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RESUMEN

El estado de Querétaro ocupa el 2° lugar en produccion de vino en México, con 300 ha de
vifiedos. Un grupo de vitivinicultores locales desea incrementar la superficie viticola y producir
vinos de calidad, la cual depende del terroir y del proceso tecnoldgico donde las levaduras
vinicas juegan un papel crucial. Estas se clasifican como Saccharomyces y no-Saccharomyces
(nS). Las primeras son las principales responsables de la produccion de etanol, mientras las
segundas se consideran responsables de enfermedades en el vino; sin embargo, algunas nS
pueden sintetizar metabolitos que aportan un caracter distintivo a los vinos. El presente trabajo
tuvo como objetivo aislar, seleccionar e identificar levaduras no-Saccharomyces nativas de la
region vitivinicola de Querétaro. De 197 levaduras aisladas de la fermentacion esponténea de
mosto de uva de la region sin sulfitar, ocho (NB1, NA4, NB27, NB31, NB39, NR77, NR9O0,
NB108) que crecieron en medio-lisina, que mostraron actividad -glucosidasa (medio EGA) y
que en pruebas realizadas en un analizador turbidimétrico automatizado Bioscreen® C toleraron a
30 mg/L de anhidrido sulfuroso total y fueron sensibles a etanol (6 %), se seleccionaron. Estas se
sometieron a ensayos de microvinificacion por termovinificacion en presencia de K-1
(Saccharomyces cerevisiae). En general no se observan diferencias en la fermentacion entre las
nS + K-1y la K-1 sola, lo que muestra que las primeras no compiten por nutrientes con K-1. Los
rangos de pH (3.44 a 3.51), acidez total titulable (6.3 a 7.5 g/L de acido tartérico), acidez volatil
(0.10 a 0.21 ¢g/L de acido acético), grado alcoholico (11.2 a 13.6 % etanol v/v), azlcares
residuales (2.5 a 3.5 g/L) obtenidos se encuentran dentro de lo considerado normal, sin haber
diferencias entre levaduras. Los vinos obtenidos con las distintas levaduras mostraron niveles
aceptables de &cido acético (< 0.5 g/L). Por otro lado, N39 obtuvo valores mayores de glicerol
(7.45 g/L) que con el resto (5.39 a 6.5 g/L). Finalmente, las ocho levaduras fueron identificadas,
pertenecientes al género Hanseniaspora siendo NR90 H. glillermondi y el resto H. uvarum. Se
concluye que en Querétaro existen nS prometedoras capaces de mejorar la calidad de vinos
elaborados localmente.

Palabras clave: no-Saccharomyces, B-glucosidasa, microvinificaciones, termovinificacion.



SUMMARY

Querétaro State is the 2" wine producer in México, with 300 ha of vineyards. A local group of
winemakers’ wishes to increase the vineyard area and produced quality wines, which depends on
terroir and technological process, where yeasts play an important role. Enological yeasts species
are used to be classified as Saccharomyces and non-Saccharomyces (nS). The first ones are the
main responsibles of the ethanol production, while the seconds are considered as promoters of
diseases in wine; nevertheless, some nS are able to synthesize certain secondary metabolites,
providing a distinctive character to wine. The aim of this study was to isolate, select and identify
native non-Saccharomyces yeasts from the wine region in Queretaro. From 197 yeasts isolated
from spontaneous fermentations of non sulfited musts obtained from grapes of the region. Eight
(NB1, NA4, NB27, NB31, NB39, NR77, NR90, NB108) were able to grow in Lysine medium,
showing B-glucosidase activity (Medium EGA) and which showed tolerance to 30 mg/L total
sulfur dioxide and to ethanol (6 %) in tests performed in an automated turbidimetric analyzer
Bioscreen C, were selected. Selected yeasts were then evaluated in micro-thermowinemaking
essays, in presence of K-1 (Saccharomyces cerevisiae). In general, differences in fermentation
between nS + K-1 and K-1 (alone) were not apparent, which shows that nS tested do not compete
for nutrients with K-1. Ranges of pH (3.44 to 3.51), titratable acidity (6.3 to 7.5 g/L tartaric acid),
volatile acidity (0.10 to 0.21 g/L acetic acid) and alcohol content (11.2 to 13.3 % ethanol v/v)
obtained by the nS tested are situated at normal levels. Wines obtained with the different nS yeast
showed lower acceptable levels of acetic acid (< 0.5 g/L). Moreover, N39 obtained higher value
of glycerol in the wine (7.45 g/L) than the other nS yeasts (5.39 a 6.50 g/L). Finally, the eight
yeasts were identified as belonging to the genus Hanseniaspora; NR90 was recognized as
H. glillermondi and the other yeasts as H. uvarum. We conclude that Querétaro counts on nS
promising yeast able to improve the local quality wine.

Keywords: non-Saccharomyces , B-glucosidase , microvinifications , thermovinification
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I. INTRODUCCION

El estado de Querétaro ocupa el 2° lugar en produccion de vino en México, estimandose
la superficie establecida con vifiedos en 300 ha. Recientemente, un grupo de vitivinicultores
entusiastas se ha dado a la tarea de incrementar la superficie viticola y producir vinos de calidad,
pero la agroindustria vitivinicola tiene ciertas deficiencias, como la mala aplicacion de las
técnicas de cultivo y enoldgicas. Ademas, el periodo de vendimia coincide con la época de
lluvias, lo cual trae como consecuencia una baja calidad de la materia prima, al incrementar las
proliferacion de hongos y disminuyendo el contenido de solidos solubles totales.

El vino se define como el producto de la fermentacion parcial o total de mosto de uva
llevado a cabo por levaduras y ocasionalmente por bacterias. Su elaboracion implica una serie de
préacticas especificas, como el seguimiento de la maduracion, la vendimia, las operaciones
prefermentativas, la induccion y seguimiento de la fermentacion alcohdlica, la conservacion y la
clarificacion del vino, entre otras (André, 2008). La fermentacién alcohdlica es un fenémeno
anaerobico en el que intervienen una serie de microorganismos, principalmente levaduras. Las
principales especies identificadas en diferentes nichos asociados con el crecimiento de la uva y la
produccion de vino pueden ser divididas en dos grupos: el de Saccharomyces (S) y el de “no
Saccharomyces” (nS). Las primeras proceden principalmente de la cava, pero también estan
presentes en las uvas, o bien pueden ser aportadas a partir de cultivos iniciadores.

Las nS que han sido identificadas en la fermentacién de los vinos incluyen a los géneros
Candida, Kloeckera, Hanseniaspora, Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora,
Brettanomyces, Saccharomycodes, Pichia y Williopsis, y predominan en las uvas y en el mosto
recién procesado y, en menor cantidad, en el equipo de las bodegas de procesamiento. Estas
normalmente prevalecen en las primeras etapas de la fermentacion alcohdlica mientras que, en la
etapa final, predomina S. cerevisiae (Jolly et al., 2006).

Su contribucion a la calidad del vino ocurre de diversas formas, como en la produccion
de glicerol por Candida stellata, o de ésteres por C. pulcherrima, mientras que otras, como
Kloeckera apiculata, estan asociadas con la produccion de &cido acético que puede resultar
perjudicial para el vino. La mayoria de las nS presentan un bajo poder alcohdgeno y baja
tolerancia al etanol, asi que su poblacién decae conforme la de Saccharomyces incrementa (Jolly
et al., 2006).



Las fermentaciones espontaneas de vino conllevan un alto riesgo de deterioro, pero son
generalmente recompensadas con una mejor textura e integracion de los sabores en el vino en
comparacion con aquellos inoculados con cepas comerciales. La predominancia de S. cerevisiae
junto con una tasa de crecimiento notable de levaduras no Saccharomyces indigenas durante los
primeros dias de la fermentacion del vino contribuye significativamente a las propiedades
aromaticas de los vinos. (Rementeria et al., 2003). La adicion de levaduras nS a un cultivo
iniciador con S. cerevisiae constituye una estrategia para mejorar la calidad del vino, con relacién
a lo que ocurre en fermentaciones espontaneas (Rojas et al., 2001).

En la industria vinicola mexicana, las levaduras utilizadas para inocular los mostos
provienen de importacion, lo que implica una dependencia tecnoldgica y una fuga de divisas.
Ademas, éstas han sido seleccionadas de acuerdo a las necesidades de los paises que las han
obtenido y patentado, por lo que no necesariamente responden a las necesidades de los vinos
mexicanos.

Aparentemente, en México no se cuenta con tecnologia para la seleccion de levaduras
nativas enologicas, por lo que el objetivo de este trabajo fue aislar, evaluar algunas caracteristicas
enoldgicas, como la produccion de glicerol, actividad B glucosidasa entre otras y, finalmente,

identificar cepas nS nativas seleccionadas en la region vitivinicola de Querétaro.



Il. REVISION DE ANTECEDENTES

2.1 El vino

2.1.1. Definicién

El vino es el alimento, producto de un complejo de interacciones bioldgicas y
bioquimicas entre el jugo de la uva y diferentes microorganismos (hongos, levaduras, bacterias
acido lacticas, bacterias acido acéticas), obtenido exclusivamente por fermentacion alcohdlica,

total o parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de uva (BOE, 2003; Jolly et al., 2006).

2.1.2 Antecedentes histéricos

2.1.2.1 A nivel mundial

Los primeros testimonios del cultivo de la vid datan del afio 12 000 a.C., en Asia menor,
en las regiones cercanas al mar Caspio y al mar Negro. En el afio 3000 a.C. los egipcios ya
contaban con conocimientos para la elaboracion de vinos (Gimeno, 2007). En China en el afio
2285 a.C., se castigaba a quienes adulteraran el vino de uva (André, 2008). Los griegos
convirtieron el vino en un articulo de comercio muy importante, habiéndose encontrado anforas
de vino griego por todo el Mediterraneo, Egipto y el Oriente Medio.

Los romanos extendieron la cultura del vino, los métodos de cultivo de la vid y
posiblemente también algunas variedades de vid durante sus conquistas por Europa. Estos
hicieron avances vinicolas importantes, como la primera clasificacién de variedades de vid,
inventaron el barril de madera y sometian al vino a calor en habitaciones llenas de humo, lo que
podria considerar como un procedimiento primitivo de pasteurizacion (Valencia, 2010). Después
de la caida del imperio romano, durante la época medieval, la iglesia fue la depositaria de los
conocimientos de la civilizacién y durante siglos fue propietaria de muchos de los grandes

vifiedos de Europa (Espafia, 2004).



2.1.2.2 En México

México es considerado el productor mas antiguo de vino de América. En la época
precolombina los indigenas utilizaban las vides silvestres para hacer una bebida a la que le
agregaban frutas y miel. La vinicultura mexicana se origind como tal en el siglo XVI con la
Ilegada de los espafioles al nuevo mundo. Los conquistadores y los misioneros mandaron traer
vides europeas a México, pues eran parte de su dieta cotidiana y en las celebraciones eucaristicas.
El vifiedo de la Nueva Espafa se extendié a partir de la capital del virreinato hacia las regiones
septentrionales, Baja California y Sonora, las vides se adaptaron y se volvieron lo
suficientemente productivas para la elaboracion de vino y aguardiente, asi que la corona prohibié
la plantacion de maés vifias en México, por temor a que se volviera competencia para el vino
peninsular, permitiendo el uso de las vifias existentes para el consumo local, lo que propicié un
gran retroceso en el desarrollo de la vitivinicultura mexicana. Posteriormente, el desarrollo
vitivinicola se detuvo con la guerra de independencia, el Porfiriato y la época revolucionaria,
estos acontecimientos marcaron la época negra de la vitivinicultura nacional, una de las etapas
mas dramaticas y decadentes de esta actividad, no fue sino hasta 1917 que México comenzé a
producir vinos de manera seria. En 1948 se formo la asociacion Nacional de vitivinicultores por
las empresas productoras de vino mas importantes (Contreras y Ortega, 2005).

Durante la década de los 70°s las principales empresas de brandies incrementaron la
elaboracion de vinos de mesa en respuesta a las medidas creadas por el gobierno para disminuir
el consumo de bebidas alcoholicas, propiciando que la calidad de los vinos mexicanos mejoraran,
debido a la implantacion de uvas seleccionadas, la instalacion de cavas de vinificacion y la
integracién de los procesos de la ciencia enolégica moderna (Gimeno, 2007).

La crisis econdémica en los afios 80°s provocd problemas de implantacion de
mercancias, aumentando el consumo de vinos nacionales. Esta condicion positiva no durd
mucho, ya que reabrieron las fronteras como consecuencia de los tratados de libre comercio con
America del Norte y Chile se comenzo a comercializar vinos extranjeros de manera amplia e
indiscriminada, originando el cierre de mas de 50 compaiiias productoras de vino, este fracaso
fue atribuido al poco apoyo otorgado por parte de las autoridades mexicanas, pero la verdadera
razon por la que se suscitd este problema fue que las casa vinicolas mexicanas antes de

preocuparse por la calidad del vino, se enfocaban al volumen (Gimeno, 2007).



