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Resumen

La unién de la musica y el vino desde un punto de vista enologico es algo sumamente
novedoso. Estudios recientes arrojan luz sobre el uso de las ondas sonoras audibles
en procesos de vinificacion, afirmando que las ondas sonoras audibles pueden afectar

al desarrollo y metabolismo microbianos.

Es por ello por lo que en este proyecto se ha estudiado la influencia de sonidos
audibles en la actividad metabdlica de Saccharomyces cerevisiae, mediante el estudio
de la cinética de crecimiento microbiano y su efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas de las vinificaciones experimentales. Se han aplicado ondas sonoras
audibles de baja frecuencia (440 Hz) en periodos de cinco horas al dia durante los
cuatro primeros dias de fermentacion. Los diferentes ensayos se realizaron a
temperatura ambiente en diferentes momentos del afo, demostrando también la

influencia directa de la temperatura en la repercusion de ensayo.

Debido a que las diferencias en crecimiento microbiano, segun se muestra en las
cinéticas de las vinificaciones realizadas, se producen en la fase exponencial, se
realizé un ensayo aplicando este sonido solamente en esta fase de crecimiento. Los
resultados obtenidos confirman que el uso de las ondas sonoras audibles en las
primeras 24-48 horas, influye significativamente en el desarrollo de la fermentacion y

por tanto en el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que las ondas sonoras audibles de baja
frecuencia afectan significativamente al desarrollo del crecimiento microbiano,
observandose cambios en el comportamiento metabdlico de Saccharomyces

cerevisiae en las distintas condiciones experimentales probadas.
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Abstract

The combination of music and wine from an oenological point of view is something very
new. Recent studies shed light on the use of audible sound waves in winemaking
processes, stating that audible sound waves can affect microbial development and

metabolism.

For this reason, this project has studied the influence of audible sounds on the
metabolic activity of Saccharomyces cerevisiae by studying the kinetics of microbial
growth and its effect on the physicochemical properties of the experimental
vinifications. Low-frequency (440 Hz) audible sound waves were applied for five hours
a day during the first four days of fermentation. The different tests were conducted at
room temperature at different times of the year, also demonstrating the direct influence

of temperature on the test repercussion.

Since the differences in microbial growth, as shown in the kinetics of the vinifications
conducted, occur in the exponential phase, a test was conducted by applying this
sound only in this growth phase. The results obtained confirm that the use of audible
sound waves in the first 24-48 hours significantly influences the development of

fermentation and thus the metabolism of Saccharomyces cerevisiae.

Overall, the results obtained suggest that low-frequency audible sound waves
significantly affect the development of microbial growth, with changes in the metabolic
behaviour of Saccharomyces cerevisiae being observed in the different experimental

conditions evaluated.
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1. Introducciodn

El sonido se define como la propagaciéon de vibraciones mecanicas a través de un
medio elastico, como el aire o el agua, en forma de pequefias variaciones de presion
(Grigione, 2014). Estas pequefas variaciones de presion, son las llamadas ondas
sonoras. La propagacion del sonido cambia con relacién al medio en el que se
encuentre, ya que tanto la densidad, como la temperatura, o la impedancia son

factores dependientes de cada medio (Martin, 2014).

La diversidad de ondas sonoras se categoriza en funcion del espectro de frecuencias
que abarcan, dando origen a los infrasonidos, sonidos audibles y ultrasonidos (véase
Figura 1). En el contexto humano, la capacidad auditiva se restringe a los sonidos
audibles, los cuales ocupan un rango de frecuencia entre 20 Hz y 20 kHz
(Beléndez,1992).

20 Hz 20.000 Hz

Figura 1: Clasificacion de las ondas sonoras. (Vazquez-Bilbao, 2022).

Se ha demostrado que las vibraciones por debajo y por encima del rango audible, los
infrasonidos y los ultrasonidos, respectivamente, afectan significativamente al
crecimiento y desarrollo de microorganismos (Chisti et al., 2003). Los ultrasonidos, se
pueden utilizar para el control de procesos, asi como para la intensificacion de estos
en muchas areas, incluidas las industrias alimentaria, quimica, médica, biotecnologica
y farmacéutica (Ojha et al., 2016). Las investigaciones con ultrasonidos, apuntan a un
cambio en la membrana celular; en la industria estas ondas son comunmente usadas
para esterilizar, produciendo un aumento focalizado de temperatura, la produccion de
radicales libres y el adelgazamiento de las membranas celulares (Piyasena et al.,
2003). Dependiendo de la intensidad de los ultrasonidos, se producen dafos
reparables o irreparables en las células microbianas y su entorno (Huang et al., 2017).

Con respecto al rango audible, se ha demostrado que el uso de sonidos audibles
aumenta la formacién de colonias microbianas o interrumpe el crecimiento, segun el
organismo Y la frecuencia de sonido utilizada (Harris et al., 2021). Las ondas sonoras
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audibles de alta y baja frecuencia afectan significativamente al metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae. Estudios previos demostraron que los estimulos sonoros
aumentaban la tasa de crecimiento en un 12 %. Asi mismo, se observé que los perfiles
de metabolitos intracelulares y extracelulares, diferian significativamente segun el
estimulo sonoro aplicado (Aggio et al., 2011). De igual manera, los estudios realizados
con Saccharomyces cerevisiae en medios sintéticos afirman que las ondas sonoras
audibles alteran significativamente el crecimiento, aumentan la produccién de alcohol y

llegan a afectar al perfil de los metabolitos (Harris et al., 2021).

