma redcnda, oval o alrgada; a veces

producen pseudomicelio; esporulan partenogenéticamente o previa copu-
lacibn isoghmica; sbgénero, Saccharomyces s.s. (sensu sttieto), levas
duras que esporulan partenogenéticamente.

En este subgénero hemos podido diferenciar des especies:

a) Sacoharomyces cerevisiae, variedad ellipsoideus{hanse@% Stelling-

Dekker.

Son células de forma oval o elf{ptica; se multiplican por
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brotacibn; no utilizan nitratos como fuente de nitr6geno ni alcohol
et{lico como fuente de carbono; no liclan la gelatima; producen en
los mostos fermentaocibn muy activa; en agar de mosto de malta se
desarrollan em estrfa muy elevada, brillante, hlmeda, de consisten-
cla cremosa y coloracibdn blanquecina; la colonia gigante es elevada,
con estrfas radiales y pliegues concefitricos tenues; en bloque de
yeso forman de dos a ouatro esporas pero con dificultad y solo des-
pubs de 6 & 7 dfas; fermentan glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa
y débilmente rafinosa; no fermentan melibiocsa; scn levaduras de altaj
muy resistentes al alcohol y al S0O,.

Pertenecen a esta especie las levaduras de los cultivos:l-2-3-4-
5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-24-25-26-31-33-34-45-47-48-49-50-51-52-53~
54~-55-56-57-58-59-60-61-62-63-66-67-68-72-79-81-82-83-95-111-113,

Stelling-Dekker sostiene que no existen diferencias funda-
mentales para separar la especie S.ellipsoideus de la especie §.ce-
revisiae; las variaciones son de orden puramente morfolbgico, por lo
cual denomina a estas levaduras S.,cerevisiae, varidad ellipsoideus.

Por nuestra parte en le cepas aisladas, enoqntramos pre-
ponderantemente las formas ovales del tipo S.cerevisiee, pero en -
ningln caso bajo la forma clésica de S, cerevisiae, desorita por los
autores, formando cadenas de 2 & 4 células; esta diferenciacidn mor-
folbgica nos ha inducido a incluirlas sin excepcibn en la especie

ellipsoideus.

b) Saccharomyces intermediusyHansen,(S. pastorianus II)

Bn esta especie predominan las formas el{pticas o cili{ndri-
cas alargadas, mezoladas con ovales pequeflas; en agar de mosto de
malta forman estrfa muy brillante y hlmmeda, de bordes lisos; en su
comportamiento fisidlfgico son muy semejantes al S. ellipsoideus,

diferenciéndose en que esporula répidamente a las 24 6 48 horas,
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predominando los ascos con tres y cuairo esporas; son de menor efi-
oiencia fermentativa y menos resistentes al alcohol y al 805,
Hemos reunido en esta especie las levaduras de los oultivos:

64-71-75-94-102-103.

2a.Familia: Torulopsidaoceae

Las levaduras no esporuladas, que se multiplican por brotacibn, no
forman conidios y no ocontienen pigmentos ocarotinoideos, pertenecen
a esta familia, a la cual Lodder subdivide en dos subfamilias: Toru-

lopsoideae y Mycotoruloideae.

Las cepas alsladas por nosotros, pueden incluirse en la sub-
familia Torulopsoideae por no formar pseudomicelio ni verdaderos

blastosporos. Hemos diferenciado tres géneros:

1) Klookera-Janke; células en forma de 1limbn, ovales o largas, solas
o con brotes; después de tres df{as en mosto de malta, células del
depbsito en forma de limones o de salohiéhas; al fermentar dan una
pelioula tenue, anillo y depbsito; lictan la gelatina y sblo fermen-
tan glucosa. Las levaduras ailadas con estas caraoter{stioas perte-
necen a8 la especie;

Klockera apioculata-Janke (= Sacoharomyces apiculatus-Reess; Psendo-

saccharomyces apigulatus-(ReeasKl¥oker).