En la década de los 90°s, México empezd a expandirse en mercados internacionales
gracias al esfuerzo de un gran nimero de productores der vino mexicano de alta calidad, esto fue
en la segunda oleada de vinos del nuevo mundo, que de acuerdo a la Asociacién Nacional de
vitivinicultores estos vinos son los que se producen en lugares que no necesariamente cuentan
con una tradicion vitivinicola centenaria de alta calidad (Gimeno, 2007).

Actualmente existen algunas zonas naturales apropiadas para la produccién del vino en
los estados de Baja California, Coahuila, Zacatecas, Aguascalientes, Querétaro, Chihuahua y
Durango (Contreras y Ortega, 2005). En el primero, donde se elaboran los vinos méas conocidos
de México (Duhart y Corona, 2010)

En el Estado de Querétaro, México, situado en la zona centro del pais, se distinguen al
menos dos regiones vitivinicolas, una de ellas corresponde al Valle de San Juan del Rio y la otra
se encuentra dentro de los municipios de Tequisquiapan y Ezequiel Montes.Después de haber
sufrido una severa crisis en los afios ochenta y noventa debida a los altos costos de produccion,
bajos precios de la uva, desconocimiento de la tecnologia de produccion y las importaciones, la
industria vitivinicola queretana ha resurgido, con una tendencia al incremento en la superficie
establecida y a la mejora de la calidad de sus uvas y sus vinos, fundamentalmente tintos, para lo
cual se han establecido nuevas plantaciones con variedades finas, como "Merlot","Cabernete
Sauvignon”, “Syrah”, “Tempranillo”, etc., sin embargo, debido al desconocimiento del potencial
de las distintas regiones para la produccion de vinos de calidad, este crecimiento no ha sido
ordenado (De la Cruz et al., 2012).

2.1.3 Importancia econémica

2.1.3.1 Mundial

En 2012 el vifiedo mundial alcanzd una superficie total de 7.575 millones de hectareas.
De este total, Europa representa alrededor de 44 % de la produccion mundial de uva. Asia
aproximadamente un tercio (28,7 %) y América alrededor de un quintil (21 %); Africa 5,9 % y
Oceania 3 % (O1V, 2013).

La estimacion de la OIV (Organizacion internacional de la vifia y el vino) de la
produccién mundial de vino en 2012 puede situarse en 251 millones de hectolitros, 15,8 millones
menos que en 2011. El primer pais productor de vino es Francia, con 42,2 millones de hL (16,8%
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mundial), seguido por Italia, con 40,1 millones de hL (16% mundial), y Espafia, con 29,7
millones de hL (11,8% mundial y 21% de la UE). Ya con menor volumen, la produccion crece en
Portugal (+500.000 hl), Grecia (+400.000 hl) y Alemania (+368.000 hL), y decae en Hungria (-
876.000 hL), Austria (-703.000 hL) y, Bulgaria (-197.000 hL) (ICEX, 2013). El consumo
mundial de vino en el 2012 se estimo de 245,3 millones de hectolitros, teniendo un retroceso del
10% comparado con el afio 2011(0O1V 2013).

2.1.3.2 En México

La industria vitivinicola mexicana produce 1.5 millones de cajas de vino al afo, de las
cuales 1.2 millones se quedan en el mercado nacional y més de 300 mil se exportan (alrededor de
20 %) la mayor parte al mercado europeo (ICEX, 2010).

En el pais existen cerca de 3,350 ha destinadas al cultivo de la vid para la produccién de
vino, destacando los estados de Baja California, Zacatecas, Coahuila y Querétaro, con
aproximadamente 38 mil toneladas de uva en cada ciclo agricola. A pesar de que México es
considerado el productor mas antiguo de vino en Latinoamerica, la industria de vinos de calidad
en el pais es relativamente reciente (ICEX, 2010).

En la actualidad la produccion de vino en México sigue siendo inferior a la cantidad de
vino importado. Aproximadamente, 75 % del vino que se consume en México es procedente del
exterior. EI consumo de vino, a pesar de haber aumentado en los Gltimos afios hasta alcanzar los
600 mL per capita, sigue siendo muy reducido en comparacion con paises eminentemente
productores como Espafia, Italia o Francia, donde el consumo se estima en 50 L per capita
(ICEX, 2013).

En el Estado de Querétaro, situado en la zona centro del pais, se distinguen al menos
dos regiones viticolas, una de ellas correspondiente al Valle de San Juan del Rio, y la otra region
estd situada dentro de los municipios de Tequisquiapan y Ezequiel Montes, donde se han
establecido nuevas plantaciones con variedades finas como ‘Merlot’, ‘Cabernet Sauvignon’,
‘Syrah’, ‘Tempranillo’, etc., y en la actualidad la superficie establecida con vifiedos es de 212 ha

(De la Cruz et al., 2012).



2.1.4 Clasificacion de los vinos

Los vinos se clasifican con base en distintos criterios, entre los mas importantes
tenemos el color, el contenido de azucar, de alcohol y de gas carbdnico. Por lo que respecta al
color, la clasificacién mas aceptada es la siguiente (Navarre, 1998):

- Blancos. Son aquellos cuyo color es amarillo, con tonos que van de paja al verduzco. Su
contenido alcohdlico varia entre 8.5 a 11.5 % y el de azlcares residuales es inferior a
2 g/L. Estos vinos se elaboran con uvas blancas o con uvas rojas de pulpa blanca,
evitando en este Gltimo caso la difusion del color de los hollejos.

-Rosados. Los vinos de mesa cuya coloracion es rosada, se elaboran a partir de la uva

tinta 0 mezcla de uvas tintas y blancas, cuyo mosto fermenta sin orujo, del mismo modo

gue un blanco, en ausencia de partes sélidas, adquiriendo su color caracteristico en una
etapa de maceracion prefermentativa del mosto junto con sus hollejos.

- Claretes. Es un vino cuyo color es rojo ligero y péalido. Su composicion general lo
asemeja a la del vino tinto. Procedente de mostos de mezclas de uvas blancas y tintas o
de sus mostos y cuya fermentacion se hace en presencia de los hollejos tintos. Los
claretes méas conocidos son elaborados con un 80% de mosto blanco y 20% de la
vendimia tinta.

-Tintos. Son aquellos cuyo color es el rojo que puede incluir tonos de rubi a parpura. Su

graduacion alcohdlica se situa entre 8.5 y 12.5% y su contenido en azucares residuales

menor a 2 g/L. Estos se elaboran con uvas rojas, con un tiempo de maceracion adecuado

para permitir la extraccion suficiente de la materia colorante de los hollejos.

Por lo que respecta al contenido de gas carbonico, podemos considerar inicialmente dos
grupos (Gil et al., 2009):

-Los vinos espumosos, es decir aquellos que presentan una concentracion importante de

gas carbonico y que, por lo tanto, son efervescentes.

-Los vinos tranquilos, son aquellos que no presentan gas carbénico de manera

importante.

Ademas, los vinos también se clasifican por su contenido de azucar en
(Hernandez et al., 2003; OIV-MA-AS311-01A):



-Secos. Como aquellos que no contienen azlcar, su contenido maximo de azlcar

residual es 5 g/l y el contenido de acido (expresado como &cido tartarico) debe ser, a lo

sumo, 2 g/l méas bajo que el de azucar residual.

- Semidulces. Su contenido maximo de azUcar residual es 5 a 25 g/L y el contenido de

acido (expresado en &cido tartarico) no sobrepasa 18 g/l.

-Dulces. EI contenido de azlcar es de forma natural o por adicién, Su contenido minimo

de azucar residual es 25 g/I.

De acuerdo a la graduacion alcoholica (porcentaje de alcohol en volumen) los podemos
clasificar como (Gil et al., 2009):

- Vinos de mesa son aquellos de graduacion inferior a 14.5°.

- Vinos de licor, licorosos, generosos o fortalecidos su porcentaje de alcohol en volumen

iria aproximadamente desde los 15° a los 23°.

2.2. Las vinificaciones
La vinificacion es el conjunto de operaciones llevadas a cabo para transformar en vino
las uvas y sus mostos. Los diferentes tipos de vino tienen procedimientos diferentes de
vinificacion e instalaciones, incluso cambia de un lugar a otro segun el vino que se quiere obtener
y las costumbres y tradiciones del lugar. Los grandes grupos de vinificaciones son: en vino
blanco, rosado y tinto, que corresponden siempre a patrones generales. Los diferentes tipos de
vinificacion se componen en términos generales de las etapas que acontinuacion se describen

desde la materia prima hasta obtener el producto (Peynaud, 1977).

2.2.1. Composicion de la materia prima

Desde el punto de vista enoldgico, un racimo de uvas lo podemos dividir en dos partes
(Gallego, 2011):

a) Raquis o0 raspon: es un soporte lefioso y absorbente. De él se sostienen los granos.

Corresponde aproximadamente a 3 a 6 % del peso total del racimo. Aporta taninos y agua. Es un
elemento que puede 0 no estar presente en la elaboracion del vino, dependiendo de la técnica de

vinificacion que se emplee. Su composicion es la siguiente:



o Polifenoles o Taninos (3 %): Son las sustancias responsables del color, el gusto
amargo, la astringencia, la capacidad de envejecer y el cuerpo del vino.

o Agua (78 a 80 %)

o Materiales minerales (2 a 3 %). Un medio de este porcentaje pertenece a sales de

potasio

b) Baya o0 grano: es el auténtico fruto. Se encuentra unido al raspén por el peciolo, que

es un pequefio segmento vegetal. EI contenido del grano es la pulpa y representa de 80 a 85 % del
peso del racimo. Los elementos de la uva influyen directamente en el sabor y fineza del vino y
son (Gallego, 2011; Pérez 2001):
e Epicarpio: También se le llama hollejo o piel. Es una fina capa esférica que rodea
la pulpa, teniendo una funcidn de proteccion. Es muy resistente y aislante, asi como
impermeable. Sobre ella se encuentra pruina, sustancia sobre al cual se adhieren las
levaduras. Representa aproximadamente 8 % del peso total de la baya. Su contenido
es alto en celulosa, pectina, proteinas y taninos, pero sobre todo en sustancias
aromaticas y precursores de colorantes: Flavonas (variedades blancas) y antocianos
(uvas tintas)
Composicion quimica:
o Materias colorantes:
o Antocianos (color rojo-blancas y tintas)
o Flavonoides (color amarillo-soélo tintas)
o Aromas varietales: propios de cada cepaje de uva
o Sustancias pépticas: polisacaridos que a veces presentan problemas en la
vinificacion.
o Taninos
o Enzimas
e Semillas: Son cuerpos duros que se encuentran en el centro de la pulpa. Estan
dispuestas de forma simétrica y su nimero es variable. Representan en torno a
3% del peso, Son las semillas de la uva y son ricas en sustancias aceitosas.
Contienen:

o Taninos 5 a 8%



o Aceites 10-12%

Durante las operaciones mecénicas de vinificacion, trituracion, prensado, es
recomendable no aplastarlos, a fin de evitar que exceso de disolucion de los taninos que puedan
dar un sabor muy astringente y una cierta cantidad de aceite de semilla, que puede afectar a la
calidad del vino

eLa pulpa: Representa la parte mas importante del racimo, que es extraida en el
estrujado de la uva y que después de la fermentacion se transformara en vino. Se
compone de células grandes con paredes muy delgadas, con grandes vacuolas
coresponde solucién acuosa de azUcares, acidos y otras sustancias. Representa del
80-85% del peso total del racimo. Y esta compuesta de (Gallegos, 2011):
o Azlcares
» Glucosa
* Fructosa
o Acidos orgénicos.
= Acido tartarico. Tartarico que da astringencia y logra la fineza y redondez del
vino.
= Acido malico. Actlia como preservador y desaparece en la maduracion.
= Acido citrico
o Materiales minerales
= Aniones (SO472, Cl™, POs™)
= Cationes (K*,Ca™ ,Mg*™* ,Fe*")
o Sustancias nitrogenadas (&cidos, péptidos, sales de amonio)
o Sustancias pécticas
o Enzimas(hidrolasas,oxidasas)
o Vitaminas. (A, complejo By C)
o Agua. (ocupa 70 a 85 %)

2.2.2. Seguimiento de la maduracion
La maduracion se suele definir como el periodo comprendido entre el envero y la
vendimia (duracion de 40 a 53 dias). Entre la madurez fisiolégica y la madurez enoldgica, se

aprecia generalmente una leve pérdida de peso de | as bayas que corresponde a la pérdida de
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agua, que resulta ser mas elevada cuanto mas calido y seco es el clima. El estado de maduracion
de la uva condiciona en gran manera la calidad e incluso el tipo de vino (blanco seco,
suficientemente acido, afrutado o uno de acidez débil, poco aromético y con cierta cantidad de

azucares) (Blouin y Guimbertrau, 2002).

