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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Propagacion celular Ante el resurgimiento de la vitivinicultura entrerriana, este equipo de investigacion aisld,
Saccharomyces cerevisiae selecciond e identificé levaduras nativas para su uso como cultivos iniciadores. Con el objeto de
nativa determinar las condiciones nutricionales adecuadas para su propagacion, se evaluaron diferentes
Modelizacién. formulaciones de sustratos con melaza de cafia diluida como medio base, comparando dos

fuentes de nitrégeno: extracto de levadura y sulfato de amonio suplementado con sales de Mgy
K. Los ensayos se realizaron por duplicado, con Saccharomyces cerevisiae cepa 0Q520880.1
(incorporada al Genbank), en biorreactor de 2 L. El crecimiento microbiano se monitored
mediante recuento celular y los parametros de crecimiento se calcularon ajustando los datos
experimentales al modelo cinético de Gompertz modificado, mediante el software Statgraphics
Centurion XV Corporate. Los criterios estadisticos de bondad de ajuste indicaron que este modelo
resultd adecuado para la descripcion de los datos. El andlisis de varianza (p<0,05) mostré que la
fase lag y la velocidad especifica maxima de crecimiento no difieren entre sustratos, pero si la
biomasa final y el crecimiento neto. Por lo tanto, el sustrato con sulfato de amonio y sales de Ky
Mg se considerd el mas apropiado para la propagacion de S. cerevisiae 0Q520880.1.

Mathematical modeling of biomass production for a native
enological yeast

KEYWORDS ABSTRACT

Cell mass propagation Due to the resurgence of viticulture in Entre Rios, this research team isolated, selected, and
Indigenous Saccharomyces identified native yeasts to be used as starter cultures for the production of wines with regional
cerevisiae identity. To determine suitable nutritional conditions for their propagation, the effect of different
Modeling substrates was evaluated. Diluted sugarcane molasses were used as the base medium, and two

nitrogen sources were compared: yeast extract and ammonium sulfate supplemented with Mg
and K salts. Experiments were performed in duplicate with Saccharomyces cerevisiae
0Q520880.1 (GenBank) in 2-L bioreactor. Microbial growth was monitored by cell counts and
growth parameters were estimated by fitting the experimental data to the modified Gompertz
kinetic model using Statgraphics Centurion XV Corporate. Goodness-of-fit statistics indicated that
the model provided an adequate description of the data. Analysis of variance (p<0.05) showed
that the lag phase duration and the maximum specific growth rate did not differ between
substrates, whereas final biomass and net growth were significantly different. Therefore, the
medium containing ammonium sulfate and salts was considered the most suitable for
propagation of S. cerevisiae 0Q520880.1.
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1. Introducciéon

Entre 1907 y 1910, Entre Rios se constituyd en la
cuarta provincia vitivinicola del pais, con
importantes reconocimientos por la calidad de sus
vinos. Sin embargo, a mediados de la década del 30,
se sanciond la Ley Reguladora de Vinos N° 12137, por
la cual se debieron erradicar los vifiedos y bodegas.
Recién en 1993, por ley 24037, se derogd la
prohibicién del cultivo de uva para vinificacion y se
liberd la plantaciéon de vides y produccion enoldgica
en toda Argentina, lo que provocé, a partir de 1994,
el resurgimiento del cultivo de vid y Entre Rios se ha
vuelto a posicionar como una provincia vitivinicola.
Datos recientes del Instituto Nacional de
Vitivinicultura (INV, 2024) indican que la elaboracion
de vinos tintos se incrementd un 740 % desde 2015
hasta los actuales 548 hL. Si bien un 39 % del
volumen de uva cosechada en Entre Rios se envia a
otras provincias para su vinificacién (INV, 2024), los
productores locales estan en constante busqueda de
oportunidades de mejora de los procesos de
elaboracion y de desarrollo de estrategias de
diferenciacion de la produccién, atendiendo a las
exigencias de un mercado nacional e internacional
cada vez mdas competitivo y a la demanda de
consumidores con nuevos estilos.