Son o0élulas de forma caraoter{stica de limén; se multiplican
por brotacidn; no esporulan; en agar de mosto de malta forman estria
poco desarrdlladas de color marrén; no utilizan nitratos como fuente
de nitr8geno ni alcohol como fuente de carbono; licflan la gelatinag
fermentan dévilmente la glucosa con desarrollo de pelfcula superfi-
cial y anillo terd{amente; muy poco resistentes al alcohol y al 8054
gon malas clarificadoras. Pertenecen a esta especie las levaduras de

los ocultivos: 37-41-42-86-87-108.
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2) Torulopsis-Berlese; orzanismos de forma redonda u ovalesy se mul-

tiplican per brotaci6n;.noforman pseudomicelio ni blastosporosmj; de
dévil fermentaecibn, produceh en los mostos un velo mucoso o pelfcula,
a veces anillc; hay especies que untilizan nitratos como fuente de
nitrbgeno, otras no; especies que licfian la gelatinaj en agar de mos-
to de malta forman estrf{a brillante, hhmedz de consistenclia pastosa,
de superficie lisaj las colonias gigantes son poco desarrlladas sin
estr{as. Pertenecen a este género las levaduras de los cultivos: 20-

21-22-23-27-28-29-38-65-68-T70-73-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112.

3) Mycoderma-Persoon,Leberle;oélulas de forma variable, en cultivos

viejos alargadas,redondas y ovales, grasousas, vac{as casi transparen-
tes, unidas por una bggp ancha y con frecuencia en calenasy forman

en agua de papas un miocelioc rudimentario y blastosporos pooco desarro-
llados; desde el prinoipio de la fermentacibén producen un velo seco,
opacu, amarillento que luego se pliega; sblo fermentan glucousa y oxi-
dau enérgicamente los Acidos orghniocos.

Las levaduras perteneocientes a este género las hemos inoclui-
do en la especie, Mycoderma vini-Desmazitres (= S8aoccliaromyces myco-
derma-Reess); no asimilan nitratos; en medio con alcohol et{lico co-
mo dnice fuente de carbono forman una pelfcula que trepa por las pa-
redes del tubo y dan un depbsito blanco; no licfian la gelatinaj oxi-
dan enérgicamente el alcohol a acético. Pertenecen a esta especie las
levaduras de los cultivos: 16-17-18-19-32-36-40-65-89-92-96-99-100-
105-106-107.

3a., Familia: Rhodotorulaceae

Oomprende el Gnico género, Rhodotorula-Harrison; organismos que se

multiplican por brotaoién; elaboran un pigmento rojo o amarillo d4

naturaleza carotinoidea (diferencia con la familia de las Torulopsi-



k-

daceac;; no forman vlastosporos ni aseos; no fermentan o débilmente
nidratos de earwvvno.
Las levaduras de los oultivos 44 y 110 parecen pertenecer a

la especie, Rhodoitorula minuta-Saito,Harrison (= Torula minuta-3aito

Porulopsis minute--(Salto)-Cifferri y Redaelll); son células de for-
ma elf{ptica, pequefias; fermentan débilmente glucosa y sacarosa, for-
mando anillo y depbsito rojo a los 7 df{as; no lichah la gelatinaj

no utilizan nitradves como fuente de nitrdgeno ni alcohol como fuente

de carbono,.



- 35~

IX CONSIDERACIONES SOBRE EL ESFUDIO REALIZADO

Los elemenyos constituyentes del vino, aquellos que le comunican
sus oualidades ocaracter{sticas, alcoholes,Acidos fijos y volétiles,
glicerol,aldehidos eto.,provienen de la acoibén de los microorganis-
mos de las uvas sobre el mosto, proceso que se denomina fermenta-
oién,

De unas mismas uvas pueden aislarse razas de levaduras duemnas
fermentadoras, otras de poco rendimiento aloohbélico, y muchas fran-
camente nocivas pprque aportan al vino aromas extraflos,aumentan
su aocidez voldtil disminuyendo la fija y comprometen su olarifi-
caoidn.

Por tanto es necesario oconocer las caraoter{sticas de los
fermentos de la regifn y favorecer en la medida posible la acoibn
de las unas e impedir la influencia perjudicial de las otras.