La formacidn del grano de uva comprende cuatro periodos (Aleixandre, 2006):

1° El periodo herbaceo (50 a 60 dias).Va desde el cuajado, momento en que se forma el
grano, hasta el envero, momento en que la uva cambia de color. EIl grano de uva se comporta
como los otros drganos vegetativos de la plata participando, por lo tanto, en la fotosintesis.
Durante este periodo los azlcares empiezan a aparecer en el grano en concentraciones del orden
de 10 a 20 g/L. y los &cidos se van acumulando en el grano.

2° El envero. Corresponde a la etapa fisiologica de la coloracion de la uva. El grano
engorda y adquiere elasticidad. Un grano de uva envera en un sélo dia. El azicar de las uvas
aumenta de modo repentino y brusco, debido a una intensa migracion de azlcar de las partes
vegetativas de la planta hacia el grano, aumentando su concentracién de 20 a 100g/L, mientras la
acidez empieza a disminuir.

3°La maduracion. Comprende desde el envero al estado de madurez fisiol6gica, que
corresponde a la parada de migracion de azUcares hacia el grano. Durante los 40 6 50 dias que
dura, la uva contintia engordado, acumula azlcar y pierde acidez.

4° La sobremaduraciéon. Sigue al periodo de la maduracion cuando la uva permanece
mucho tiempo en la cepa. El fruto vive de sus reservas pierde agua y el contenido del grano se
concentra.

La cantidad de azucares formados por la fotosintesis y acumulados por la uva, depende
de la duracion de la insolacion durante el periodo de maduracién. Por eso los climas mas calidos,
y por lo tanto mas soleados, son los que dan las uvas mas ricas en azucares y los vinos mas
alcohdlicos (Aleixandre, 2006).

La maduracion puede llevar consigo la evolucion de seis variables principales
(Flanzy, 2003):

o Acumulacion de azlcar

o Disminucién de la acidez (consecuencia de la combustion y de la dilucion del acido

malico, del acido tartarico y en la acumulacion de potasio)
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o Aumento de volumen

o Hidrdlisis de ciertos constituyentes que participan en la estructura de la pared celular
(polisacaridos principalmente, responsables del reblandecimiento del fruto;
durante este tiempo, las semillas evolucionan de una manera opuesta:
esclerificacion, lignificacion y depoésito de una cuticula externa lipidica)

o Acumulacion de taninos y de antocianos en la piel de las variedades coloradas

o Biosintesis de los precursores de aromas.

La acidez de la uva disminuye durante la maduracion. Los acidos organicos de la uva
(tartarico y malico) son degradados por fenémenos de respiracion. El &cido mélico se transforma
en azucar hacia el final de la maduracion. Esta es la causa mas importante del aumento del
azlcar. Cuanto mas calido es el verano, mas disminuye el contenido de &cido malico de la uva,
ocurriendo lo contrario si el verano es mas fresco. Este comportamiento pone de manifiesto las
diferencias de acidez que existen entre vinos elaborados con uvas de diferentes climatologias
(Aleixandre, 2006).

La baya de uva madura contiene la misma cantidad de &cido tartarico que el grano de
uva verde. La sequia hace disminuir su contenido en el grano de uva, que vuelve a aumentar en

periodo humedo porque sigue la migracion de agua en la planta (Palacios, 1997).

2.2.3. Operaciones prefermentativas

a) Estrujado. Consiste en romper el hollejo de la uva de modo que libere la pulpa y el
zumo, sin romperse la semilla. El estrujado puede ser mas o menos intenso segun que el hollejo
sea simplemente aplastado o triturado. La estructura de la pulpa puede permanecer casi intacta o,
por lo contrario las gruesas vacuolas de las células liberaran todo el zumo. En vinificacion de
tintos ha de ser del todo eficiente esa operacion, ya que los componentes del hollejo han de
intervenir de forma importante en la constitucion del color y el cuerpo del vino (Peyaud, 1977,
Garcia Junco, 2001).

b) Despalillado (descobajar). Consiste en separar los granos de uva de la parte lefiosa
del racimo. En la actualidad esta operacion se realiza después del estrujado, al contrario de lo que

sucedia antiguamente, cuando el despalillado se hacia a mano (Peyaud, 1977).
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c) Sulfitado. Consiste en aplicar una cantidad de anhidrido sulfuroso a la vendimia ya
que opera como antioxidante y antioxidasico. Este compuesto activa la difusion de color en la
maceracion, es bactericida y fungicida, selecciona levaduras y las activa. Las dosis estan en
funcién de la calidad de la vendimia, madurez, sanidad y acidez. Las dosis de SO2 se expresan en
cantidades afadidas, es decir, en SO total. Se expresa en gramos de SO> por hectolitro de mosto
0 de vendimia estrujada o despalillada. En los casos del sulfitado de vendimias enteras (en el
camion de recepcion en ausencia de estrujado), la dosis se expresa por hectolitro de mosto al
obtener.

-La dosis bésica es de 5 g/hl de SO2 (50 ppm). Una vendimia calurosa, poco &cida, puede
sulfitarse de 7 a 8 g/hl mientras que una vendimia fresca, muy sana, puede sulfitarse
solamente con 3 a 4 g/hl.

-Los sulfitados inferiores a 3 g/hl son casi todos insuficientes puesto que no pueden controlar
las levaduras propias de la uva y las oxidasas de los racimos que pueden aumentar
provocando fuertes formaciones de SO, enddgeno. Sélo la elaboracion de vinos procedentes
de orujos puede hacerse sin sulfitar.

-Los sulfitados superiores a 8 o 10 g/hl corresponderia a una vendimia alterada y a una

higiene dudosa, incompatibles con los vinos de calidad (Blouin y Peynaud, 2003).

d) Inoculacion de levaduras

Es la operacion de incorporar levadura al mosto, en la actualidad se agregan cultivos
puros y seleccionados, con el fin de asegurar un inicio del proceso en el momento deseado
(Hernéndez, 2003).

2.2.4. Encubado

Esta etapa comprende desde la introduccion de la vendimia estrujada y despalillada o en
la cuba de fermentacion, hasta el descube (Gil et al., 2009).

Se conducen mosto y hollejos mediante una bomba a depoésitos cerrados de acero
inoxidable o madera, se llenaran a un 80 % para evitar desbordamientos cuando se inicie la
fermentacion, se suele realizar un sulfitado, se producird la fermentacion alcohdlica y la
maceracion, esta Ultima que, tendra como consecuencia la difusion de la materia colorante y de

todos sus elementos sapidos y aromaticos de estos en el liquido, manteniendo una temperatura
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entre 25 y 28 °C en este proceso para evitar pérdida de aromas por evaporacion y muerte de
levaduras.

Tambien, el gas carbonico que se produce en la fermentacion tendera a empujar los
hollejos hacia la parte superior del deposito y estos formaran el sombrero (que si se deja, forma
una dura costra), que habréa de sumergir frecuentemente en el mosto, homogeneizando la masa y
facilitando las extracciones de aromas y color (Blouin y Peynaud, 2003). Para ello, los depdsitos
mas modernos incluyen sistemas mecanicos de aspas, que mueven periédicamente el interior del
mismo. Sin embargo, el sistema mas tradicional, supone el realizar las siguientes operaciones:

-Remontado. Sacar el mosto que esta fermentando, por la parte inferior y regar con él la
parte superior donde se encuentra el sombrero con los orujos. Al principio se realizan con mas
frecuencia para facilitar el trabajo de las levaduras, disminuyéndose su frecuencia al final de la
fermentacion.

-Bazuqueo. Ejercer presion para romper y hundir el sombrero. Esta operacion se hace
normalmente dos veces al dia.

Este proceso, que se denomina fermentacion tumultuosa, finalizara en un plazo a
determinar por el endlogo (suelen ser de 7 a 10 dias). Aunque este periodo puede variar en
funcién de si el vino va a tener un mayor o menor grado de crianza. Los vinos dedicados a
crianzas largas, necesitan concentraciones de color y taninos superiores que lo otros, pues eso les

garantiza su conservacion en el tiempo (Garcia, 2011).

2.2.4.1. La maceracion

Es una extraccion fraccionada de sustancias que se encuentran en la parte sélida de la uva
al permitir el contacto del mosto con los hollejos. El vino tinto es un vino de maceracion, esta
constituido por sustancias del zumo de la uva, pero también por las que se encuentran en la parte
solida: turbios de la pulpa, hollejos y pepitas. Es preciso fraccionar todo los componentes Utiles
de la uva, es decir los que estan dotados de buen aroma y buen sabor. En la piel y en las pepitas
hay sustancias de sabor herbaceo, vegetal, acre, amargo, sustancias con olor y sabor a hojas. La
maceracion debe ser suave y conducida de tal modo que no se disuelvan dichos componentes. La
maceracion se lleva a cabo comunmente utilizando las operaciones de remontado y bazuqueo
(Peynaud, 1977; Garcia Junco, 2001).
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2.2.4.2. Termovinificacion

La técnica de la termovinificacion consiste en el calentamiento de la vendimia, antes de
la fermentacion, con el fin de extraer los componentes fenolicos rapidamente al destruir las
células de los hollejos. Se suelen utilizar temperaturas entre los 60 °C y los 70 °C, suele ser de 20
a 80 minutos, sin embargo algunos autores mencionan que se puede llevar a cabo en tiempos
inferiores a 3 horas. Inmediatamente, terminado este proceso, la uva se enfria y se prensa,
continuando la fermentacion sin las partes solidas de la uva (Fischer et al., 2000).

Este sistema por lo tanto, permite ahorrar espacio en los depdsitos de fermentacion. Este
hecho justifica por si mismo el interés puesto en esta técnica. El calentamiento de la uva mejora
el rendimiento del prensado y aumenta la extraccion de compuestos fendlicos entre un 20 y un 40
%, obteniéndose en un primer momento mostos con una elevada intensidad colorante y
concentracion de antocianos (Fischer et al., 2000). Al mismo tiempo, se destruyen las levaduras
nativas, facilitando el desarrollo de los cultivos iniciadores, y se inactivan las enzimas oxidativas,
especialmente la lacasa producida por Botrytis cinerea (Blouin y Peynaud, 2003). Por lo tanto, se
pueden procesar mediante esta técnica vendimias alteradas por mohos, impidiendo su oxidacion
(Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Esta técnica no estd exenta de inconvenientes, pudiendo resumirse en uno solo: la baja
calidad del producto final. Los vinos obtenidos mediante termovinificacion presentan problemas
de tipo sensorial: pérdida de aromas primarios, aparicién de aromas extrafios, amiliticos y
amargos y pérdida de frescor y astringencia. Si hay un exceso en la temperatura o en el tiempo de
tratamiento, pueden formarse aromas procedentes de la reaccion de Maillard. También, se ha
demostrado que aunque en un primer momento el color del mosto aumenta con respecto a la
vinificacion tradicional, éste no es estable desapareciendo las diferencias durante la fermentacién
o la maduracion del vino. Todos estos problemas han provocado que en la actualidad este sistema

apenas se utilice (Hidalgo, 2003).

2.2.4.3. La fermentacion alcohdlica
Es la conversion glucosa y fructosa en etanol y dioxido de carbono como metabolitos
principales por accion de las levaduras. El desarrollo de la fermentacion alcohdlica esta ligado a

la fase de crecimiento de las levaduras (Hidalgo, 2010).
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La velocidad de fermentacidn, expresada como cantidad de azlcar trasformado en
unidad de tiempo, es muy variable al depender de una gran cantidad de factores, no obstante la
velocidad de desprendimiento de anhidrido carbonico oscila entre 0.4 a 2.8 g/L-h, que
corresponde a una velocidad de consumo de azUcar de 0.9 a 6.0 g/L-h.

La temperatura es uno de los factores que mas influyen en la cinética de las
fermentaciones, siendo méas activa cuando ésta es mas elevada y hasta el limite vital de las
levaduras. Una temperatura alta al principio de la fermentacion, aumenta efectivamente la
velocidad fermentativa, pero puede conducir a una parada de la fermentacion hacia el final de la
misma. La temperatura es un pardmetro de cuidado en la fermentacion, debe esta debe estar
alrededor de 26 °C y 18 °C para vino tinto y blanco respectivamente.

Las condiciones de anaerobiosis deben ser conservadas y proveer un suministro de

oxigeno necesario para la levadura con los remontados (Hidalgo, 2003).

2.2.5. Descube

Una vez terminada la fermentacion principal, se separa por gravedad el mosto-vino de
los hollejos y lias (depdsito de materias s6lidas compuesto principalmente por restos celulares,
tartaro, levaduras, etc.), vaciando el tanque, del cual el vino constituye el 85 % del contenido total
y se almacena en otro depdsito, donde realizara la fermentacién lenta o de acabado
(Garcia, 2011). Para mejor aprovechamiento se prensan los hollejos para extraccion del liquido
embebido (Aleixandre, 2006).