En el ambito enoldgico, las investigaciones y mejoras tecnolégicas se centran en el
uso de ultrasonidos. Diversos estudios respaldan que su uso puede facilitar la
extraccion de compuestos fendlicos durante el proceso de maceracion, reduciendo los
tiempos de esta y observando una mejora organoléptica de los vinos finales (Pérez et
al., 2021). El uso de ultrasonidos, también refleja mejorias en los procesos de crianza,
puesto que aporta una mayor capacidad de expresion al vino y longevidad durante su
guarda (Kalkam et al., 2017). Sin embargo, el uso de ondas sonoras audibles en la
industria enoldgica es algo sumamente novedoso. Investigaciones recientes sobre la
influencia de las ondas sonoras audibles en la curva de crecimiento microbiano y la
capacidad fermentativa de Saccharomyces cerevisiae afirman que aplicando ondas
sonoras de baja frecuencia se puede llegar a alterar la curva de crecimiento
microbiano, aumentando la tasa de crecimiento microbiano y manteniendo en los
ensayos estimulados acusticamente un numero superior de células viables durante
toda la curva de crecimiento. De este estudio se concluye que el estimulo sonoro
puede comportarse no solo como activador de la fermentacion, si no también, como un
factor de supervivencia, provocando un arranque de fermentacion mas rapido y
proporcionando una mayor capacidad de asegurar el agotamiento de los azucares
(Vazquez-Bilbao, 2022).

2. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar la influencia de sonidos audibles

en el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.

Para ello se proponen los siguientes objetivos especificos:
1. Consulta bibliografica para conocer las ultimas actualizaciones acerca del uso

de ondas sonoras audibles en el sector enologico.
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2. Establecimiento del sistema de sonido afadiendo mejoras al planteado en
estudios previos en nuestro laboratorio (Vazquez-Bilbao, 2022).
Estudio de la influencia de la estimulacién sonora en la cinética microbiana.
Caracterizacion fisicoquimica de los vinos obtenidos de las distintas

vinificaciones.

3. Materiales y métodos

3.1 Montaje del sistema de sonido

Este proyecto ha sido posible gracias a la colaboraciéon de Noemi Merayo Alvarez,
Lara del Val Puente y Patricia Fernandez del Reguero, profesoras de la Escuela
Técnica Superior de Ingenieros de Telecomunicacion de Valladolid. Su colaboracién
ha sido clave para buscar el sistema de sonido mas adecuado, que permitiese trabajar

tanto a temperatura ambiente como en camara de incubacion.

El sistema de sonido estaba formado por dos altavoces estandar (8Q2, 8W),
introducidos dentro del mosto y aislados de este por una bolsa de plastico estanca.
Los altavoces se conectaban a un amplificador externo, y este ultimo a un teléfono
movil, desde el cual se reproducia el estimulo sonoro elegido (Figura 2). Tanto el
amplificador externo como el teléfono movil se encontraban conectados a la red para
asegurar el correcto funcionamiento del sistema. Durante este trabajo, la frecuencia de
sonido utilizada fue de 440 Hz, en funcion de los hallazgos obtenidos en (Vazquez-
Bilbao, 2022).

Para controlar que en todos los casos el volumen de emisién fuera el mismo, se usé
un sondémetro modelo PAA3 de Phonic (https://www.phonic.com/images/products-
[I/PAA3X/um PAA3X en_es.pdf?type=file), midiendo a una distancia de 15 cm y

ajustando en todos los experimentos el volumen a 80 dBs.

Las frecuencias usadas como estimulacién sonora se crearon con LabVIEW
(Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench), una plataforma y entorno de
desarrollo para disefar sistemas, con un lenguaje de programacion visual grafico
pensado para sistemas hardware y software de pruebas, control y disefio, simulado o
real y embebido. Este programa fue creado por National Instruments en 1976.

(https://www.ni.com/es-es/shop/labview.html).
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Figura 2: Equipo del experimento. (Elaboracién propia).

3.2 Mosto

Para la elaboracién de este proyecto se ha utilizado mosto concentrado, el cual se
diluyé con agua hasta llegar a una concentraciéon de 20 °Brix. Para poder trabajar en
unos parametros similares a los de un mosto convencional, también se corrigio el pH a

3,50 con ayuda de acido tartarico.

Como nutriente se empled VitNature-Lallemand, un autolisado de levadura rico en
nitrdgeno organico, que cubre la deficiencia nitrogenada del mosto. La empresa
biotecnoldgica recomienda una dosis de 30-40 g/hL. Segun estudios previos la dosis
elegida fue de 35 g/hL (Vazquez-Bilbao, 2022).

Con el objetivo de eliminar cualquier microrganismo que pueda dar lugar al inicio de
una fermentacion espontanea, el mosto, antes de ser inoculado, se esterilizd a vapor

fluyente durante 15 minutos en el autoclave Stericlav-S de Raypa®.

La levadura empleada para llevar a cabo las distintas fermentaciones fue

Saccharomyces cerevisiae var. Bayanus (LALVIN EC1118™, Lallemand, Montreal
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Canadd). La empresa biotecnolégica recomienda una adicién de 20-40 g/hL. Segun

estudios previos la dosis elegida fue de 20 g/hL (Vazquez-Bilbao, 2022).