En muchosncasos se ha pretendido substituir los fermentos
naturales de las uvas por o¥yros extrangeros de cualidades muy espé-
c{ficas,pero los resultados no han sido siempre satisfactorios en
la industria de la vinifiocacidn.

La levadura no lo es todo en la vinificaocibn; existen otros
factores de primordial importancia que por desgracia han sido dese
cuidados por loa industriales ouyanos.

Ya Lufs Casale en eX "Annuariox della Regia Stazione Enolo-
gica Sperimentale de Asti" (1938),esoribfia & este respecto que el
mosto por sus propiedades f{sicas y qui{micas, por sus relaciones
ocon el ambiente y el cepaje del cual proviene, ejeroce en el fer-
mento, la misma funocilén que el suelo y el clima en las palntas.
Como hay climas y terrenos ouya naturaleza puede ser apta para una

determinada planta y no para otras, as{ en los mostos hay factores
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que pueden favorecer la actividad de una raza de levadura y perjudi-
car la acbfibn de otras. Por eso sembrar buenos fermentos en un mosto
ouyas propledades no son proplas a las negesidades de aquellas, no
significa lograr un mejoramiento en la vinificacién; en ocambio esto
puede conseguirse selecoionando las levaduras en el mismo mosto en
que han de sembrarse. Existe pues una adaptacidén natural de los fer-
mentos al medio en que viven.

Por otra parte una raza sola de levadura no es sugceptible de
dar a un vino todas las cualiddes organolépticas que lo hacen agrada-
ble al paladar. Entre las especies de pooo rendimiento aleohélioco,
hay razas que apoetan al vino un aroma espdcffico y que asociadas a
las buanas fermentadoras contribuyen a la armonizacibédn del bouguet.

Se impone el oconsecuenclia el estudio de los’ fermentos natura-
les de las uvas y de los mostos de cada zona agricola para selecciona:
luego las mejor adaptadas y las”%EOpias en la vinificaol 8n.

Esa ha sido la finalidad de este trabajo: aislar los fermentos
de las uvas de la provincia vitioolalpor excelenocia; estudiar su aoti-
vidad e influenoia en la vinificacidn; conocer algunas de sus carac-
teristicas industriales y presentar as{ razas looales de relevantes
oualidades,para usarse como pié de cuba en una vinificaeién racional.

Resulta ridfoula la pretensién de obtener un vino tipo Bor-
deaux,Bourgogne,Sauternes ,Champagne, eto. ocon levaduras propias de
estas regiones sembréndolas en los mostos de Mendoza, ya que las cua-
lidades del vino son fundamentalmente, como ya 1o hemos indicado,fun-
oib6n de las uvas, y estas del oclima,de la oconstitucibdn del terreno,
de la irradiacibn solar,de la Hﬁmedad,del riego,eto. Es necesario en-
tonces preparar previamente la materia prima,es declr, ocultivar el ce-
paje prbpio de los vinos que desean elaborarse.

Racionalizando la vinifiocaolbédn a base de levaduras aisladas
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de los propios mostos, se lograran vinos ocaraoteizados, de alta
graduacidn alooh6lioca, muy armbénices y constantes en sus cualidad
organolépticas y de segura conservaocién.

En nuestro pafls no se ha practicado la vinificacibn en b
se a levaduras seleccionadas sino en casos aislados y ocon levadur
extrangeras; por eso los desengafios se gontaron por los ensayos.

Por fermentgoién natural de los mostos de Mendoza, el te
nor aloohflico alecanzado, oscila entre 12 y 14 % en valumen. Teni
do en cuenta que las levaduras nocivas utilizan el agficar sin des
doblarlo totalmente en 002 y aloohol, podemos conocluir gque existe
en la regibn fermentos ind{genas de buen rendimiento alcohblico y
gqae sl el produoto n6 es oonstante esto se debe al predominio de
una levadura sobre otra en las diversas vendimias. |

Las experiencias realizadas por J. Ventre en 1904 evide
oian el distinto oconsumo de azficar para la producoibn de 1% de al
cohol por los diversos tipos de levaduras; en igueldad de condioi
nes el S. ellipsoideus consume 17,5 gr.,término medio de azflicar J
grado de aloohol elaborado; el pseudosaccharomyoces, 21 gr.y el in
termedius 20 gr.