Durante mucho tiempo, el enfoque prioritario de los
enodlogos fue garantizar fermentaciones completas
mediante el uso de cepas comerciales de
Saccharomyces cerevisiae, lo que condujo a una
produccién estandarizada. No obstante, esta
practica derivd en vinos mds uniformes y con menor
diversidad sensorial, ocultando el aporte diferencial
de las levaduras locales (Carrau et al, 2020).
Tradicionalmente se ha aceptado que las
caracteristicas sensoriales del vino, como aroma y
sabor, estan vinculadas principalmente a la variedad
de uva utilizada; sin embargo, el concepto de terroir
ha emergido como un factor determinante en la
calidad organoléptica del producto final. En 2010, la
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV)
introdujo el concepto de “terroir” vitivinicola como
“una zona en la que se desarrolla el conocimiento
colectivo sobre las interacciones entre el entorno
fisico y bioldgico identificable y las practicas
vitivinicolas aplicadas, otorgando caracteristicas
distintivas a los productos procedentes de dicha
area. El terroir incluye el suelo especifico, la
topografia, el clima, las caracteristicas del paisaje y
los rasgos de biodiversidad” (OIV, Res. OIV/VITI
333/2010). El terroir microbiano, por su parte,
describe la comunidad propia de microorganismos
del suelo y de la vid dentro de un ecosistema dado,

cuyo impacto en las caracteristicas del vino fue
escasamente valorado hasta hace pocos afios,
aunque en la actualidad se reconoce su contribucion
en la generacién de atributos diferenciales (Bekris et
al., 2025). En particular, la uva constituye la principal
fuente de microbiota en el proceso de vinificacidn,
ejerciendo una influencia decisiva sobre la calidad y
el perfil de los vinos resultantes (Liu et al. 2020; Zao
et al. 2020; Wei et al. 2022; Papadopoulou et al.
2023; Ge et al. 2024).

En Entre Rios no se registran estudios cientificos que
reporten la utilizacion de microorganismos
autdctonos, previamente identificados y
caracterizados, en procesos de vinificacién. Por ello,
y ante la necesidad planteada por productores
locales, en este grupo de investigacidn se aislaron,
seleccionaron e identificaron levaduras nativas a
partir de uvas de la zona (Gerard et al., 2023). Entre
ellas, S. cerevisiae 0Q520880.1 (incorporada a
Genbank), mostré  propiedades  enoldgicas
favorables, convirtiéndose en la primera levadura
destinada a la elaboracién de vinos tintos
entrerrianos a partir de levaduras nativas.

Por otra parte, el modelado matemadtico constituye
una herramienta para el disefio, optimizacion vy
control de bioprocesos (Moimenta et al., 2025). Los
modelos primarios describen la dindmica de
crecimiento 'y, al integrarse con datos
experimentales, permiten estimar parametros
cinéticos clave como la velocidad especifica maxima
de crecimiento (pumax), duracién de la fase de
latencia (A) y concentracién maxima de biomasa (N),
datos esenciales para la prediccion y control de la
fermentacion (Ginovart et al., 2024). Existen varios
modelos primarios adaptados a diferentes
microorganismos y condiciones de cultivo como los
de Gompertz, Buchanan, Baranyi y Roberts, Gibson y
McKellar, entre otros (Ginovart et al., 2024). Entre
los de forma sigmoidal se destacan las versiones del
modelo de Gompertz, como las reparametrizaciones
propuestas por Zwietering (Zwietering et al., 1990) y
Lay (Lay et al., 1997), que lo consolidaron como
referencia practica para ajustar curvas de
crecimiento y produccién metabdlica (Wang y Guo,
2024). La utilidad del modelo de Gompertz ha sido
validada en NnUMerosos bioprocesos v,
especificamente en contextos enoldgicos en los que
se han comparado las respuestas de diversas
especies de Saccharomyces para valorar laidoneidad
de los modelos cinéticos (Tronchoni et al. 2009;
Karaoglan et al., 2021).

Mediante el empleo del modelo matematico de
Gompertz y con el objeto de producir biomasa de
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levadura para los procesos de vinificacidn, en este
trabajo se evalué el efecto de la composicién de
diferentes sustratos compuestos por melaza de cafia
de azucar y diferentes fuentes de nitrégeno, con el
fin de determinar las condiciones nutricionales que
permitan obtener la mayor concentracién celular de
S. cerevisiae nativa, a la mayor velocidad.