3.3 Desarrollo experimental

La influencia de los sonidos audibles en la cinética y metabolismo de Saccharomyces
cerevisiae se estudid en vinificaciones con y sin estimulacién acustica a partir de
mosto concentrado, proceso detallado en el apartado 3.2 Mosto. Las vinificaciones se
llevaron a cabo en ollas de acero inoxidable, de 2 L de capacidad (Figura 3), estas no
fueron llenadas en su totalidad, si no al 80 % para evitar problemas de
desbordamientos. El acero inoxidable, es comunmente utilizado en bodega por sus
propiedades fisicas ya que es un material muy resistente, con el que se controla bien
la temperatura y que no aporta sabores ni olores al vino, de manera que no modifica

las caracteristicas organolépticas del producto final (Vazquez-Bilbao, 2022).

T
N—

N

Figura 3: Representacion de los recipientes. (Vazquez-Bilbao, 2022).

Todos los experimentos se realizaron por duplicado. En todos ellos, el tiempo de
estimulacion sonora fue de cinco horas al dia durante los cuatro primeros dias de
fermentacion. Las vinificaciones con y sin estimular, se encontraban separadas y
sometidas a los mismos rangos de temperatura durante toda la fermentaciéon. En este
proyecto se decidid trabajar a temperatura ambiente en los meses de octubre y de
mayo, donde las temperaturas varian significativamente, asemejando el proceso a una

bodega real.

Basandonos en los resultados obtenidos en las vinificaciones, se planted un ensayo a
temperatura controlada en estufa para comprobar el efecto de la estimulacién sonora
aplicada solo en la fase exponencial de crecimiento microbiano. Se realizaron

vinificaciones en matraces con 400 mL de mosto estéril, pero en esta ocasion a 26 °C
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en camara de incubacion, para asegurar una temperatura optima que permitiese un
adecuado comportamiento de las células. Estos matraces se inocularon con 10°
UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae obtenido de vinificaciones con y sin
estimulacion acustica, siendo esta aplicada en periodos de cinco horas al dia durante
dos dias. De esta forma se pudo estudiar el efecto de la estimulacién acustica sobre la
curva de crecimiento microbiano, estimulando solamente la fase exponencial de
crecimiento y observando si se producen cambios significativos al final de la

fermentacion.

3.4 Analisis microbioldgico

Para el control microbiologico durante la fermentacion alcohdlica, se ha realizado un

seguimiento del crecimiento microbiano.

3.4.1 Estimacion del crecimiento microbiano.

La estimacion del crecimiento microbiano se realizé mediante turbidimetria (Vazquez-
Bilbao, 2022). Su fundamento se basa en relacionar la turbidez de las muestras en
este caso, mosto previamente inoculado con S. cerevisiae con una serie de patrones
de sulfato de bario medidos con un espectrofotometro (Spectronic® 20 Genesys™) a
600 nm (McFarland et al., 1999). Mediante esta técnica, se estimaron los
microorganismos totales (viables y no viables) en la muestra. Los resultados se

expresan como unidades formadoras de colonias presentes en un mililitro (UFC/mL).
3.5 Analisis fisicoquimico de mosto y vino

En este apartado, se detallan los métodos de analisis utilizados durante el proyecto

con sus correspondientes fundamentos.

3.5.1 Determinaciéon del grado alcohdlico probable en mostos por

refractometria. Método refractométrico

La refractometria, es un método indirecto que determina la concentracion de azucares

fermentables de un mosto mediante la medida del indice de refraccion (n).

La refraccion, se basa en la modificacion de la trayectoria de un rayo luminoso al
atravesar una superficie que limita dos medios diferentes. Se puede demostrar que el
rayo de luz incidente, la normal a la superficie y el rayo de luz refractado estan en el
mismo plano y que la relacion entre el seno del angulo de incidencia y el del angulo de
refraccion siguen la ley de Snellius, cuanto mayor sea la concentracién de los
Lucia Vazquez Bilbao,
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azucares de un mosto, mas denso sera éste y menor la velocidad con que la luz lo

atraviese, provocando un cambio en el indice de refraccion (O.1.V, 2012).

3.5.2 Determinacion de la masa volumica y la densidad relativa. Método

aerométrico.

La aerometria se basa en el principio de Arquimedes para la determinacion de la masa
volumica de liquidos en funcién de la flotabilidad que presenta en ellos un cuerpo de
peso constante. Consiste en la determinacién a una temperatura de 20 °C de la masa
volumica de un mosto o vino a través de la lectura del aerometro que flota en dicho
medio (O.1.V, 2009 a).

3.5.3 Determinacioén del pH.

La estabilidad de un vino, el color, el potencial redox y la relacion del SO: libre y total
estan estrechamente relacionados con el pH del vino. La determinacion del pH en el
mosto y el vino es una medida complementaria de la acidez total, porque nos permite

medir la fuerza de los acidos que contienen.
El pH por definicidn, es el logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrogeno:
pH=-Log [H"]

Su fundamento consiste en la diferencia de potencial entre el electrodo de referencia y
el de lectura de pH propiamente sumergidos en el vino con un error maximo de 0,05
unidades de pH (O.1.V, 2011).

3.5.4 Determinacién de la acidez total. Método potenciométrico.

La acidez total es la suma de los acidos del vino y mostos cuando se lleva el pH a 7
afadiendo una soluciéon de NaOH, los acidos mas frecuentes del vino son el tartarico,
el malico y el lactico, todos ellos desempefian un papel importante en las

caracteristicas organolépticas del vino (O.l.V, 2015).