De aquf resulta que en la vinificacién debe tenerse en ou
ta esta acoldn fisiolbgica diferencial para favoreser por todos 1
medios el desarrollo del fermento ellipsoideus.

Es opinibn ocorriente que el pseudosaccharomyces predomins
naturalmente en las uvas y en los mostos al prinoipio de la ferme
taoibn; es mhs prolffico, produce aromas desagradables en los vir
y muocha aocidez volAtil, y destruye algunos fcidos fijos como el n
lico y el tarthrioco ya de por s{ escasos en las uvas de la reglbr
cuyana.

Martinard y R6hling, Muller y Thugaud han encontrado en la




-;3~

levaduras del género pseudosaccharomyces propiefades capaces de per-
turbar y alin paralizar la accibn del génluo S. ellipsoideus.

G. Magistoochi atribuye a esta aocibdn nooiva del pseudosac-
charomyces la mala vinificaclibn producida en Mendoza el afio 1916
los vinos anormales, defeotuosos y de diffoil oonservacibén fueron
muchos.

En las vendimias del afio 1937 y del 1938 he observado perso-
nalmenteocon ayuda del microscoplio los mostos frescos del lagar en
los primeros df{as de la fermentacidn,para constatar el heoho del
predominio del pseudosaccharomyces, pero en la flora microbliana se
desoubre raramente la presencia de tal fermento. Adem&s someti{ en
la seleccibdn de laboratorio, las muestras de uvas y de mostos a las
mismas observaciones, llegando a idéntica conclusidn. Finalmente,de
las 100 y més cepas aisladas, solo 6 pertenecen a este género, todo
lo ocual nos autoriza a sostener que en las uvas de Mendoza, y aln en
sus mostos, no predomina naturalmente, y que si en algunos aflos pu-
do atrivbuirse a su acoidn preponderante el desarrollo defeoctuoso de
la fermentaoién, no hay datos y observaciones que permitan sostener
esa afirmacidén; a mi entender se trata de una deduccibén analégica

con los oasos similares oocurridos en Europa. Con todo, esta consta-
taoibn, no exeluye la posibilidad de que en determinados afios, y de-
bido a condiciones excepcionales del olima pueda ser verosimil,
aunque eso no sea lo ordinario.

Una vinificacibén a base de pié de ouba con héoes de vinos
aunque Sptimos es improcedente no obstante el acostumbramiento al
302 de la flora miecrobiana de esas borras; ya que existen razas del
tipo torula y del tipo mycoderma muy resistentes, y capaces de pro-
vocar la fermentacifn hasta en mostos sulfitados oon dosis parali-

zantes para algunas razas del tipo ellipsoideus, segfin hemos podido
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constatarlo en las exoeriencias realizadas (véase cuadro)

Indiscutiblemente el pié de cuba debe prepararse a base de
fermentos seleocionados, bien conocidos desde el punto de vista in-
dustrial, y mejor afin ocon la siembra de varias cepas que se comple-
mentan en sus funciones por el aporte espec{fico del sahor, aroma,
aloohol, etc.

Unicamente oon estas precauciones podrA ofrecer pesultados
satisfactorios el sistema de pié de ouba en la vinificacidn; de
otro modo habrd siempre sorpresas imprevistas y desalentadoras, co-
mo ya ha sucedidd repetidas veoes, engendrando la &esoonfianza en-
tre los vinificadores y el convenoimiento de la inutilidad de un
método racional, tan ventajosamente empleado en paises europeos.

Otro tanto debemos decir del sistema de vinificacifn llama-
do "super cuatro".

S1 blen es cierto que los fermentos del tipo pseudosaccharo.
myces en mosto con 4 %4 de alcohol cesan en su actividad, tambien lo
es que algunas razas del tipo myocoderma Y del tipo torula, no son
paralizadas y desarrollan velo o pelfcula, acetificando o modifican
do las cualidades de los vinos aln en mostos cuyo grado inicial de
aloohol es del 11 %,

Bl sistema de "super cuatro" es defectuoso; la selee-
0i6n que determina no alecanza a las levaduras mhs aptas y oconvenien
tes.