2. Materiales y métodos
Sustratos para la propagacion de levadura

Las melazas de cafia de azlcar y de remolacha
azucarera son residuos agricolas e industriales
ampliamente utilizados para la producciéon de
biomasa de levadura (Lino et al, 2018). En este caso
se empled melaza de cafia de azlcar cuya
caracterizacion indicd un contenido de sélidos
solubles de 79,2[I0,5 °Bx (refractometria) y 41,0E0,5
% p/v de azucares reductores totales (método de
Fehling-Causse-Bonnans). Para evitar el estrés
osmotico de las levaduras, a partir de un balance de
materia para azucares totales, se calculé el volumen
necesario de agua destilada necesario para diluir la
melaza hasta una concentracion final de 12-13 % p/v
de azucares totales.

Por otro lado, puesto que las melazas de cafa
azucarera son deficientes en nitrégeno, magnesio,
fosforo y vitaminas (Gomez Pastor et al., 2011), se
evaluaron dos posibles fuentes de estos elementos
para ser adicionados al sustrato. Una de las fuentes
consideradas fue el extracto de levadura (EL) en
concentracion de 0,5 g/L, por su abundante
contenido en aminoacidos, vitaminas, nucleésidos,
polipéptidos y minerales (Tao et al., 2023). La otra
incluyd una solucion de salesde N, P, K, S y Mg (SAS)
segun se especifica a continuacion: 10 g/L de sulfato
diamonico (SO4(NH4)2 anhidro), 1 g/L de sulfato de
magnesio (SO4Mg.7 H20) y 5 g/L de fosfato
monopotasico (PO4H2K anhidro) (Vieira et al., 2013).

Luego de la dilucidn de la melaza se agregd EL o SAS,
segun la combinacién de sustrato ensayada, en las
cantidades necesarias de acuerdo a |las
concentraciones mencionadas previamente. El
contenido de azucares reductores totales en los
mostos asi obtenidos fue 13E0,5 % p/v, equivalentes
a 25,4R70,9 °Bx. A continuacidn, se ajusto el pH a 5,
Optimo para el crecimiento de esta levadura. Por
ultimo, cada combinacion de sustratos se esterilizd
por calor himedo a 121 °C durante 15 min.

Preparacion del indculo

Se partié de un cultivo de S. cerevisiae 0Q520880.1
en caldo YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona
y 2% dextrosa) conservado a -18 °C con 20 % de
glicerol. Una vez descongelado, 200 pL de esta
suspension fueron inoculados para su revitalizacion
en un tubo con 2 mL del mismo caldo, a 30@1 °C
durante 24-48 horas, hasta que se registraron
recuentos celulares entre 6 —9 x107 cél/mL. En estas
condiciones se realizé la primera transferencia de las
dos etapas de propagaciones sucesivas, en las que
cada una representaba el 10 % del volumen de la
siguiente y en las que el sustrato utilizado fue la
melaza de cafa de azucar diluida acondicionada tal
como se especificod en el apartado anterior. De esta
manera, el indculo de 2 mL se transfirio a 18 mL de
sustrato y luego de alcanzar la concentracién celular
mencionada (aproximadamente 24 horas), estos 20
mL se inocularon en 180 mL del mismo medio. De
esta manera, se obtuvieron 200 mL de cultivo activo
para ser inoculados en cada una de las diferentes
combinaciones de sustratos (melaza con EL o melaza
con SAS) contenidos en el biorreactor.