3.5.5 Determinacion de la acidez volatil. Método Garcia-Tena.

La acidez volatil es el conjunto de acidos grasos de la serie acética que se hallan en el
vino libres o combinados formando sales (acido acético, acetatos, férmico, propionico,

butirico...). El mas importante es el acido acético.
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Su fundamento se basa en una destilacion fraccionada del vino una vez eliminado el
diéxido de carbono y una posterior valoracion acido-base de la segunda porcion del
destilado (Barceld, 1990).

3.5.6 Determinacién del grado alcohdlico. Método ebullométrico.

El método ebullométrico, se basa en la variacion del punto de ebullicion que

experimentan los liquidos hidroalcohdlicos segun su proporcién de alcohol.

En condiciones normales el punto de ebullicién del agua es 100 °C y el del alcohol
78,5 °C. Una mezcla de alcohol y agua que se mantenga constante mediante un
refrigerante a reflujo, hervira a una temperatura tanto mas proxima a la del agua
cuanto menos alcohol contenga y viceversa. Por lo tanto, es légico que se pueda llegar
a fijar la composicion alcohdlica de una mezcla atendiendo a las relaciones que
podamos establecer entre el porcentaje de alcohol y la temperatura de ebullicion
(Barceld, 1990).

3.5.7 Determinacion de los azucares reductores en vino. Método Rebelein.

El método Rebelein se basa en las propiedades reductoras de la glucosa y la fructosa
sobre las sales cupricas. Estos azucares, son oxidados a la temperatura de ebullicion
por un exceso de solucion alcalina de Cu*® que contiene tartrato para mantener el
metal en solucién. El Cu™ es reducido a Cu* y el Cu™ en exceso se puede determinar

por yodometria después de adicionar exceso de Kl y acidular (O.1.V, 2009 b).

3.6 Analisis estadistico

Para la interpretacion estadistica de los datos obtenidos en los distintos experimentos,
se ha utilizado el programa Statgraphics Centurion XIX utilizando la comparacion de
los datos mediante anadlisis de varianza unidireccional (ANOVA) y el analisis de
regresion de modelos lineales generales (Statpoint Technologies, Inc, Warrenton,
USA). Los resultados obtenidos en las pruebas microbiolégicas realizadas durante los
distintos ensayos se transformaron logaritmicamente y se expresan como la media + la

desviacién estandar.

4. Resultados y discusion

4.1 Crecimiento microbiano

El mosto utilizado en este proyecto contiene los nutrientes necesarios para permitir el
crecimiento de las levaduras, constituyendo un medio facilmente fermentable. Tras un

corto periodo de latencia se inicia el ciclo de crecimiento tipico de Saccharomyces
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cerevisiae, que consta de tres etapas. La primera de ellas es una fase de crecimiento
limitado que dura entre 2 y 5 dias y produce un aumento de la poblacion hasta 10®
UFC/mL, en esta fase la velocidad de fermentacion es maxima y constante y suele
consumirse entre 1/3 o 1/2 de la cantidad de azucares iniciales (Ribereau-Gayon,
2021). A continuacion, el crecimiento entra en una fase cuasi estacionaria que dura
alrededor de 8 dias y durante la cual no se produce un aumento del numero de células
de la poblacién, sin embargo, las células son metabdlicamente activas y la velocidad
de fermentacion sigue manteniéndose en su valor maximo. Finalmente, el proceso
termina en una fase de muerte, de hasta varias semanas, durante la cual el numero de

células viables decrece progresivamente (Carrascosa, 2005).

Fase estacionaria

.___>
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Figura 4. Representacion de las fases de crecimiento microbiano ( Willey et al., 2009).

La temperatura es uno de los parametros mas importantes a tener en cuenta en
enologia, porque influye en la cinética de la fermentacion y en la composicion quimica
del vino (Ribereau-Gayon et al., 2021). Este parametro influye en la velocidad de
crecimiento de la levadura (Watson, 1987), lo que se refleja en el seguimiento de la
fermentacion mediante la produccién de CO; (Figura 5). En la Figura 5 se observa el
efecto de la temperatura en el desarrollo de la fermentacién de la levadura empleada,

observandose que a 15 °C esta tiene lugar significativamente mas lenta que a 20 °C o
25 °C.
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Figura 5. Cinéticas de fermentacién de EC 1118 a diferentes temperaturas. (LALVIN EC1118™, Lallemand).

La temperatura también afecta a la viabilidad celular en los ultimos pasos de la
fermentacion (Watson, 1987; Sablayrolles & Barre, 19932, b) al disminuir la actividad
de la membrana plasmatica (Alexander et al., 1993; Piper, 1995) y cambiando la
composicion de los acidos grasos (Torija et al., 2003; Coleman et al., 2007; Beltran et
al., 2008) y esteroles (Larue et al., 1980; Beltran et al., 2008) de las membranas
celulares. Ademas, la temperatura interactia fuertemente con varios parametros del
mosto en fermentacion como el pH, el contenido de azucar, la concentracion de etanol
y la composicion de nitrogeno (Ough, 19962, D’Amore & Stewart, 1987; Sablayrolles &
Barre, 19937?).

Durante este proyecto se decidio trabajar a temperatura ambiente en los meses de
octubre y de mayo, donde las temperaturas varian significativamente, asemejando el
proceso a una bodega real. Inicialmente, se realizaron las vinificaciones durante 120
horas, ya que en estudios previos realizados a temperatura controlada (Vazquez-

Bilbao, 2022) en ese periodo de tiempo se llegaba al final de la fermentacion.