Cuando se prensa antes del final de la fermentacion, al pasar el mosto sin hollejo a otro
recipiente la fermentacion continta. Cuando la fermentacion finaliza y los residuos caen al fondo
del recipiente se procede al segundo descube. Se puede sacar el liquido por un grifo (ubicado
debajo del recipiente pero por encima del nivel maximo de altura de las impurezas) o se puede

utilizar un sifon o bomba en la parte superior del recipiente (Aleixandre, 2006).

2.2.6. Fermentaciones terminales
En el momento en que el vino tinto nuevo es descubado del envase en el cual se ha
desarrollado la fermentacion tumultuosa todavia no esta terminado. Tiene que pasar aun por otras

transformaciones biologicas, modificaciones que suceden lentamente pero cualitativamente
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importantes a esta fase, se le llama de acabado y corresponde a las fermentaciones secundarias,
de acabado o de afinamiento, tal y como lo es la fermentacion malolactica llevada a cabo por
bacterias lacticas presentes en el vino o adicionadas, las cuales transforman el acido malico en
acido lactico y acido carbonico. Esta es la causa directa de la disminucion de acidez en el vino
(Peynaud, 1977; Vincent et al., 2006).

2.2.7. Maduracion

Durante el almacenamiento acontecen en el vino una serie de cambios quimicos y
fisicos. Estas transformaciones son cuando el vino empieza a desarrollar sus cualidades
gustativas, adquiriendo la limpidez, la estabilidad, y que se conoce como crianza 0 maduracién
del vino, es anterior al embotellado. El tiempo de maduracion depende de la clase de uva, el tipo
de trasiego, el tamario, la clase de la cuba, y la temperatura de la bodega (Hernandez, 2003).

El periodo de envejecimiento propiamente dicho, se hace en botellas y proporciona al
vino la calidad optima.

Durante la fase de maduracion el vino permanece en contacto, mas 0 menos
intermitente, con el aire. Por ejemplo, durante los trasiegos y diversos tratamientos a que se ve
sometido. El tonel, forma de almacenamiento tradicional, no es totalmente hermético y no limita
el contacto con el oxigeno. Por el contrario, en la segunda parte del envejecimiento, la
penetracion del aire en la botella puede considerarse nula y el vino envejece completamente
protegido del aire (Aleixandre, 2006)

El ritmo de estas transformaciones, el tiempo durante el cual el vino se desarrolla y
permanece agradable para beber, caracteriza la vejez del vino, variable segun los tipos, el origen
y las caracteristicas de la cosecha. Algunos vinos envejecen rapidamente, no se conservan, y
otros, por el contrario, no envejecen, permanecen en el mismo estado en que se encontraban en el
momento de su embotellado. La riqueza en compuestos fendlicos, especialmente en taninos,
asegura la longevidad de los vinos tintos, aunque no es el tnico factor (Peynaud, 1977).

Las transformaciones globales de la maduracion y del envejecimiento pueden
descomponerse en un determinado numero de fendmenos: oxidaciones, modificaciones de la
constitucion de las materias colorantes y modificaciones de los elementos del aroma
(Peynaud, 1977).
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2.2.8 Clarificacion y conservacion del vino

Una vez que el vino ha sido obtenido es necesario que pase por procesos de
estabilizacion por medio de practicas como la clarificacion que impida que el vino sufra
accidentes es decir que mantenga su color y limpidez, que no sufra quiebras de naturaleza
microbioldgica o quimica. Al obtener un vino estable se debe conservar en barrica o en botella
(Garcia-Junco, 2001).

La clarificacién del vino consiste en la eliminacion de macromoléculas que contiene el
vino en pequefia concentracion, pero que lo hacen ver opalescente o ligeramente turbio. Se puede

clasificar en espontanea e inducida (Valencia, 2008).

2.2.8.1 Clarificacion esponténea o autoclarificacion

En los primeros tiempos de la vida del vino, ayudandose con los trasiegos (operacion de
separar el vino claro de los depositos o lias que se forman en la parte inferior de barriles o cubas)
de un envase a otro, que se realizan varias veces al afio (Navarre, 1998).

— Enel primer trasiego del primer afio su objetivo es separar rdpidamente el vino de sus lias.
Se lleva a cabo de 15 dias a tres semanas despueés del descube.

— En segundo trasiego se hace en invierno, poco después de los primeros frios que provoco
la precipitacion de bitartrato de potasio.

— Tercer trasiego (marzo a abril): se produce a principios de primavera

— Cuarto trasiego (junio a julio) a veces se hace antes de que las altas temperaturas inicien.

— En el segundo afio, el vino se trasiega de una a dos veces.

La presencia de heces (restos precipitados producto de la fermentacion) en contacto con
el vino clarificado puede tener desventajas, ya que estas pueden contener microorganismos de
alteracion, pueden ser resuspendidas en cualquier momento devolviéndole turbidez al vino y son
sitio de reacciones quimicas, en particular la reduccion puede dar lugar a HzS (sabor a huevos
podridos). La velocidad de esta autoclarificacion depende de la riqueza del vino en coloides
protectores. Los vinos tintos clarifican mas rapidamente, los blancos tardan mucho mas tiempo
en clarificar y a veces no se consigue nunca. Hoy en dia es dificil esperar a que se produzca esta
autoclarificacion por su lentitud, sobre todo en vinos que se requieren comercializar jovenes
(Navarre, 1998).
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2.2.8.2 Inducida
Afadiendo coloides proteicos (gelatinas, albuminas, la caseina, también se utiliza la
“cola” mineral, la bentonita), por regla general, son proteinas capaces de coagularse en ¢l y de
producir grumos y su sedimentacion clarifica el vino (Molina, 2000).
a) Filtracion. Por tamizaje, adsorcion y las dos anteriores combinadas.
b) Centrifugacion. Centrifugas clésicas para pre filtracion (500 a 8000 g) y las

ultracentrifugas utilizadas antes de clarificacion por colas (14000 a 15 000 g).

2.3 Las levaduras

2.3.1 Definicion

Las levaduras son hongos unicelulares eucaridtidos pertenecientes al reino Fungi (la
mayoria pertenecientes a las clases Ascomycete, Basidiomycete), se dividen asexualmente por
gemacion o fision binaria y el tamafio de una célula individual varia de 2 a 3 um y de 20 a 50 um
de largo y de ancho de 1 a 10 um. (Kavanagh, 2011).

2.3.2 Clasificacion

Las levaduras son un grupo diverso filogenéticamente de hongos. Sus estados sexuales
(telemorfos) pueden ser clasificados principalmente en dos clases, los Ascomycetes y los
Basidiomycetes. A continuacion se muestran las familias de relevancia enoldgica
(Hidalgo, 2003).

Ascomicetos

Familia Schizosaccharomycetaceae:
Género Schizosaccharomyces.

Familia Metschnikowiaceae:
Geénero Metschinikowia.

Familia Saccharomycetaceae:
Géneros Saccharomyces, Debaryomyces, Dekkera, Kluyveromyces, Pichia,
Zygosaccharomyces y Torulaspora.

Familia Saccharomycodaceae:
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Género Hanseniaspora y Saccharomycodes.
Familia Candidaceae:
Género Brettanomyces, Candida y Kloeckera.
Basidiomicetos
Familia Sporobolomycetaceae:
Género Rhodotorula.
Familia Cryptococcaceae:

Género Cryptococcus.

2.3.3 Caracteristicas generales
La estructura de una levadura es la de una tipica célula eucariota (Figura 2.1), su
morfologia es caracteristica de cada especie, la levadura tipica tiene forma ovoide, sin embargo
podemos encontrar alargadas, esféricas, de forma de pera o de limon o incluso triangulares
(Figura 2.2). En un cultivo puro se puede observar que existe variacion en el tamafio y forma de
las células, estas diferencias dependeran de la edad del cultivo y del medio donde se encuentren.
No poseen flagelos ni otro 6rgano de locomocion y algunas pueden presentar un material

viscoso, compuesto de polisacaridos, que rodea la célula. (Garcia, 2004).

Vacuola Cicatrz de gemas

Aparato de Colg /5™ Nicleo

Reticuio
Endoplasmético

Mitocondna

Figura 2.1 Diagrama de la estructura de una levadura
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Figura 2. 2 Esquema de distintas formas de levaduras

Las levaduras son capaces de crecer como anaerobios facultativos, si disponen de
oxigeno las levaduras realizan una respiracion aerdbica para metabolizar los azlcares hasta
dioxido de carbono y agua, si carecen de oxigeno fermentan azlcares produciendo etanol y
diéxido de carbono (Santamarina et al., 1997). El rango de tolerancia de pH que tienen las
levaduras va desde 2 hasta 8. Crecen generalmente a temperaturas en un rango de 0 a 50 ° C, sin
embargo la mayoria tiene temperaturas optimas de crecimiento entre los 20 y 30°C. Pueden
desarrollarse en medios con concentraciones relativamente altas de solutos, ademas existe un
grupo de levaduras que tolera cantidades de soluto aun mayores, por lo que se denominan
osmofilas (Garcia, 2004).

2.3.4 Lavida de las levaduras

2.3.4.1 Multiplicacion asexual

Las levaduras se reproducen asexualmente por medio de gemacidn, proceso en donde se
forma una pequefa protuberancia en la periferia de la célula, la protuberancia se agranda, al
llenarse de material citoplasmatico proveniente de la célula madre, hasta alcanzar casi el tamafio
de esta. EI material nuclear se replica por mitosis y una parte pasa a la célula hija. Luego se forma
la pared que divide a las dos células y la célula hija se desprende de la madre (Garcia, 2004)
(Figura 2.3).

La produccion de las yemas puede ocurrir en uno o en ambos extremos de la célula,
conocida como gemacién polar, o puede producirse en diferentes lugares de la superficie celular
(gemacién multilateral o multipolar). En el lugar donde se formé una yema queda una cicatriz en

la pared de la célula madre. En ocasiones, las células pueden permanecer unidas y formar yemas
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nuevas, y asi sucesivamente, formando cadenas de levaduras conocidas con el nombre de
pseudomicelio (Garcia, 2004) (Figura 2.4). Cuando se encuentran reproduciéndose de este modo

se dice que son anamorficas (Jolly et al., 2006).

Aparece la
protuberancia

————
® © \ Se duplica el

ADN

Division celular
inicial

B0

Nucleo entra
en la yema

OO,

‘B

Cicatriz \
ClO—c)
Division de la Separacion
célula del niicleo

Figura 2.3 Esquema del proceso de gemacion de las levaduras

Figura 2.4 Pseudomicelio formado por una levadura

2.3.4.2 Multiplicacion sexuada

Cuando las células diploides de las levaduras espordgenas se encuentran en un medio
que les es hostil cesan de multiplicarse por gemacion. En seguida ocurre la fusion de dos células
vegetativas compatibles, que al ponerse en contacto, sus paredes se disuelven produciendo la
fusién de plasmas, después se unen los nacleos, originando una célula diploide (cigética) que
puede seguir reproduciéndose asexualmente por gemacion (ciclo diploide), o puede entrar en un

proceso meiotico, lo que da lugar a la formacion de cuatro nucleos, estos son rodeados de
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citoplasma y de pared propia, para convertirse en cuatro esporas o ascosporas haploides dentro de
ascas con una gruesa pared celular (Figura 2.6 ) (Garcia, 2004). La forma de las esporas varia
segun especies de levaduras (Hidalgo, 2003). Cuando se encuentran reproduciéndose de este
modo se dice que son telemorficas (Jolly et al., 2006). Cuando las ascosporas son liberadas, estas
germinan y se reproducen asexualmente produciendo el ciclo haploide (Figura 2.5)
(Hidalgo, 2003).

Células vegetativas (2n)

Figura 2.5 Fases de esporulacion de las levaduras

dploide

%\
)
.\./‘

Figura 2.6 Esquema del ciclo de vida de una levadura ascosporada
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2.4 Levaduras vinicas

Las especies de levaduras encontradas en diferentes nichos asociados a la uva (vifiedos)
y la produccion de vino (bodegas, mosto, fermentacion y vino) se dividen en dos grupos, el de

Saccharomyces (S) y el grupo de no-Saccharomyces (nS) (Jolly et al., 2006).