Proceso de obtencion de biomasa

La propagacién de S. cerevisiage 0Q520880.1 se
realizd en cultivo sumergido, en un biorreactor
marca New Briinswick Cientific Co., Modelo Bioflo
2000, provisto de un vaso de vidrio borosilicato de 2
L de volumen de trabajo. La esterilidad del aire que
ingresa al biorreactor, se asegura mediante un filtro
hidrofdbico con didmetro de poro de 0,45 um. Los
ensayos se realizaron por duplicado, manteniendo
las siguientes condiciones: temperatura: 30 °C,
velocidad de agitacion: 200 rpm, caudal de aire: 0,9
vvm. La concentracion del indculo inicial fue de 4 -
7x106 cél/mL y el crecimiento microbiano se siguid
mediante recuento celular en cdmara de Neubauer
mejorada (improved). Para este fin se tomaron
muestras de 5 mlL, por duplicado, a intervalos
regulares, durante aproximadamente 36 h. La
observacién se realizdé en microscopio éptico Leica
DME con amplificacién de 1000 X. Se contaron las
células observadas en 20 recuadros de 0,00025 mm3
cada uno de la mencionada camara, se calculd el
promedio en ese volumen y por ultimo se lo refirid a
1 mL de muestra. En los casos en que se registraron
mas de 6-8 levaduras en cada recuadro, la muestra
fue diluida convenientemente. Como criterio de
inclusion se contabilizaron aquellas células que
tocaban las lineas centrales superior e izquierda de
la cuadricula mientras que se excluyeron las que
tocaban las centrales inferior y derecha. Ademas, las
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gemaciones cuyo tamafio era un 50 % mayor o igual
al de la célula madre, se conté como una mas. En
todos los casos, estas lecturas fueron realizadas por
el mismo analista, a fines de disminuir la dispersién
de los resultados por variabilidad humana vy
garantizar la comparabilidad de los mismos.

Como controles adicionales del proceso se
determinaron soélidos solubles y pH, mediante
potenciometria.

Andlisis de datos

Se verificod que los datos de recuento celular de cada
formulacién de sustrato se ajustaran al modelo de
crecimiento celular de Gompertz mediante un
modelo de regresién no lineal, segun la ecuacion
parametrizada por Zwietering et al. (1990) (ec. 1):

X e N
y=A><exp{—exp[ﬂm%x(/1—t)+l]}=LnN—

o
y=LnN=1LnN, +A><exp{—exp[ﬂ"‘“foe><(/1—t)+1]}(1)

Donde pmax: Vvelocidad especifica maxima de
crecimiento microbiano (h?), A: tiempo de fase lag
(h), N: ndmero de células/mL a un determinado
tiempo t, No: nimero de células/mL al inicio del

proceso (t=0), A: crecimiento celular neto (In N — In
No).

La bondad de ajuste del modelo se evalué mediante
el coeficiente de correlacién R? y el error estandar
del estimado (RMSE).

A partir de la ecuacién que entrega el modelo
ajustado para cada variante de sustrato se
determinaron los parametros de crecimiento: A:
tiempo de fase lag (h), umax: velocidad especifica
méaxima de crecimiento  microbiano  (h?),
concentracion final de biomasa N (cél/mL) vy
crecimiento celular neto, es decir diferencia entre
concentracion final e inicial de levadura (cél/mL).
Estos pardmetros se compararon mediante analisis
de varianza con un nivel de confianza de 95 %.

Todos los ensayos estadisticos mencionados se
realizaron con software Statgraphics Centurion XV
Corporate.

3. Resultados y Discusion

Crecimiento microbiano y modelado cinético

La evolucién de cada ensayo se siguidé mediante
determinaciones de recuentos microbianos y solidos
solubles cuyos resultados se indican en las
Tablas 1y 2:

Tabla 1. Crecimiento microbiano de S. cerevisiae 0Q520880.1 en melaza de cafia de azucar + 0,5 g/L extracto de levadura

(EL), con su réplica.

EL (1)

EL(2)

Recuento microbiano Sélidos

t (h)

Recuento microbiano Sélidos

t (h)

(cél/mL) Solubles (°Bx) (cél/mL) Solubles (°Bx)

0,00 6,00E+06 25,0+0,1 0,00 4,40E+06 25,7+0,1

2,00 6,80E+06 24,9+0,0 3,00 5,60E+06 25,6+0,0

4,00 1,80E+07 24,8+0,0 6,25 4,20E+07 24,9+0,1

7,00 4,04E+07 24,2+0,1 8,50 1,78E+08 24,7+0,1

9,50 1,74E+08 23,940,1 10,50 2,04E+08 23,940,1

22,00 3,90E+08 19,7+0,1 23,00 3,72E+08 20,1+0,1
31,00 3,92E+08 16,4+0,1 27,00 4,96E+08 19,0+0,1
33,00 4,28E+08 16,240,1 30,00 4,20E+08 18,0+0,0
-- -- 32,50 4,24E+08 17,240,2
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Tabla 2. Crecimiento microbiano de S. cerevisiae 0Q520880.1 en melaza de cafia de azlcar + solucion de 10 g/L de SO4(NH4)>
anhidro, 1 g/L de SO4Mg.7 H,0 y 5 g/L de PO4HK anhidro (SAS), con su réplica.