Sin embargo, en el presente proyecto, al trabajar a temperatura ambiente en octubre
se observo que 120 horas era tiempo insuficiente para llegar al final de fermentacion.
Hay que tener en cuenta que las temperaturas durante este mes rondaron entre 21 °C
de maxima y 6 °C de minima, por lo tanto, se decidié hacer un segundo ensayo con

168 horas de duracion.

En las siguientes graficas, se representa el crecimiento microbiano de las

vinificaciones control sin estimulacion sonora (C) y con estimulacion sonora (E),
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durante un periodo de 120 horas, realizadas a temperaturas ambiente en el mes de

octubre (Figura 6) y en el mes de mayo (Figura 7).

Crecimiento microbiano octubre

0 20 40 60 80 100 120

Horas

—o—C E

Figura 6: Comparativa de la representaciéon del logaritmo de unidades formadoras de colonias por
mililitro(log(UFC/mL)) entre las medias aritméticas de las vinificaciones con estimulacién acustica (E) y las
vinificaciones control sin estimular (C) frente al tiempo de incubacién en horas, durante el experimento
llevado a cabo a temperatura ambiente en el mes de octubre, 120 horas de duracién, con su desviacion

estandar.
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Figura 7: Comparativa de la representacion del logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro
(log(UFC/mL)) entre las medias aritméticas de las vinificaciones con estimulacién acustica (E) y las
vinificaciones control sin estimular (C) frente al tiempo de incubacién en horas, durante el experimento
llevado a cabo a temperatura ambiente en el mes de mayo, 120 horas de duracion, con su desviacion
estandar.
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Se puede observar como la temperatura afecta significativamente a la cinética
microbiana y por tanto al numero de UFC/mL, sobre todo durante las primeras 48
horas. En la Figura 7, vemos ademas que el numero de UFC/mL de las vinificaciones
estimuladas a las 24 horas es significativamente mayor que en las vinificaciones

control siendo esta diferencia del 3 %.

De igual forma, comparando ambas graficas, se puede observar una tasa mayor de
crecimiento microbiano de las vinificaciones estimuladas frente a las control sin
estimular durante todo el proceso, llegando en 48 horas de la Figura 6 a una diferencia
del 4 %. Por lo tanto, en las vinificaciones de 120 horas de duracion, la estimulacion
acustica ayuda a mantener la tasa de crecimiento elevada durante todo el proceso

afectando en mayor medida a las vinificaciones llevadas a cabo en el mes de mayo.

En las siguientes figuras, se representa el crecimiento microbiano de las vinificaciones
con y sin estimulacion sonora (C y E) de 168 horas de duracion. En la Figura 8, se
representa el crecimiento microbiano de las vinificaciones de 168 horas de duracion
llevadas a cabo a temperatura ambiente en el mes de octubre. En la Figura 9 se
representa el crecimiento microbiano de las vinificaciones de 168 horas de duracion

llevadas a cabo a temperatura ambiente en el mes de mayo.

Crecimiento microbiano octubre
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Figura 8: Comparativa de la representacioén del logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro
(log(UFC/mL)) entre las medias aritméticas de las vinificaciones con estimulacién acustica (E) y las
vinificaciones control sin estimular (C) frente al tiempo de incubacién en horas, durante el experimento
llevado a cabo a temperatura ambiente en el mes de octubre, de 168 horas de duracion, con su
desviacién estandar.

Lucia Vazquez Bilbao,
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA)
Master en Calidad, Desarrollo e Innovacién de Alimentos



Influencia de sonidos audibles en la actividad metabdlica de Saccharomyces cerevisiae.

Crecimiento microbiano mayo
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Figura 9: Comparativa de la representacion del logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro
(log(UFC/mL)) entre las medias aritméticas de las vinificaciones con estimulacién acustica (E) y las
vinificaciones control sin estimular (C) frente al tiempo de incubacién en horas, durante el experimento
llevado a cabo a temperatura ambiente durante el mes de mayo, de 168 horas de duracién, con su
desviacién estandar.

En la Figura 9 se observa como el numero de UFC/mL en la fase de crecimiento
exponencial (24-48 horas) de las vinificaciones estimuladas realizadas en el mes de
mayo es mayor en comparacion con las vinificaciones control realizadas en dicho mes,
existiendo una diferencia significativa del 3,6 %. Esta diferencia entre las
vinificaciones estimuladas y control se mantiene en ambas graficas (Figura 8 y Figura
9) independientemente de la temperatura. Se observan diferencias que alcanzan el

13,8 % en algunos momentos de las vinificaciones llevadas a cabo en el mes de mayo.

En octubre, debido a las bajas temperaturas, la evolucién de la poblacién de levaduras
es mucho mas lenta, por lo cual la fermentacion tarda mas en iniciarse y transcurre
mas lentamente. Sin embargo, en mayo la poblaciéon creci6 mas rapidamente,
actuando el sonido como activador de fermentacion y a las 160 horas ya se puede
observar claramente como la poblacién de levaduras (en fase de declive) es muy
superior a la del ensayo control, poniendo en relieve el efecto de factor de
supervivencia que ejerce el sonido sobre la poblacion de levaduras facilitando la

finalizacion de la fermentacion.