2.4.1 Sucesion de levaduras

Las diferentes especies de levaduras se relevan durante el curso de la fermentacion. En
la primera fase de la fermentacidn se encuentran las levaduras apiculadas, pertenecientes a los
géneros Candida, Debarymyces, Dekkera, Hanseniaspora, Metschnilowia, Pichia, Torulaspora y
Zigosaccharomyces. Carentes de esporas o con dificil formacion de esporas se encuentran ya en
la uva en estado de levaduras activas. Llamadas también de bajo poder fermentativo, pues a ellas
se debe el primer grado de alcohol, no pueden formar mas de 3 6 4 grados de alcohol, sin
embargo Torulopsis bacillaris puede formar de 10 a 11 grados de alcohol. Son sensibles a
anhidrido sulfuroso, su participacion es més reducida cuando las vendimias han sido sulfitadas.
El crecimiento de estas especies de levaduras esta limitado a los primeros dias de la fermentacion
debido a su baja tolerancia a etanol. Estas levaduras producen reacciones en el mosto que
aumentan el aroma y sabor final de los vinos (Peynaud, 1977; Gonzélez et al., 2007).Después el
medio es invadido por levaduras del género Saccharomyces (Navarre, 1998), debido al
incremente de la concentracion de alcohol y de las condiciones de anaerobiosis, pasa a ser la
levadura dominante, pues las levaduras de la primera fase han desaparecido. Saccharomyces es la
responsable de la fermentacion desde las primeras etapas hasta su finalizacion (Figura 2.7). Este
género se caracterizan de poder alcohdgeno variado de 8 a 16 ° GL, inclusive pueden sobrepasar
18 ° GL en condiciones especiales (Peynaud, 1977). Durante la fermentacion alcohélica las cepas
que predominan son las mejor adaptadas a crecer en las condiciones del mosto (alto contenido en
azlcares y presencia de anhidrido sulfuroso, entre otras).Debido a estas peculiaridades, durante
las fermentaciones vinicas no inoculadas, se ha visto una sucesion de cepas de levaduras de la
especie de S. cerevisiae, reduciéndose el numero de cepas conforme va finalizando la

fermentacion alcohodlica (Gonzélez et al., 2007).
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Figura 2.7 Dinamica de levaduras durante la fermentacién

2.4.2. Levaduras Saccharomyces

Estas levaduras son las principales responsables de la fermentacién alcohdlica de los
mostos, incluyendo especies como Saccharomyces cerevisiae con elevado poder fermentativo,
vigorosas y resistentes al etanol y didxido de azufre (Navarre, 1998). Pero a pesar de su
competitividad fermentativa no presentan gran difusiébn ambiental, y en el mosto vy
principalmente en la uva es generalmente minoritaria respecto a otras especies. Las células tienen
formas variadas: ovaladas, redondas y alargadas, con tamafios también diferentes de 3 a 10 um X
5 a 12 ym. Se multiplican por gemacién mdltiple, y forman esporas redondeadas u ovaladas,
conteniendo un asca generalmente de una a cuatro esporas.

Estas levaduras son capaces de fermentar casi todos los azUcares, excepto los de cinco
atomos de carbono, produciendo la enzima invertasa, capaz de desdoblar la sacarosa en glucosa y
fructosa aproximadamente en partes iguales, y no asimilan los nitratos.

Dentro de este género podemos encontrar a: Saccharomyces bailii, Saccharomyces

bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces oviformis (Hidalgo, 2003).
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2.4.3. Levaduras no-Saccharomyces (nS)

Las especies nS que han sido investigadas en la elaboracion de vino, incluyen a los
géneros de las levaduras apiculadas ya mencionadas anteriormente (Jolly et al., 2006), las cuales
predominan en las primeras etapas de la fermentacion alcohdlica. Los productos metabdlicos
resultado del crecimiento de nS incluye glicerol, acetaldehido, acido acético, acido succinico,
alcoholes superiores y esteres de acidos grasos (Jolly et al., 2006).

Las nS contribuyen a la calidad del vino de diversas formas, como en la produccion de
glicerol por Candida stellata o de ésteres por C. pulcherrima mientras que, otras especies como
Kloeckera apiculata, estan asociadas con la produccion de acido acético que puede resultar
perjudicial. La mayoria de estas especies presentan un bajo poder alcohdgeno, por lo que su
poblacion decae conforme avanza la fermentacion (Jolly et al., 2006).

El glicerol mencionado anteriormente es un triol (Figura 2.8) incoloro, inodoro y con
elevada viscosidad, comercialmente conocido como glicerina. Es el componente mas abundante
en el vino después del etanol y se forma durante la fermentacion alcohdlica como consecuencia

de la oxidacion de los azUcares llevada a cabo por las levaduras (Scanes et al., 1998).

TcH—o0H
2CH——0H
SCH—0H

Figura 2.8 Estructura quimica de glicerol

Analisis sensoriales han mostrado que el glicerol proporciona dulzor por encima de
unos 5,2 g/L en vino blanco seco. Las concentraciones de glicerol en vinos secos y semi-dulces
varian entre 5 y 14 g/L, aunque pueden encontrarse concentraciones superiores (hasta 21 g/L) en
vinos blancos elaborados con mosto cuyas uvas han sido infectadas por el hongo Botrytis cinerea
(Martorell et al., 2012).

Aunque el glicerol no tiene un impacto directo en las caracteristicas aromaticas del
vino, si que contribuye al sabor y cuerpo final del vino, proporcionando dulzor, de ahi que en
algunos paises europeos se utilice como indicador de calidad en el vino. Por estas razones, el

glicerol es afadido en ocasiones de forma fraudulenta en el vino disminuyendo asi su calidad.
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Teniendo en cuenta que la adicién de glicerol al vino es una practica no permitida por las
regulaciones de la Comision Europea, resulta de gran interés utilizar una cepa de levadura que,
tras su adicion al mosto de uva, produzca un incremento de la concentracion de glicerol durante

la fermentacion alcohdlica (Martorell et al., 2012 ).

2.4.4. Diferentes fuentes de levaduras para la fermentacion

24.4.1. No inoculadas

Tradicionalmente, el vino se produce por la fermentacion natural causada por el
desarrollo de levaduras procedentes de la uva y de la bodega. La fermentacion del mosto de uva,
realizada de manera artesanal (sin inoculacion de cultivos iniciadores), es el resultado de la
accion combinada de varias especies 0 cepas de levaduras mas o menos caracteristicas, que
crecen en sucesion durante la fermentacion vinica. La aparicion de la microbiota levaduriforme
en las uvas va ligada a las condiciones climatoldgicas de la zona, a los tratamientos del mosto, a
la temperatura de fermentacion y a la variedad de uva y al terreno donde se haya cultivado
(Gonzalez et al., 2007).

2.4.4.2. Inoculadas

a) Levaduras secas activas comerciales

Son levaduras seleccionadas que se comercializan en forma liofilizada (LSA o
levaduras secas activas). Es necesario afiadir un nimero de células activas aproximadamente de
cien veces mayor que las presentes naturalmente en el mosto (2 a3 x 10° células/mL). Debe
afiadirse de manera oportuna para evitar la multiplicacion de la flora ya preexistente en el mosto
(De la Rosa, 1997).

La inoculacion con LSA favorece un inicio mas rapido de fermentacién (normalmente
se reduce la fase de latencia) y un consumo total de los azucares fermentables, reduciendo los
posibles problemas de fermentacion. Ademas permite un mayor control microbiologico, lo que
no es posible en fermentaciones espontaneas. Asimismo, se ha demostrado que se obtiene un

producto de una calidad mas uniforme a lo largo de las diferentes campafias (Torija, 2002).
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La mayoria de las cepas de levaduras comerciales disponibles en el mercado,
generalmente necesitan de la adicion de sales de amonio, debido a que ellas no han sido
adaptadas a las condiciones naturales de muchas uvas provenientes de vifiedos de alta calidad que
poseen entre 100 y 250 mg N/L de nitrogeno asimilable. El exceso de nitrogeno debe evitarse, ya
que promueve la formacion de compuestos de riesgo para la salud como el etil-carbamato, y el
incremento de aminoacidos residuales tales como histidina, precursor de histamina. Por otro lado
un exceso de nitrégeno residual facilita la contaminacién de los vinos durante la maduracion, con
cepas de levaduras del tipo Brettanomyces, conlleva a fermentaciones alcoholicas mas rapidas y
demandan mas energia para el enfriamiento de los mostos-vinos con la consiguiente pérdida de
aromas durante este proceso, el incremento en la adicion de amonio, cambia el perfil tipico de los
aminoéacidos presentes en variedades tales como Sauvignon blanc y algunas tintas, cambiando y/o

alterando la tipicidad varietal (Medina et al., 2007).

b) Levaduras nativas seleccionadas

El uso de cultivos puros de levaduras que procedan de la zona vitivinicola donde se van
a utilizar, lo que se conoce como levaduras locales seleccionadas, es mas efectivo que las
levaduras comerciales para realizar fermentaciones ya que se cree que las levaduras que se
encuentran en una microzona son especificas del area, estan totalmente adaptadas a las
condiciones climaticas de la zona, a la materia prima, es decir al mosto a fermentar y son
responsables parcialmente de las caracteristicas Unicas de los vinos obtenidos. Por lo que las
caracteristicas propias de una zona como mostos con alto o bajo contenido en azlcares, grado
alcohdlico, tipo de vinos elaborados, temperatura de fermentacion, etc. pueden ser entre otros,
aspectos interesantes para la seleccion de levaduras. La importancia de estos pardmetros puede

ser relativa dependiendo del producto para el cual quieren ser utilizados (Mas et al., 2002).

2.5. Criterios de seleccion de levaduras

La seleccion de la cepa adecuada para cada tipo de fermentacion es una estrategia muy
importante para garantizar por un lado una fermentacion correcta, asi como para mejorar las
caracteristicas del vino final, ya que aunque es evidente que la calidad del vino va estar
claramente unida a la de la variedad y calidad de la uva, las levaduras pueden producir
compuestos que den un toque de distincion al producto obtenido (Mas et al., 2002).
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Las caracteristicas generales que una cepa de levadura debe presentar para ser
seleccionada para vinificaciones son las siguientes (Mas et al., 2002; Suarez e Ifiigo, 2004):

a) Elevado poder fermentativo

Se refiere a la produccion y tolerancia al etanol y estd dado por la cantidad de azlcar
que es transformada en alcohol, independiente del tiempo empleado en ello. (Hidalgo 2010;
Garcia-Junco, 2001).

Las levaduras apiculadas pueden producir hasta 5° de etanol y conforme aumenta la
concentracion mueren, Torulopsis bacillaris tolera alrededor de 10 ° de etanol, mientras que
Saccharomyces tolera hasta 17° de etanol (Navarre, 1998).

En el caso de las levaduras nS es importante no compita con nutrientes en especifico
azUcares para la produccion de etanol con la levadura Saccharomyces. Es por eso que se busca
que la levadura nS sea fructofilica y no tolere etanol (mayor a 5 %), con excepcion si degrada

acido malico con el propdsito de disminucion de acidez del vino.

b)  Baja Acidez volatil

La acidez volatil del vino lo dan el conjunto de &cido acético, propionico, butirico y
sulfarico. Si la acidez volétil presente en el vino es muy elevada el vino se picara (avinagrard)
con el paso del tiempo. Es conveniente que la acidez volatil de un vino sea lo mas baja posible.
Se considera que un vino se ha estropeado cuando tiene 1.4 g de acido acético por litro (Garcia,
2011). Se prefiere aquellas nS que resulten bajas productoras de acidez volatil es decir menor a
0.5 g/L de &cido acético y que al final de la fermentacion no rebase del 1.2g/L acido acético
(Olv, 2011; OIV-OENO 370, 2012)

c) Répido arranque de fermentacion

La energia fermentativa o la capacidad de una cepa de levadura para iniciar una rapida y
pronta fermentacion del mosto, es la cantidad de azlcar transformada por unidad de tiempo, que
equivale a la velocidad de consumo de aztcar (Hidalgo 2010; Garcia-Junco, 2001).

Es importante conocer la cinética fermentativa de la levadura en cuestion, ya que se

conoce que tan rapido inicia la fermentacion (fase de latencia a una temperatura dada) y cuando
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acaba, la duracion de la fermentacién, la regularidad fermentativa, resistencia a estrés
fermentativo (Suarez e Ifiigo, 2004):

Las levaduras de la uva, de la bodega y/o las afiadidas, se multiplican aerébicamente,
sin signos exteriores hasta tener una poblacion alrededor de 1 millon de levaduras/mL.

El estrés fermentativo es cuando se presentan condiciones de bajo potencial de
oxidoreduccion en la fermentacion, lo que impide a las levaduras la produccion de &cidos grasos
insaturados para formacion de membranas celulares, aumentando asi la proporcion de acidos
grasos saturados lo que supone un incremento de la rigidez de las membranas, que acaba
perjudicado al metabolismo celular.