SAS (1) SAS (2)
t (h) r:ii:zzinat:o Sdlidos t(h) Recuentc’o microbiano Sélidos
(cél/mL) Solubles (°Bx) (cél/mL) Solubles (°Bx)

0,00 5,20E+06 26,0£0,0 0,00 7,20E+06 24,7+0,0
1,50 4,40E+06 26,040,1 2,00 9,60E+06 24,610,0
4,00 1,04E+07 25,8+0,2 4,50 2,84E+07 24,1+0,1
6,00 1,76E+07 25,5+0,0 7,00 9,40E+07 23,810,1
8,00 4,48E+07 25,1+0,0 9,00 1,82E+08 23,310,1
10,00 9,80E+07 25,0+0,0 21,17 6,32E+08 18,1+0,1
11,00 1,72E+08 24,910,0 23,00 1,41E+09 16,210,1
23,75 5,48E+08 19,1+0,1 28,00 6,40E+08 13,940,0
26,75 5,52E+08 16,810,1 32,68 6,70E+08 13,6+0,0
30,50 8,40E+08 14,5+0,3 - - --

En cada condicion experimental evaluada, los sélidos
solubles muestran un descenso continuo, indicativo
del consumo de los azucares para las reacciones
metabdlicas de la levadura.

Con los datos de recuento microbiano obtenidos, y
utilizando el software estadistico para el modelo de
regresion no lineal, se construyeron las curvas de

Melaza + EL (1): grafica del modelo ajustado
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crecimiento segun el modelo matematico de
Gompertz modificado (Figura 1). Los criterios
estadisticos utilizados para analizar la bondad de
ajuste del modelo para el sustrato EL fueron
R2=99,03 % y RMSE=0,21, y 99,50 % y 0,15
respectivamente para la réplica, lo que indica que el
modelo resulté adecuado para la descripcién de los
datos.

Melaza + EL (2): grafica del modelo ajustado
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Figura 1. Modelo de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 ajustado segun modelo de Gompertz modificado, en melaza
de cafia de azlcar + 0,5 g/L de extracto de levadura (EL), con su réplica. N: recuento celular, cél/mL.

Andlogamente, las graficas de los modelos ajustados
para el sustrato compuesto de melaza de cafia + SAS
se observan en la Figura 2. Los criterios estadisticos
determinados fueron R2=99,39 % y RMSE=0,18, y

98,44 % y 0,28 respectivamente para la réplica. De la
misma manera, el modelo de Gompertz modificado
resulté adecuado para la descripcién de los datos
observados.
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Melaza + SAS (1): grafica del modelo ajustado

Melaza + SAS (2): grafico del modelo ajustado
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Figura 2. Modelo de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 ajustado segin modelo de Gompertz modificado, en melaza
de cafia de azucar + solucién de 10 g/L de SO4(NH,), anhidro, 1 g/L de SO4Mg.7 H,0 y 5 g/L de PO4H,K anhidro (SAS), con su
réplica. N: recuento celular, cél/mL.

Pardmetros cinéticos

Los resultados del ajuste del modelo de regresion no
lineal de Gompertz para describir la relacién entre Ln
N y el tiempo de cultivo, arrojaron las siguientes

ecuaciones para cada modelo ajustado:
- Melaza +EL (1):

y = 15,6073 +

exp(0,468648*2,718281*(2,20087-t)/4,23366+1)))

(2)
- Melaza +EL (2):

y = 15,2971 +

exp(0,726023*2,718281*(3,08718-t)/4,55127+1)))

(3)

(4,23366*exp(-

(4,55127*exp(-

- Melaza + SAS (1):

y = 15,4642 +

(4,84785*exp(-

exp(0,460047*2,718281%(3,22977-t)/4,84785+1)))

(4)
- Melaza + SAS (2):

y = 15,7896 +

(4,70738*exp(-

exp(0,497542*2,718281*(1,86282-t)/4,70738+1)))

(5)

A partir de las ecuaciones (2), (3), (4) y (5) y teniendo
en cuenta la ecuacién modificada de Gompertz (1),
se obtuvieron los parametros cinéticos para cada
combinaciéon de sustrato segun se indica en la Tabla

3:

Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento de S. cerevisiae 0Q520880.1 en diferentes composiciones de sustrato, segun el

modelo de Gompertz.