En la vendimia de 1938 hicimos algunos ensayos de fermenta-
cibén con levaduras aisladas, reconocidas ya como buenas fermentadoz
ras y acostumbradas al S02. Para ello procedimos en la forma si-
guiente: esterilizamos en frascos grandes, 2 litros de mosto fres-
¢0, disolviendo en é1 una cantidad de metabisulfito ocorrespondiente
a 5 gr/Hl. de S02,y sembramos luego la levadura tomada de un oulti-
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vo sobre medio s8lido, incubando a 282. Ordinariemente a las 24 horas
ge inicia le fermentacidn; afiadimos nuevas cantidades de metabisul-
fbto para detegner la fermentacibn que se reinicia al cabo de algu-
nas horas, y repetimos la operacibén por § 6 5 dfas para aumentar la
resistencia de la levadura a dosis elevadas del antiséptico; sembra-
mos luego esta levadura activa en unos 100 litros de mosto fresco
sulfitado; la fermentaeidn tumultuosa era a las 24 horas muy enérgi-
ca, de menor duracibn que en los mostos testigos no sembrados, de
olarificacién m#s répida; los vinos obtenidos eran de mayor gradua-
cibn aleohblica y de bouquet mhs espeo{fico y pronunciado.

En el laboratorio Pemos ensayado kmx mfsatax la influencia de
las levaduras del tipo pseudosacocharomyces, del tipo toruia y del ti-
po intermedius, asociadas a las del tipo ellipsoldeus, sobre la mar-
cha de la fermentaociln y sobre las cualidades del vino.

Realizada esta experiencia en muy pequefla escala y con mos-
t0 de pasas de mlx uva no creemos pueda generalizarse a la gran in-
dustria los resultados obtenidos.

Es nuestro propdsito realizar este ensayo de fermentacién,
asociando varios tipos de levaduras, con cantidades apreciables de
mosto fresco, para poder presentar a la lndustria datos experimenta-

les que pesulten de utilidad en el proceso de vinificacién.
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X, CONCLUSIORES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten deduoir
las siguientes oconclusiones:
1.- Ba microflora de las uvas y de los mostos de la provinoia de Mendo-
za estudiadas en este trabajo se componen de formas correspondientes a
diversas especies, unas de apreociable valor en la vinificacibn, otras
de pooca efectividad fermentativa, por sus funoinnes pueden aportar a
los vinos,cualidades organolépticas espec{ficas, y por 8ltimo algunas
especies netamente perjudiciales.
2.~ Existen levaduras del tipo Saccharomyces ellipscideus muy bien adap
tadags al medio natural y de excelentes caraoter{sticas para una vinifi-
caoién racional.
3.- La mayor parte de las levaduras de la espeoie nombrada permiten
iniociar la fermentaoién con mostos muy concentrados hasta de 30 y 35
grados Bé. obteniéndose vinos con 15% de aloohol, aungue estos vinds
congervan un sabor algo azucarado por el desdoblamiento incompleto del
agfioar.
4.- Los oultivos: 2-3=6-7=8-9=10-11~12-56-111-113, que corresponden a
la especie Sacoharomyces ellipsoideus son las més aconsejables en la
vinifiecacién por la velooidad de fermentacidn, por el alto rendimiento
de alochol,por su poder clarificante al formar un depdsito compaoto
que favorece la decantacibn y el trasiego.
5¢= L0os oultivos: l=4=5-13=14=24=-25=31=33=34=43-47-48-49-50=51=52=53~
54=-55-57-58=59-61-62-63-66-67-68-72-79~-81-82-83, de la misma especie,
son de fermentacifn més.lenta, pero al término de un mes hemos compro-
bado que el porcentaje de alcohol es tan elevado comoc en el caso ante-
rior.
6.- Algunas oepas de levaduras del tipo mycoderma, torula e intermedius
son resistentes al S023 por lo cual es necesario acostumbrar las leva-

duras Sptimas
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duras fptimes a dosis elevadas de este antéséptico si se desea obtener
un pié de cuba eficiente.