Es indispensable que la levadura nS se adapte inmediatamente al medio y sea capaz de
producir metabolitos que favoreceran a la calidad del vino como puede ser la produccion de
etanol, glicerol, enzimas entre otros, antes de ser inactivadas por la falta de oxigeno y presencia

de etanol en concentraciones toxicas para estas.

d) Resistencia al SO

El anhidrido sulfuroso ejerce sobre los microorganismos en general una accion de
simple ralentizacion del crecimiento, antiséptica, o letal, esterilizante, segin las cantidades
empleadas. No todas las especies de levaduras ofrecen la misma sensibilidad o tolerancia al
sulfuroso. Las levaduras nS son muy sensibles, otras como Saccharomycodes ludwigii y
Zigosaccharomyces bailii pueden tolerar mas de 500 ppm. Una tolerancia de este tipo esta
determinada genéticamente, y se trasmite de generacién en generacion, incluso en ausencia de
sulfuroso (Suérez e Ifiigo, 2004).

La levadura nS debe ser resistente a anhidrido sulfuroso para poder tener un inicio
rapido en la fermentacién. Las cepas que garantizan una ferentacion completa cuando resisten a

concentraciones de didxido de azufre superiores a 30 mg/L (OIV-OENO 370-2012)

e) Ausencia de defectos olfativos

La nS no debe aportar metabolitos que comprometan la calidad olfativa como es el caso
de la produccion de olor a huevo podrido generado por el sulfuro de hidrégeno (S2H) por la
reduccion de compuestos azufrados. La produccion de SoH se debe al metabolismo de la levadura
y esta estrechamente relacionada con la disponibilidad insuficiente de nitrogeno asimilable. Para
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evitar la generacion de S;H, los en6logos tienen dos opciones, aumentar los niveles de nitrégeno
en el mosto afadiendo nutrientes (fosfato diamoénico (DAP) y combinados) durante la
fermentacion y/o la aplicacion de cobre (en forma de sulfato o derivados) en vino terminado para
eliminar el SoH.

Ambas opciones tienen problemas inherentes: a pesar de la adicién de nutrientes, en
algunas condiciones las levaduras todavia se encuentran deficitaria y producen SH». El empleo de
cobre en cualquiera de sus formas es una medida controvertida, no solo desde el punto de vista
legal, si no también afecta sensorialmente al vino, eliminando moléculas aromaéticas de interés

como los derivados azufrados de carécter tidlico (Hidalgo, 2011).

f) Factor killer

Las levaduras pueden clasificarse en tres fenotipos distintos: killer, sensible y neutras.
Las levaduras de fenotipo killer sintetizan toxinas (factor killer) que son letales para las células
sensibles que no sintetizan la toxina ni son resistentes a la misma. Las levaduras con fenotipo
neutro no la sintetizan, pero son resistentes a su accion (Gutiérrez et al., 1995). La levadura nS
puede tener el fenotipo killer que afectara a flora asociada excepto a Saccharomyces empleada en

dicha fermentacion o que fuese neutra a la toxina que produjera Saccharomyces .

g) Produccion de glicerol

El glicerol cuantitativamente es el segundo componente mayoritario del vino después
del etanol y agua. Se encuentra en cantidades de 6 a 10 g/L. Se genera a partir de la
fosfodihidroxiacetona por reduccién y de fosforilacion de la misma (Olivero 2006), el glicerol es
mas abundante en el vino blanco que en tinto y, también presente en las uvas afectadas por
Botrytis. Su papel edulcorante es muy discreto y moderado, pero influye en la sensacion final de
persistencia y, su presencia contribuye a transmitir a los vinos, cuerpo, consistencia y redondez.
Se forma al principio de la fermentacion (Garcia, 2011), y es por lo que se seleccionaria aquella
nS que produjera glicerol (OIV-OENO 370, 2012).

31



h) Actividad p-glucosidasa

Enzima pertenece a la familia de las B-glucanasas, y son responsables del catabolismo de
una amplia gama de hidratos de carbono. Esta enzima es conocida también como glucohidrolasa
B-D glucosido.

El aroma y el color son dos cualidades importantes del vino. La incidencia de los
monoterpenos libres en su aroma varietal estd actualmente bien establecida, no obstante en el
jugo de uva una gran proporcién de estos terpenos se encuentran bajo la forma de conjugados no
volatiles e inodoros, B-D-glucopirandsidos y diglicosidos, desde donde pueden ser liberados por
glicosidasas. Actualmente la presencia de este tipo de actividades es utilizada como criterio de
seleccion de cepas de levaduras para cultivos iniciadores vinicos (Arévalo, 2006).

En la actualidad en la elaboracion del vino se usan preparados enzimaticos no definidos
(mezcla de glucanasas: actividades exo B-glucanasica, endo- B -1,3-glucanésica, exo- p -1,6-
glucanasica y actividad B -glucosidasica) comerciales de origen flngico procedentes de
Aspergillus spp. , los cuales se adicionan para incrementar la liberacion de aromas. Su uso puede
resultar en un inconveniente, ya que son inespecificos, por lo que pueden desencadenar otras
reacciones de hidrolisis colaterales. En un estudio se demostr6 que la actividad B-glucanasica,
solo era responsable Unicamente de 3 % de la liberacion de los precursores del aroma, por otro
lado, una enzima B-glucosidasa especifica hidroliz6 la totalidad (Riou et al., 1998).

Una alternativa al empleo de los preparados enzimaticos de origen flngico, seria el uso
de enzimas especificas de levaduras de ecosistemas vinicos que se encuentran adaptadas a su
medio ecoldgico. Dichas enzimas liberarian los terpenos conjugados sin afectar al resto de los
componentes y se conseguiria aumentar la tipicidad de los vinos, tendencia actual cada vez mas
valorada por los consumidores (Arévalo, 2006).

Por lo anterior se seleccionara una nS con actividadad p-glucosidasa si se requiere una
riqueza aromatica como es el caso de los vinos blancos, y en cuanto a vinos tintos se prefiere que
tengan actividad nula o liberacién minima ya que algunas cepas con actividad B-glucosidasa
extracelular pueden hidrolizar los antocianos en aglicones que son mas inestables. Esto puede
influir en la estabilidad cromética (OIV-OENO 370, 2012).
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2.6. ldentificacién de levaduras

La identificacion de las levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a tres criterios que
son morfologicos, bioquimicos y genéticos (Linares y Solis, 2007). Al identificar cepas de
levadura se cubre la necesidad de diferenciar grupos y especies que taxonomicamente estan muy
cerca, pero que tienen propiedades muy diferentes en lo que respecta a sus aptitudes
fermentativas y organolépticas.

2.6.2. Criterios morfologicos

Los criterios macroscépicos tienen en cuenta el aspecto de las colonias de levaduras al
crecer en los diferentes medios de cultivo. La mayoria de los organismos levaduriformes crecen
facilmente en un gran namero de medios de cultivo, sin embargo existen algunos que son
especificos para un tipo de levaduras como lo es el agar lisina donde solo pueden crecer las nS ya
que las S no pueden metabolizar la lisina como fuente de nitrdgeno. Los criterios de
caracteristicas microscopicas son los mas utilizados, un ejemplo es la prueba del tubo germinal,
el tubo germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en su origen,
cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o cuatro veces mayor que

la célula madre (Linares y Solis, 2007).

2.6.3. Métodos bioguimicos

Estos métodos se basan en la deteccion de determinadas actividades enziméticas de las
levaduras mediante la hidrolisis especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un
indicador de la enzima. Una de las principales ventajas de estos ensayos es permitir diferenciar
facilmente los cultivos mixtos. Estos medios pueden ser utilizados como medios de aislamientos
primarios o con fines de identificacion, después del aislamiento de los organismos

levaduriformes en los medios convencionales (Linares y Solis , 2007).

2.6.4. Métodos moleculares

Los métodos moleculares de identificacion de levaduras y microorganismos en general,

se basan en el estudio de las moléculas de ADN y ARN. En levaduras se iniciaron con el estudio
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de complementariedad del ADN nuclear, determinandose la existencia de relaciones
coespecificas entre cepas cuyos caracteres fisioldgicos y morfolégicos considerados
determinantes para discernir que entre especies, por ejemplo el género Torulopsis, que carece de
pseudohifas, es coespecifico con Candida que si las forma; Hansenula, que asimila el nitrato, es
coespecifico de Pichia, que no lo asimila.

Una técnica muy utilizada para identificacion de levaduras ha sido el analisis del
dominio D1/D2 del ARNr 26S, una region altamente variable, entre especies de hasta una Unica
base. Esta region ha permitido separar todas las especies de ascomicetes de fase levaduriforme
existentes, incluso las altamente relacionadas. En la misma linea, esta el disefio de métodos
especificos para la identificacion de especies de un mismo género, como el Método de los Cuatro
Cebadores de Kurtzman y Mannarelli (1998), el cual se basa en el uso de dos cebadores
universales empleados como control positivo y dos internos especificos de especie derivados de
la region D1/D2.

Una vez obtenido el fragmento mediante PCR, se realiza la secuenciacion. La posterior
comparacion de la secuencia obtenida con los que estan disponibles en bases de datos permite la
identificacion (Orbera, 2004).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar, seleccionar con base en sus cualidades enoldgicas, e identificar cepas de

levaduras no Saccharomyces nativas de la region vitivinicola de Querétaro.

Obijetivos particulares
% Aislar levaduras enoldgicas “no-Saccharomyces” de diversos vifiedos comerciales

establecidos en la regidn vitivinicola de Querétaro

% Evaluar la produccion de glicerol, la actividad p-glucosidasa y determinar la tolerancia

a etanol y anhidrido sulfuroso de las levaduras no-Saccharomyces aisladas.

4 Determinar las principales caracteristicas fisicas y quimicas de vinos obtenidos en
presencia de diversas levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en fermentacion

mixta con una Saccharomyces.

4 Identificar las levaduras seleccionadas con potencial enoldgico.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fermentaciones
y Fisiologia de Frutas de la UAQ, asi como en tres vifiedos comerciales establecidos en el estado
de Querétaro. La primer vifia es “El Rosario” ubicada en el municipio de El Marqués a 3 km de la
Comunidad de “La Griega”, y a aproximadamente a 30 km de la ciudad de Querétaro (la
temperatura media anual de 16.7 °C en el 2012 Altitud 1850 msnm); la segunda viia es “El
Barreno” en el municipio de San Juan del Rio a 51 km de la capital del estado (Altitud de
1920 msnm, y cuenta con una temperatura anual en el 2012 de 16.7 °C), la tercera corresponde a
“Vinedos Azteca”, ubicada en la carretera San Juan del Rio—Cadereyta, en Ezequiel Montes, a
59 km de la ciudad de Querétaro(altitud de 1950 msnm en el 2012 su temperatura media anual
fue de 16.1 °C) (De la Cruz et al., 2012). La localizacion de los tres sitios de muestreo se ilustra

en la Figura 3.1.

Arroyo Seco

» Landa de
~ Matamoros

Pefnamiller Pinal de
Amoles

San Joaquin

El Marqués

Querétaro

Vinedos Azteca

El Barreno

San Juan del Rio

Amenalco de
Bonfil

Figura 3.1 Mapa de localizacion de los sitios de muestreo (vifiedos El Rosario, EI Barreno y
Vifiedos Azteca) en el estado de Querétaro, México (De la Cruz et al., 2012).
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3.2 Material biologico

3.2.1. Frutos

Se utilizaron cantidades variables de frutos de Vitis vinifera de los cultivares ‘Merlot’,

‘Cabernet Sauvignon’, ‘Sirah’ y ‘Cabernet Franc’para realizar el seguimiento de la maduracién

del fruto y para realizar las microvinificaciones se utilizd ‘Merlot’, ‘Cabernet Sauvignon’. Las

principales caracteristicas de los cultivares utilizados en el presente trabajo se resumen en la

Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Caracteristicas de las variedades de vid utilizadas en este estudio

Caracteristica ‘Cab,emet Cabernet ‘Merlot® Sirah

Sauvignon’ Franc’
Racimo
Tamafio Pequefio Medio
Compacidad Medio- Medio

compacto

Longitud pedunculo Corto Medio
Baya
Tamaiio Pequefia Pequefa Pequefa Pequefia-Media
Color Epidermis Negra-azul Negra-azul Azul-negra Azul-negra
Forma Circular Circular Eliptica-ancha Circular
Separacién pedicelo Dificil
Grosor piel Gruesa | Media-gruesa |  Gruesa | Mediagruesa
Pigmentacion pulpa Ausente o muy débil
Consistencia pulpa Ligeramente dura
Suculencia pulpa Muy jugosa \ Ligeramente jugosa
Sarmiento
Color Marrén amarillento Marrén oscuro | Marrén-amarillento

Relieve superficie

Estriada

Estriada ‘ Lisa Lisa

3.2.2. Levaduras

(Fuente: MAGRAMA, 2013)

Como cepa de referencia se utilizd Saccharomyces cerevisiae (V-1116) K1, cepa

comercial de la distribuidora de productos bioldgicos ‘“Lallemand. Ontario, Canada.”
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Especificaciones: Presenta efecto Killer. Se adapta a diferentes condiciones de fermentacion,
produce una fermentacion rapida en el mosto, tolerante a altas temperaturas, elevado poder
alcohdgeno que asegura fermentaciones completas de hasta 14 % de etanol con un rendimientos de
16.7-17 g de azucar por 1 % de alcohol, produce una acidez volatil de 0.16 g/L de acido aceético,
0.26-0.19 g/L de acido sulfurico.