Sustrato Hmax A N CN
(hY) (h) (cél/mL) (cél/mL)
EL 0,60+0,18° 2,64 +£0,63? 4,16E+08 + 2,12E+06° 4,11E+08 + 3,54E+06°
SAS 0,48 +0,03° 2,55+0,97°2 7,30E+08 = 9,48E+07b 7,24E+08 = 9,33E+07b

La melaza de cafia de azucar + 0,5 g/L extracto de
levadura, SAS: melaza de cafia de azlcar + solucion
de 10 g/L de SO4(NH,), anhidro, 1 g/L de SO,Mg.7
H,0y 5 g/L de PO4H,K anhidro. @: tiempo de fase lag
(h), Mmax: velocidad especifica maxima de
crecimiento microbiano (h), N: concentracidn final
de biomasa (cél/mL) y CN: crecimiento celular neto,

es decir diferencia entre concentracion final e inicial
de levadura (cél/mL). Letras distintas en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05)
entre las medias de los sustratos de cada parametro
cinético.
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Segun se observa en la Tabla 3, el andlisis de varianza
de los pardmetros obtenidos en los cuatro ensayos
permiti6 determinar que no habia diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) en la duracién de
la fase lag como tampoco en la pmax. Sin embargo, la
concentracién final de biomasa (N) y por ende el
crecimiento neto (CN) resultaron aproximadamente
un 76 % superiores en los sustratos compuestos con
SAS (Figura 3).

8.00E+08

7.00E+08

—
—_—

G,00EHB [-m—mmm-nm—m==- S -~~~ -—=-=--—=n-=-=- S - - -~

SOOEH0B f-nmmmmmeemmmmeee R oo S

EL
4.00E+08 f---nnn- e SAS

3. 00E+08 [------=

Concentracion celular (cél/mL)

200408 |--=---- e ————

1.00E+08
Concentracion final de biomasa Crecimiento neto (CN)
™)

Figura 3. Concentracion final de biomasa y crecimiento
neto de S. cerevisiae 0Q520880.1 en diferentes sustratos:
melaza de cafia de azlcar + extracto de levadura (EL) y
melaza de cafia de azucar + sales (SAS).

Estos resultados podrian indicar que, si bien el
extracto de levadura constituye una fuente rica en
nutrientes, su composicion variable puede afectar la
disponibilidad real de compuestos esenciales (Tao et
al, 2023), reduciendo en consecuencia el
rendimiento en biomasa. En contraste, un medio
suplementado con sales definidas como el sulfato de
amonio que aporta nitrégeno inorganico facilmente
asimilable, el magnesio que es un cofactor esencial
en numerosas enzimas que actulan en la sintesis de
macromoléculas y el potasio y fosfato que
mantienen el balance osmatico, el transporte idnico
y la sintesis de acidos nucleicos (Ribeiro-Filho et al.,
2022), contribuye a optimizar la fisiologia celular y a
maximizar la produccion de biomasa.

4. Conclusiones

Las curvas de crecimiento microbiano de los
sustratos evaluados fueron ajustadas utilizando el
modelo de Gompertz modificado, el cual describié
con alta precisidon el comportamiento de S. cerevisiae
0Q520880.1 en ambas condiciones. A partir de las
ecuaciones ajustadas se obtuvieron los parametros
cinéticos  microbioldgicos, que  permitieron
identificar las variables con diferencias significativas
Y, en consecuencia, establecer las condiciones de
sustrato que mejoran la produccion de biomasa.

Aunque la velocidad de produccién de biomasa y la
duracién de la fase lag no mostraron diferencias
significativas entre los sustratos, la concentracion
final de biomasa y el crecimiento neto de la levadura
fueron un 76 % superiores en el sustrato formulado
con melaza y SAS, por lo que dicho sustrato se
considerd el mas apropiado al proporcionar la mayor
produccidn de biomasa de S. cerevisiae 0Q520880.1.
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