7.~ Las levaduras del tipo mycoderma son en general resistentes al
aloohol ('a més de 1) %), al que oxidan enérgicamente a &cido acéticoj
en consecuenocia los vinos deben elaborarse con alta graduaocidn aloohé-
lica para no comprometer su conservacibn.

8.- El método de vinificacidn llamado "super cuatro" no parece muy
racional, puesto que las levaduras del tipo intermedius, torula y my-

coderma son aoctivas en mostos de esa concentracifén aleoh8lica.
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XIX RESUMEN

El presente estudio sobre "Selecoibén de las levaduras viniocas de Men-
doza" estf dividido en XIII ocapftulos.

En el primero se resumen los trabajos ya realizados en el pafs.
Uno del DR. Lufs M. Lejeunne,sobre el tema "Estudio de las levaduras
‘de Mendoza%y y otro del Ing. Agr. dulio A, Paso, titulado "Contribu-
0ifn al estudio de las levaduras del Alto Valle del Rfo Negro".

Exponemos en el segundo la finalidad de nuestro trabajo oconsis-
tente on aislar y clasiftoar las levaduras viniocas de las uvas de
Mendoza, y en determinar sus principales caracter{stiocas ihdustriales

En el tercero detallamos la eleocidén de uvas, mostosy borras ne-
cesarios para cl alslamiento, las precauciones requeridas para ello
y la traslacifn de las mismas al Institato Baoteriolbgico de Buenos
Alres donde se han okmplido todas estqs experiencias.

Figuran en ¢l cuarto y quinto capf{tulos, los medios de cultivos
empleados, as{ cowo los métodos adoptadoa para la investigacidn.

En el sexto entremos e exponer los resultados conseguidos; fi-
guran en 81 las descripoiones de los cultivos, el aislamiento monooi-
togenétioco y las caracter{sticas morfollgicas y fistolégioas.

En el séptimo se desoriben las caracterfsticas de importanoia
industrial.

Ya en el ooctavo y después de dar un somero resumen de la sis-
temAtice de Stelling-Dekker sobre las levaeduras esporuladas y de la
modern{sima de Lodder sobre las no esporuladas,ineluimos en ellas las
levaduras alisladas por nosotros.

Deduocimos luego en el noveno las consideraciones a que nos lle
van los estudios presentes, concretindolas en las conclusiones del

aéoimocapltulo.
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En el capf{tulo once se da un resumen del trabajo completo.
Presenta el capf{tulo doce la bibliogruffa del pafs y la extran-
gera sobre el tema, mientras el trece y iltimo contiene las ilustracio-

nes, fotograf{as y miorofotograffas de los cultivos en los diversos

medios.
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ormas tf{picas de levaduras: 1,tipo torula; 2,tipo ellipsoideus;
3,%ipo torula; 4,%.Pseudosaccharomyces; 5,t.ellipsoideus(en mosto)
6,t.el anterior en agar; 7,t.mycoderma; 8,el mismo (en agar);
9,t. intermedius (en mosto); 10,el mismo en agar.




1, del tipo intermedius-- aumento, x 700

2, del tipo intermedius; 3, del tipo ellipsoideus- aumento,x 700
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MICELIO FILAMENTOSO

l,del tipo mycoderma (sobre pelfeula de agar)- aumento,x 100

2,del mismo tipo 1 (sobre agar de
nycoderma- aumento,x 300

agua de papas); 3, de tipo



CULTIVOS en estrfa sobre

agar de mosto de malta

i 2

1l y 2 del tipo torula (ecultivos de 1 mes)- tamafio algo
mayor que el natural.

E -

(NS L .

3

3stipo.Pseundosaccharomyces; 4,t. torula; 5,t. ellipsoideus;
6, t. intermedius-~ tamafic natural.
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COLONIAS GIBANTES

1, del tipo ellipsoideus; 2 y 3, del tipo Pseundosaccharomyces;
4, del tipo mycoderma- tmafio natural.




Aparato usado en la determinacifn del poder fermentativo.
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