Ademas se utilizaron también todas las levaduras no-Saccharomyces aisladas de los

vifiedos anteriormente mencionados.

3.3. Seguimiento de la maduracion

Se recolectaron racimos al azar de cada una de las variedades anteriormente
mencionadas. Se despalillo y se estrujo para obtener el jugo de la uva y se evaluo6 acidez total y
solidos solubles totales para obtener la relacién de azlcar/acidez (g de dextrosa/ g é&cido
tartarico). Se realizaron cuatro muestreos, iniciando en el mes de julio y finalizando en el mes de

agosto con la vendimia efectuada en 2012.

3.4. Aislamiento de las cepas de levadura

Las levaduras utilizadas en el presente estudio se obtuvieron a partir de mostos de uva
adquirida en los vifiedos arriba descritos, esto se realiz6 antes y durante la vendimia, a los cuales
se determind: acidez total titulable y azucares totales, y se indujeron fermentaciones espontaneas
sin sulfitado a 25 °C (Navarre, 1998).

La recuperacion de las levaduras se llevd a cabo utilizando la técnica de vertido en
placa. Se tomaron alicuotas del mosto en fermentacion cada 48 horas, se realizaron diluciones
decimales de las cuales se tomaron 1 mL de muestra que se sembraron en medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (APD), adicionado con rosa de bengala (60 pg/mL) y ampicilina (100 pg/mL); al
solidificar el medio se incubaron a 25°C entre tres y cinco dias (Sandoval et al., 2011).

Las levaduras que desarrollaron en las cajas se separaron con base en su morfologia
colonial y se purificaron mediante transferencias a placas de “Agar nutritivo-dextrosa para
levaduras” (NYDA: 8 g de caldo nutritivo, 5 g de extracto de levadura, 10 g de dextrosa, 20 g de
agar y 1000 mL de agua) adicionado de solucion de ampicilina (100 pg/ mL de medio) (Sandoval
etal., 2011).
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3.5. Diferenciacién de levaduras

Las levaduras purificadas fueron colocadas en medio medio lisina (Oxoid, Hampshire,
UK) con el fin de diferenciar a las cepas de los géneros no-Saccharomyces de las del género
Saccharomyces, pues se consideran no-Saccharomyces a aquellas cepas que crezcan en este
medio después de dos resiembras consecutivas. Las levaduras se incubaron a 25 °C durante
cuatro dias (Martin, 2011).

3.6. Seleccion de las levaduras nS con cualidades enolégicas
3.6.1. Deteccion de actividad f glucosidasa

Se inocul6 una gota de levadura (10 pL) proveniente de medio de cultivo liquido
NYDB (8 g de caldo nutritivo, 5 g de extracto de levadura, 10 g de dextrosa y 1000 mL de agua)
y se incubd a 25 °C en medio Agar Esculina-Glicerol (EGA: 1 g/L de esculina, 0.3 g/L de cloruro
férrico, 1 g/L hidrolisado de caseina, 25 g/L de extracto de levadura, 8 mL/L de glicerol, 20 g/L
de agar) ajustado a un pH de 6.0, se esterilizd a 121 °C por 15 min y se vertié en placas petri. Las
cepas con actividad B-glucosidasa hidrolizan el sustrato para formar un color marrén alrededor de

la colonia (Pérez et al., 2011).
3.6.2. Tolerancias
a) Tolerancia al etanol

Se llevo a cabo utilizando analizador turbidimétrico automatizado Bioscreen® C por
medio de la medicién de la densidad optica (DO) a una longitud de onda de 600 nm. Medio
liquido YPD (levadura-peptona-dextrosa ajustado a pH 3.5, 20 °B, 6 % de etanol), se distribuyo
en placas de 100 fosas. Asimismo, se prepararon fosas con el mismo medio pero sin etanol
(testigos). Las fosas se inocularon (5 log10 UFC/ fosa) con cada cepa de levadura. por fosa cada

una de las levaduras que presentaron actividad - glucosidasa
b)  Tolerancia al anhidrido sulfuroso (SO>)

Se realizd por medio de un analizador turbidimétrico automatizado Bioscreen ® C,
donde las fosas de una placa se llenaron con medio YPD liquido ajustado (pH 3.5, 20 °B, 30 mg
de SO, total/L), mediante adicion de alicuotas de una solucion estéril de metabisulfito potasico.
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Asimismo, se prepararon fosas con el mismo medio a los que no se les adicionaron SO, y que
actuaron como testigos (0 mgSO2/L). Las distintos fosas conteniendo las diversas
concentraciones de SO; total/L fueron inoculados con 5 logio UFC por fosa cada una, con cada de
las levaduras que presentaron actividad B- glucosidasa. La placa se incubd a 25 °C durante 72 h;
el grado de resistencia al SO, se determind frente a las fosas testigo por la medicion de la
densidad éptica (DO) a una longitud de onda de 600 nm.

3.6.3. Activacion y multiplicacion de levaduras

Las cepas de levaduras evaluadas se cultivaron en medio NYDB en tubos de ensayo
durante 72 h a 24 °C y 200 rpm de agitacion, después se realizaron recuentos en la camara de
Neubauer y se ajustd la concentracion a requerida para cada experimento, comprobando la

viabilidad mediante vertido en placa en medio NYDA (Sandoval et al., 2011).

3.6.4. Ensayos de microvinificacion

Se realiz6 en matraces con capacidad de 1 L estériles conteniendo 700 mL de mosto de
uva previamente tratado por termovinificacion (Apéndice A2), se ajustd a pH 3.5 y 21 °B. Se
evaluaron 8 levaduras, en dos variedades de frutos de Vitis vinifera cvs. ‘Merlot’ y ‘Cabernet
Sauvignon’. Se inoculé 3 x10° UFC/mL de cada una de las cepas de levadura autdctona
seleccionada no-Saccharomyces y una hora después se inoculd 1x10® UFC/mL de la levadura
Saccharomyces K1; se incluyé un matraz inoculado con 1x10° UFC/mL de la levadura
Saccharomyces K1. Los matraces se incubaron a 25 °C hasta que finaliz6 la fermentacion. Al
vino obtenido se le evaluaron polifenoles totales (Cuadro A5).

3.6.5. Comportamiento fermentativo

La energia fermentativa se evalu6 mediante pesadas diarias de los matraces inoculados
hasta obtener un valor constante; se determinaron los gramos de CO2 desprendidos/dia (pérdida
de peso) y se efectuaron las correcciones necesarias con un frasco testigo. El poder fermentativo,
que corresponde a los g/L azucar necesarios para producir 1° alcoholico, fue determinado
mediante la medicidn del porcentaje de volumen de etanol y el contenido de azUcar inicial en el

mosto (Hidalgo y Fernandez, 2005).
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3.6.6. Cinética de las levaduras

Se realizé durante (desde la inoculacion inicial correspondiente a nS hasta finalizada la
fermentacion) las fermentaciones inoculando nS + S y la de S (sola) mediante la técnica de
extension en superficie en placa. Se tomd una muestra de 100 puL de cada tratamiento, se
prepararon diluciones decimales segun la fase de la fermentacion y se sembraron placas de medio

NYDA y en medio Lisina, las cajas fueron incubadas a 35 °C por 48 h.

3.6.7. Determinacion de las caracteristicas quimicas de los vinos obtenidos

a) pH (OIV-MA-AS313-15, 2011).
Se evalu6 potenciométricamente, el equipo utilizado fue calibrado previamente a su uso,

la medicién de la muestra se realiz6 a una temperatura 20°C

b) Solidos solubles totales (O1V-MA-AS2-02,2012)
Fueron evaluados por refractometria; la medicion se realizé a una temperatura de 20° C

de la muestra con previa calibracion del refractdmetro, la lectura se expreso en grados Brix.

c) Grado alcohdlico (OIV-MA-AS312-01, 2009)

Se tomaron 130 ml de vino, se elimind el CO. de la muestra y se neutraliz6 con
hidroxido de calcio, enseguida se vertieron 100 ml (20°C) de la muestra en un matraz
volumétrico aforado, y se vaciaron (enjuagando dos veces con agua destilada) en un matraz de
destilacién de 100 ml aforado. Se destilaron % de la muestra aproximadamente, el producto
recolectado se vacio a un matraz volumétrico aforado de 100 mL que se afor6 con agua destilada,
determinandose la densidad de éste liquido a 20°C por medio de picnometria haciendo una

relacién con tablas de la CEE para obtener el grado alcohélico (CEE, 1990).

d) Acidez total titulable

Se llevo a cabo por titulacion con una solucion de NaOH 0.1M (valorada con una
solucion de &cido clorhidrico 0.1M). Se tomaron alicuotas de 5 mL de mosto, éstas se diluyeron
con agua destilada a un volumen de 50 ml y se titularon con la solucién de NaOH 0.1M (valorada
con una solucion de &cido clorhidrico 0.1M) hasta alcanzar un pH de 8.2 utilizando un

potenciometro. La acidez se expreso en g/L de acido tartarico (Flores, 2000).
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e) Acidez volatil

Se realizaron por el método Garcia-Tena (1976) el cual se basa en una destilacion
fraccionada del vino, una vez eliminado el didxido de carbono y una posterior valoracion acido-
base del destilado. En un matraz de destilacion se colocaron 11 mL de vino desprovisto de
dioxido de carbono y se conecté al aparato de destilacion. A la salida del refrigerante se coloco la
probeta de 5.1 mL y se procede a la destilacion. Cuando el destilado alcanza el trazo superior de
la probeta se sustituye por la de 3.2 mL, dandose por terminada la destilacion cuando se alcanza
este volumen. El destilado fue recogido en la probeta de 3.2 mL se verti6 en un matraz
Erlenmeyer y se valord con solucion de hidréxido de sodio (0.02M), en presencia de unas gotas
de fenolftaleina, hasta obtener un color ligeramente rosado. Siendo v el volumen de hidréxido de
sodio consumido. La acidez volatil se expresd en g/L de acido acético y con dos decimales
(Gacia, 1976).

Acidez volatil g/L = 0,366 x v
v = mL de hidroxido de sodio 0,02M consumidos en la valoracion

f) SO o Dioxido de azufre (O1V-MA-AS323-04B, 2009)

Anhidrido sulfuroso libre (OIV-MA-AS323-04B, 2009)
La cantidad de anhidrido sulfuros libre, total y combinado en las muestras de vino se

determind por el método de Rippert. Se colocaron 50 mL de vino en un matraz Erlenmeyer, al
cual se agregaron 5 ml de H2SO4 y 3 ml de una solucion de almidon al 2.0%; la mezcla se virtid
enseguida por medio de una bureta graduada a una solucion de yodo 0.02 N, hasta obtener el vire
a color violeta. La concentracion de SO libre en el vino en mg/L f se inoculé de la siguiente
forma:

g/L de SO; LIBRE= VI, x 12.8

VI2=Volumen de yodo (mL)

Anhidrido sulfuroso total (OIV-MA-AS323-04B, 2009)

Se colocaron en un matraz Erlenmeyer 25 mL de una solucion KOH y 50mL de vino
dejandose reposar durante 15 minutos; enseguida se agregaron 10 mL de H>SO4 y 3 mL de una
solucion de almiddn al 2.0 %, después de lo cual se tituld con yodo 0.02 N de la misma forma

que para SO- libre. El resultado se expresé de igual forma que para lo anterior.
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Anhidrido sulfuroso combinado (OIV-MA-AS323-04B, 2009)

Se calcula mediante de la diferencia del anhidrido sulfuroso total menos el anhidrido

sulfuroso libre.

g) Azulcares residuales

Se defecaron las muestras por acetato neutro de plomo segun el tipo de vino como se
indica en el método OIV-MA-AS311 (2009), en caso de ser necesario se utilizé carbédn activado
si el color del vino es intenso e impide realizar el presente analisis.

La muestra tratada se vertio en una bureta. En paralelo, 10 ml de licor de Fehling
fueron adicionados de 30 ml de agua destilada y calentados con agitacion hasta ebullicién,
momento en que se inicid la titulacion, al tornarse la solucién verdosa se adicionaron tres gotas
de azul de metileno, se continud la titulacion hasta el vire a color amarillo. Los resultados se

expresaron en g/L de azlcares reductores (Flores, 2000).

h) Glicerol (OIV-MA-AS312-05, 2009)

Se realizd utilizando una serie enzimatica (ENZYTEC ™).El cual se fundamenta en que
el glicerol es fosforilado por la adenosina-5'-trifosfato (ATP) a L-glicerol-3-fosfato en la reaccion
catalizada por gliceroquinasa (GK). La adenosina-5'-difosfato (ADP) formado en la reaccion
anterior se reconvirtié en ATP por fosfoenolpiruvato (PEP) con la ayuda de la piruvato quinasa
(PK) con la formacion de piruvato. En la presencia de laenzima L-lactato deshidrogenasa enzima
(L-LDH), a piruvato se reduce a L-lactato por la reduccion de dinucledtido de nicotinamida-
adenina (NADH) con la oxidacion de NADH a NAD. La cantidad de NADH oxidada en la
reaccion anterior es estequiométrica con la cantidad de glicerol. NADH se determind por medio
de su absorcion de luz a 365 nm. Este se realizd en un equipo Multiskan ascent (Thermo Electron

Corporation®).