Analizando los resultados se puede concluir que la estimulacion sonora se comporta
en todos los casos no solo como un activador de fermentacion sino también como

factor de supervivencia. Estos resultados coinciden con los expuestos en diversos
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estudios (Harris et al., 2021; Aggio et al., 2011; Vazquez-Bilbao, 2022) en los cuales,
se comprueba que el uso de ondas sonoras audibles repercute en el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae. Aggio et al. (2011) describe que, utilizando estimulos
sonoros audibles tanto de alta como de baja frecuencia, se produce un cambio
significativo en el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, presentando los ensayos
con estimulacion acustica un crecimiento superior en un 12,4 % en comparacioén con
los ensayos control sin estimular. En concordancia con este estudio (Vazquez-Bilbao,
2022) expone que las ondas sonoras audibles se comportan como un activador del
crecimiento, constatando un aumento del 3,7 % en la tasa de crecimiento microbiano

de los ensayos con estimulacion acustica.

4.2 Efecto sobre las caracteristicas fisicoquimicas

Al concluir las distintas vinificaciones se llevaron a cabo analisis fisicoquimicos de los
vinos resultantes, analizando: azucares reductores, acidez volatil, acidez total, pH,

grado alcohdlico y densidad.

Tabla 1: Datos de la comparacién de los parametros fisicoquimicos durante las vinificaciones llevadas a
cabo en el mes de octubre, entre los ensayos control sin estimular (Control) y los ensayos con
estimulacion acustica (Estimulado)

Vinificacion 120 h Vinificacion 168 h

Control Estimulado Control Estimulado
Azucares reductores | 12,1+ 1,55 10,25 £ 0,35 7+0,71 6,25+ 0,35
Grado alcohdlico 10,2+ 0,14 10,55 £ 0,07 11,110,14 11,25 £ 0,07

Densidad 1004 + 1,41 1001 £ 0,35 999 + 1,41 998 + 1,06
Acidez volatil 0,32+0,03 | 0,30+0,007 | 0,360,007 0,32 0,02
Acidez total 5,12+ 0,08 528+0,10 | 6,250,014 6,3410,014
pH 3,44+0,014 3,45%0,014 | 3,410,014 3,39+0,07

*Los datos corresponden a la media aritmética * la desviacion estandar de dos vinificaciones realizadas
por duplicado.
*En negrita se destacan los datos estadisticamente significativos (p<0,05).

Tabla 2: Datos de la comparacion de los parametros fisicoquimicos durante las vinificaciones llevadas a
cabo en el mes de mayo, entre los ensayos control sin estimular (Control) y los ensayos con estimulacion
acustica (Estimulado)

Vinificacion 120 h Vinificacion 168 h

Control Estimulado Control Estimulado
Azucares reductores 6,25 £ 0,35 4,8 £0,28 5,25+ 0,21 3,4+0,42
Grado alcohdlico 10,9 £ 0,07 11,4 £ 0,07 11,2 £ 0,07 11,7+ 0,14
Densidad 997 £ 0,35 994 £ 0,14 994 £ 0,35 992 £ 0,35
Acidez volatil 0,27 0,01 0,36 £0,008 0,27 £0,009 0,32 £ 0,004
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Acidez Total 6,02+0,19 | 648+0,014 @ 5,71%£0,13 | 6,36 £0,035
pH 3,25+0,049 @ 3,18+0,007 | 3,24+0,028 3,15%0,028

*Los datos corresponden a la media aritmética * la desviacion estandar de dos vinificaciones realizadas
por duplicado.
*En negrita se destacan los datos estadisticamente significativos (p< 0,05).

Las vinificaciones llevadas a cabo en octubre a temperatura ambiente no llegaron a
terminar la fermentaciéon en ninguno de los casos, ya que las temperaturas nocturnas
bajaban considerablemente, repercutiendo de manera notable sobre las vinificaciones.
Sin embargo, las vinificaciones que se llevaron a cabo en mayo llegaron a finalizar la
fermentacion, durante este mes las temperaturas oscilaron entre 30 °C maximo y 15
°C de minima, lo que favorecid6 notablemente el desarrollo de la fermentacion.
Saccharomyces cerevisiae muestra una temperatura optima de crecimiento alrededor
de los 30°C aunque puede adaptarse a un amplio abanico de temperaturas con un
maximo de 40°C a partir de la cual se observa una caida de la viabilidad (Watson,
1987). La velocidad de fermentacion de Saccharomyces cerevisiae aumenta
linealmente duplicandose cada 10 °C entre los 10 °C y los 32 °C (Carrascosa, 2005).
Por ello a temperaturas mas bajas de fermentacion la multiplicacién de levaduras es
mas lenta y su metabolismo también, dando como resultado fermentaciones mas

largas en el tiempo.

Para saber con certeza que la fermentacion ha finalizado, se analizan los azucares
reductores que quedan en el medio, este contenido es la cantidad de azucar que
queda aun por consumir (Vazquez-Bilbao, 2022). Un contenido inferior a 5,0 g/L nos
indica que la muestra ha terminado la fermentacioén, tratandose asi de un vino seco
(O.1.V, 2009 b).

Como se ha indicado previamente, en las vinificaciones realizadas en el mes de
octubre todos los datos de azucares reductores obtenidos se encontraban por encima
de 5 g/L, evidenciandose que la fermentacion no habia terminado. En lo referente a las
vinificaciones realizadas en mayo, los ensayos sometidos a estimulacion acustica
llegaron a terminar la fermentacion. Tanto en las vinificaciones de 120 horas como en
las de 168 horas de duracion, las realizadas con estimulacion acustica (E) llegaron
antes a consumir estos azucares que las vinificaciones control (C), alcanzando
diferencias del 30 % en el contenido de azucares con respecto al control en las de 120

horas y del 50 % en las de 168 horas.
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El etanol o alcohol etilico es, después del agua, el constituyente cuantitativamente mas
importante del vino. La riqueza del vino se expresa mediante la graduacion alcohdlica
que representa el porcentaje, en volumen, de alcohol en el vino. La riqueza alcohdlica
del vino se situa en torno a 100 g/L (12,6 % Vol.) y puede ir hasta 136 g/L (16 % Vol.)
(Ribereau Gayon, 2020).

Los datos obtenidos de los analisis de grado alcohdlico muestran que en las
vinificaciones realizadas en el mes de octubre no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos (Tabla 1). Sin embargo, en
las vinificaciones llevadas a cabo en mayo se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre las vinificaciones con estimulaciéon acustica (E) y
las vinificaciones control sin estimular (C). En las vinificaciones de 120 horas de
duracion esta diferencia fue del 4,4 %, obteniendo un mayor grado alcohdlico los
ensayos con estimulacion acustica. En las vinificaciones de 168 horas de duracion
esta fue del 3,8 %, obteniendo de igual forma un mayor grado alcohdlico los ensayos

con estimulacion acustica (Tabla 2).

Diversos estudios sefialan que aplicando ondas sonoras audibles no solo se mejora la
tasa de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, si no que se producen variaciones
significativas en el grado alcohdlico. En el trabajo de Sarvaiya et al. (2015), se
comprobd que utilizando frecuencias de 10 kHz la tasa de crecimiento aumentaba en
un 3,15 % mientras que el aumento de la capacidad de produccién de alcohol
aumentaba en un 15 % en los ensayos con estimulacion acustica. De igual forma, se
describe en estudios previos en nuestro grupo (Vazquez-Bilbao, 2022) que, aplicando
ondas sonoras de 440 Hz, la tasa de crecimiento aumenta en un 3,7 % y se produce
un incremento de la capacidad de produccién de alcohol de un 7,4 %, evidenciando un
aumento de la produccion de alcohol por célula, lo que apunta a un cambio en el

metabolismo celular.

Observando los datos obtenidos en el analisis de la densidad en las distintas
vinificaciones, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en los
valores de densidad de las vinificaciones llevadas a cabo en el mes de octubre.
Durante las vinificaciones llevadas a cabo en este mes no se llegé a terminar ninguna
fermentacion, obteniendo valores de densidad finales de en torno a los 1000 g/cm?.
Esto es debido a que los azucares son los principales responsables de la elevada
densidad de los mostos y la paulatina metabolizacién de estos a cargo de las
levaduras da lugar mayoritariamente a etanol originando un progresivo descenso de la

densidad. Con respecto a las vinificaciones llevadas a cabo en el mes de mayo, los
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datos obtenidos si son estadisticamente significativos al igual que los resultados

obtenidos de azucares reductores y grado alcohdlico.

Otro parametro fisicoquimico donde se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas es la acidez volatil. La acidez volatil en los vinos no suele exceder el
valor de 0,90 g/L de &acido acético, siendo el rango habitual desde 0,20 - 0,60
g/L (Ribereau Gayon, 2020). Sin embargo, lo deseable es que este valor sea lo mas

bajo posible para no interferir en la calidad organoléptica del producto.

Analizando los datos de acidez volatil recogidos en la Tabla 1 y la Tabla 2, se
observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores de las
vinificaciones llevadas a cabo en el mes de mayo, evidenciando una subida de la
acidez volatil entre las vinificaciones con estimulacién acustica (E) y las vinificaciones
control sin estimular (C), siendo esta del 25 % en el caso de las vinificaciones de 120
horas de duracion y del 17 % en las de 168 horas de duracion. También se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de acidez volatil de las
vinificaciones de 168 horas de duracion llevadas a cabo en el mes de octubre, siendo
esta diferencia del 13%. Esta subida de la acidez volatil en las vinificaciones
estimuladas acusticamente podria acontecer por un cambio en el metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae ya que la acidez volatil esta formada por metabolitos
secundarios de la fermentacion alcohdlica, por lo tanto, es logico que evolucione
paralelamente al grado alcohdlico e inversamente a los azucares reductores y la
densidad. Sin embargo, las evoluciones porcentuales de estos parametros no son
similares, esto podria indicar que la estimulacion sonora no solo acelera la tasa de
crecimiento microbiano, sino que también modifica el comportamiento metabdlico.
Harris et al. (2021) constata que al estimular a Saccharomyces cerevisiae con sonidos
audibles se produce un cambio metabdlico significativo que se traduce en un aumento
de ciertos metabolitos, lo que podria desencadenar una subida de la acidez volatil. De
igual manera, se cree que el estrés fisioldgico producido por el estimulo sonoro audible
también podria desencadenar estas reacciones. Sin embargo, los mecanismos a
través de los cuales el sonido produce estos efectos biolégicos aun no se han

determinado (Sarvaiya et al., 2015).

Finalmente, en los parametros fisicoquimicos de pH y acidez total se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en las vinificaciones de 168 horas de
duracién llevadas a cabo en mayo, como consecuencia del metabolismo secundario
que produce una bajada de pH y un incremento en la acidez total.
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Observando todos los datos analiticos expuestos en su conjunto se evidencia un
cambio en el metabolismo celular de Saccharomyces cerevisiae en las vinificaciones

con estimulacion acustica frente a las vinificaciones control sin estimular.

Diversos estudios realizados en medios sintéticos, (Harris et al., 2021; Aggio et al.,
2011) sefnalan una diferencia significativa entre los metabolitos encontrados en los
ensayos con estimulacién acustica y los que carecen de ella. Se obtuvieron diferencias
en mas de cincuenta metabolitos secundarios, variando las concentraciones de estos
dependiendo del estimulo aplicado, lo que demuestra que los sonidos audibles de baja
frecuencia pueden aumentar la actividad en numerosas rutas metabdlicas de
Saccharomyces cerevisiae (Harris et al., 2021). Investigaciones recientes en mosto de
uva exponen que aplicando sonidos audibles de baja frecuencia, 440 Hz, se puede
aumentar la tasa de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, ademas de inducirse
cambios en el comportamiento metabdlico, ya que en el periodo de tiempo estudiado,
se incrementd la producciéon de etanol en un 7,4 %, asi como la acidez volatil en un 17

% en los ensayos con estimulacion acustica (Vazquez-Bilbao, 2022).

4.3 Estudio de la estimulacion acustica en la fase exponencial de crecimiento

microbiano.

Observando las graficas de cinética de crecimiento microbiano, se evidencia que el
crecimiento aumenta principalmente en la fase exponencial. Es por lo que se decide
realizar un estudio de la estimulacion acustica en este momento del crecimiento
microbiano. Durante esta fase la reproduccion celular alcanza una actividad maxima,
el tiempo de generacion es constante y las células alcanzan mayor actividad
metabolica. Los microrganismos son mas sensibles a las condiciones adversas en
esta fase (Tortora, 2017).

Para ejecutar este estudio se realizaron vinificaciones con y sin estimulacion acustica,
a 26 °C mediante la inoculacion de Saccharomyces cerevisiae en matraces con 400
mL de mosto estéril sometidas a estimulo previo segun lo descrito en materiales y

métodos.

Analizando los parametros fisicoquimicos al final de la fermentacion, se observd una

diferencia estadisticamente significativa en el grado alcohdlico entre los ensayos con
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estimulacion acustica (E) y los ensayos control sin estimular (C) siendo esta diferencia
del 10%, obteniendo un mayor grado alcohdlico los ensayos con estimulacién acustica.
Sin embargo, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en los datos

de azucares reductores recogidos en la Tabla 3.

Tabla 3: Datos de la comparacién de los parametros fisicoquimicos durante las pruebas llevadas a cabo
en matraces de 400 mL, entre los ensayos control sin estimular (Control) y los ensayos con estimulacion
acustica (Estimulado).

Matraces 400 mL
Control Estimulado
Azucares reductores 2,7+0,94 1,6 +0,49
Grado alcohdélico 11,225 + 0,21 12,475 £ 0,095
*Los datos corresponden a la media aritmética + la desviacion estandar de dos pruebas realizadas por

duplicado.
*En negrita se destacan los datos estadisticamente significativos (p<0.05).

Por lo tanto, esto confirma que la estimulaciéon acustica en de la primera fase de
crecimiento microbiano llega a ser determinante a lo largo del proceso fermentativo,
evidenciado un cambio en el comportamiento metabdlico de Saccharomyces

cerevisiae.
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5. Conclusion y futuras lineas de investigacion

En el presente estudio se ha realizado una investigacion sobre la influencia de sonidos
audibles en la actividad metabdlica de Saccharomyces cerevisiae, mediante el estudio
de la cinética de crecimiento microbiano y su efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas de las vinificaciones experimentales. Tras el estudio de los resultados

obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

- Los resultados del presente estudio indican que la cinética de crecimiento
microbiano de Saccharomyces cerevisiae se ve afectada por el uso de ondas sonoras
audibles de baja frecuencia (440 Hz), aumentando la tasa de crecimiento microbiano y
manteniendo un numero superior de células viables durante toda la curva de

crecimiento.

- El estimulo sonoro puede comportarse no solo como activador de la
fermentacion, sino también como factor de supervivencia, provocando un arranque de
fermentacion mas rapido y confiriendo una mayor capacidad de asegurar el

agotamiento de los azucares.

- El estimulo sonoro aumenta la velocidad de consumo de azucares, dando lugar
a un aumento en el grado alcohdlico y la acidez volatil, reflejando un cambio

significativo en el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.

- La aplicacion de ondas sonoras audibles de baja frecuencia (440 Hz)
unicamente en la fase de crecimiento exponencial, conlleva un cambio significativo en

el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.

En futuras investigaciones se plantea continuar con esta linea de trabajo, variando las
frecuencias utilizadas, asi como los tiempos de exposicion al estimulo sonoro, para
comprobar si Saccharomyces cerevisiae responde de forma distinta dependiendo del

estimulo sonoro aplicado, al igual que ocurre con otros microorganismos.

Controlar e investigar la influencia de sonidos audibles en el comportamiento de
Saccharomyces cerevisiae permitiria estudiar en profundidad el impacto real del uso
de ondas sonoras audibles en la industria enoldgica, abriendo nuevas perspectivas
prometedoras para la investigacion cientifica, conectando la acustica, la biofisica, la
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bioquimica y la enologia para estudiar si es posible manipular el metabolismo celular,

asi como el crecimiento de los microorganismos.
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