3.7. ldentificacion de las especies de levaduras seleccionadas

Las cepas de levadura que manifestaron destacados aportes enoldgicos en los
experimentos se identificaron mediante la amplificacion del dominio D1/D2 del gen que codifica
para la subunidad 26S del ARNr empleando las condiciones propuestas por Maomura et al.
(2005).
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3.7.1. Extraccion de ADNr

Las células de levaduras utilizadas para la extraccion de ADN se hicieron crecer durante
24 h a 25 °C en 50 ml de medios liquido NYDB en un agitador rotatorio a 200rpm y fueron
recuperadas por centrifugacion. La extraccion se llevo acabo tomandol ml de cultivo joven (24-
48 h) de la levadura y se realizé de acuerdo a la técnica sefialada por Aldrete y colaboradores
(2013) (Datos por publicar) modificada (Sin vidrio) donde se rompieron las células aplico calor a
las células, después fenol cloroformo, seguido de una precipitacion con etanol y se

resuspendieron en solucion amortiguadora TE.

3.7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en Inglés)

Se amplific6 el dominio D1/D2 del segmento 26S del ADNr mediante los
oligonucleotidos NL1 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAC-3’) y NL4 (5’-GGTCCGT
GTTTCAAGACGG-3’). La reaccion de PCR se realizd de acuerdo a las condiciones siguientes:
95°C 2min, 35ciclos (95°C 30s - 56.75°C 1min- 72°C 1min), 72°C 10 min
(Guaman et al., 2009).

3.7.3. Secuenciacion e identificacion

El resultado fue un fragmento amplificado el cual fue enviado a la “Unidad de Sintesis
y Secuenciacion” del Instituto de Biotecnologia, UNAM para su secuenciacion. Las secuencias
obtenidas se introdujeron en el banco de datos mediante el programa Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar homologia con secuencias de levaduras
reportadas (Altschul et al., 1990).

3.7.4. Construccion del dendrograma

Las secuencias obtenidas, junto con secuencias de levaduras que presentaron la mas alta
homologia reportadas en el banco de datos, fueron alineadas de manera multiple utilizando el
método ClustalW del programa BioEdit 7.2, y se llevd a cabo la construccion del arbol
filogenético, utilizando el método neighbor joining (NJ), un maximo de parsimonia y el modelo

de evolucion Jukes-Cantor en el programa Mega 4.0 (Criminger et al., 2007).
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3.8.

Disefio de los experimentos y analisis de los datos

Para los ensayos de microvinificacion se realizé el siguiente planteamiento estadistico

3.8.1.
3.8.2.

3.8.3.

3.8.4.
3.8.5.

3.8.6.

Disefio de tratamientos: Unifactorial, siendo el factor de estudio las cepas de levaduras
Disefio experimental: Bloques al azar con dos repeticiones, siendo las repeticiones las
variedades Cabernet Sauvignon” y otro Merlot".

Tratamientos: Ocho levaduras inoculadas cada una en conjunto con una Saccharomyces
cerevisiae.

Unidad experimental: Un matraz de 1 L con 700 mL de mosto

Variables evaluadas

a) Grado alcohdlico

b) pH

c) Sélidos solubles totales

d) Acidez total titulable

e) Acidez volatil

f) Anhidrido sulfuroso libre, combinado y total

g) Glicerol

Analisis de los datos.

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza de Fisher utilizando la prueba de

medias de Tuckey, mediante el Programa estadistico JMP 9.0
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seguimiento de la maduracion de la uva

Para dar seguimiento a la maduracion de las uvas y determinar la fecha Optima de
vendimia se tomaron racimos al azar en los tres vifiedos considerados (EI Rosario, EI Barreno,
Vifiedos Aztecas) en cuatro muestreos sucesivos durante los meses de julio y agosto del 2012,
éstos se llevaron al laboratorio de Fisiologia de frutas y hortalizas de la UAQ donde se les evalu6
la acidez total titulable y los sélidos solubles totales. Como era l6gico, la relacion azlcares/acidez
(g de dextrosa/g de acido tartarico) incrementd conforme avanzo el tiempo. La evolucion de la
concentracion de azlcar y acidez durante el proceso de maduracion de los frutos de vid que se
utilizaron en este estudio, difiri6 en cada variedad y en cada vifiedo, tal como se aprecia a
continuacion (Cuadro Al).
4.1.1. Vifiedo EIl Barreno

‘El Barreno’ cuenta con suelos predominantemente arcillosos, y los vifiedos se
encuentran conducidos en cordén unilateral, estando las variedades injertadas sobre SO4 para
Merlot y 333 EM para "Cabernet Sauvignon” (De la Cruz et al., 2012).

La variedad que madurd primeramente, caracterizada por una relacion azlcares/acidez
de 34.4 para el 17 de agosto, fue ‘Cabernet Sauvignon’ seguida de ‘Merlot’ (26.2) y ‘Cabernet
Franc’ (18.0). Los solubles totales respectivos fueron de 20.2, 21.9 y 18.3 en °Brix (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Evolucion de la maduracion entre julio y agosto de 2012, medida en términos de la
relacion azUcar / acidez de tres variedades de vid establecidas en el "El Barreno”.
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4.1.2. Viiiedo El Rosario

En el caso de este vifiedo, establecido en el municipio de El Marqués, fue ‘Merlot quien
maduro6 primero, seguida de "Cabernet Sauvignon” y finalmente "Syrah”, con valores respectivos
de azucares/acidez de 27.84, 22.33 y 15.29 para el 17 de agosto del 2012, y de sdlidos solubles
totales de 19.3, 19.9 y 15.9. Los valores de relacion azlcar-acidez resultan inferiores a los
obtenidos en El Barreno, 34.4 para ‘Cabernet Sauvignon’, 26.23 para ‘Merlot’ y "Cabernet
Franc”(17.97(Figura 4.2) .
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Figura 4.2 Evolucion de la maduracion entre julio y agosto de 2012, medida en términos de la
relacion azlcar / acidez de tres variedades de vid establecidas en el "El Rosario”.

El hecho de que "Merlot” haya madurado primeramente en el Barreno que en el Rosario

puede deberse a la diferencia de los portainjertos de la vid en cada vifiedo.

4.1.3. Vifiedos azteca

En Vifiedos Azteca "Merlot” y "Cabernet Sauvignon” maduraron primero que Cabernet
Franc”, con relaciones de azUcar-acidez respectivos de 30.37 para "Merlot”, 26 para "Cabernet
Sauvignon, y 18 para "Cabernet Franc™ para el 17 de agosto del 2012, y de solidos solubles
totales de 20.22, 21.9 y 19 respectivamente (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Evolucion de la maduracion entre julio y agosto de 2012, medida en términos de la
relacion azUcar / acidez de tres variedades de vid establecidas en Vifiedos Aztecas.

“Cabernet Franc” alcanzd la madurez primero en vifiedos "Vifiedos Azteca” (relacion
azlcar acidez 18, 19 °Brix, 7.71 g/L &cido tartarico) que en "El Barreno”(relacion de azucar
acidez de 18, 18 °Brix, 10.18 g¢g/L acido tartarico); asi mismo, "Cabernet Sauvignon” de 'El
Barreno” tuvo el mayor indice de relacion azlcar acidez que en "Vifiedos Azteca” (34.4 relacion
azucar acidez, 21.9 ° Brix, 6.36 g/L acido tartarico) vs. (26.97 relacién azlcar acidez, 20.6 ° Brix,
7.63 g/L &cido tartarico) y "El Rosario” (22.33 relacion azucar acidez, 19.9 ° Brix, 8.91 g/L acido
tartarico). Finalmente, "Merlot” tuvo un mayor indice de relacion azlcar acidez en "Vifiedos
Azteca” (30.38 relacion azucar acidez, 21.7 ° Brix, 7.14 g/L &cido tartarico), que en "El Barreno”
(26.24 relacion azucar acidez ,20.23 ° Brix, 7.7 g/L acido tartarico) y en "El Rosario” (27.84
relacién azUcar acidez ,19.3 ° Brix, 6.93g/L acido tartarico).

Garcia—Junco en el 2001 obtuvo valores de sélidos solubles totales para Cabernet
Sauvignon del municipio de Ezequiel montes y obtuvo 21 °Brix al momento de la cosecha al
igual para Malbec (Ezequiel Montes, Querétaro), y para Ruby Cabernet 19 °Brix proveniente de
San Luis de la Paz, Guanajuato.
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4.2. Aislamiento y diferenciacion de levaduras

Recordemos que la uva obtenida en los vifiedos fue llevada al laboratorio, y a partir del
mosto de ésta se realizaron fermentaciones espontaneas sin sulfitado, con el fin de inducir el
desarrollo en los mostos de las levaduras nativas de los distintos vifiedos arriba mencionados.

A partir de dichas fermentaciones se aislaron un total de 197 cepas las cuales fueron
desarrolladas en medio lisina, partiendo de la base de que aquellas levaduras que desarrollaran en
éste medio después de dos resiembras consecutivas serian consideradas como no-Saccharomyces,
mientras que aquellas que no desarrollaron se le consideraria del género Saccharomyces.

Como resultado obtuvimos 146 cepas que desarrollaron en el medio lisina (74 % del
total). Los resultados aqui obtenidos coinciden con Jolly (2003) quien encontrd que el grupo
no-Saccharomyces predomina en el epicarpio de la uva, mientras que Saccharomyces prevalece
preferentemente en ambiente de bodega (Fernandez, 2003).

A cada una de estas levaduras se asignd una clave de identificacion, la cual inicia con
"N’ (de no-Saccharomyces), por haber crecido en medio lisina, seguida de la inicial del nombre
de vifiedo de origen, "A” para Vifiedos Azteca’, 'B” para El Barreno” y 'R” para El Rosario”; el
ultimo carécter es un numero al azar conforme la levadura en cuestion fue siendo aislada
(Tabla 4.1).

La mayoria de las levaduras no Saccharomyces de este estudio provienen del vifiedo "El
Barreno” (85 correspondiendo a 58 %), seguido de "El Rosario” (41 correspondiendo a 28 %) y en
minoria "Vifiedos Aztecas” (20 correspondiendo a 14%) (Tabla 4.2). La microflora de las uvas
(levaduras, hongos, bacterias) es afectada por diversos factores, en los cuales se incluye la altitud,
condiciones climaticas (temperatura, lluvia, humedad), variedad de la uva, espesor de la piel de la
uva, practicas de cultivo (fertilizacidn, irrigacion, fungicidas), estado de desarrollo y sanitario de

las uvas (dafio fisico, insectos), entre otros (Pretorius, 2000; Jolly, 2003).
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Tabla 4.1 Claves de levaduras no-Saccharomyces obtenidas de tres vifiedos establecidos en el
estado de Querétaro en el 2012, por vifiedo.

Vifiedo NuUmero de Clave*
levaduras
Barreno 85 NB1-NB3, NB6-NB10, NB13, NB14, NB16-NB18, NB23-NB25,

NB27, NB31, NB32, NB37, NB39, NB43, NB45, NB46, NB48,
NB50-NB54, NB57- NB69, NB71, NB73, NB79, NB81, NB82,
NB85, NB108- NB136, NB141-NB146.

El 41 NR5, NR11, NR12, NR15, NR19-NR21, NR28-NR30, NR33,

Rosario NR35, NR55, NR74, NR77, NR84, NR86-NR107, NR137-
NR140

Vifiedos 20 NA4, NA22, NA26,NA34,NA36, NA38, NA40-NA42, NA44,

Aztecas NA47, NA49, NA56, NA70, NA72, NAT75, NA76, NA78, NAS8O,
NAS83

*Clave: N de no- Saccharomyces; el segundo caracter corresponde a la inicial del vifiedo de
origen, "A” para "Vifiedos Aztecas’, 'B” para El Barreno” y 'R” para 'El Rosario”; el ultimo
caracter es un nimero destinado al azar.

4.3. Seleccién de levaduras

Las levaduras aisladas fueron sometidas a un proceso de seleccion para posteriormente
ser evaluadas en ensayos de microvinificacion. Los ensayos de seleccion realizados fueron:
actividad B glucosidasa en medio EGA (Agar esculina-glicerol), tolerancia a etanol y tolerancia a

diéxido de azufre.

4.3.1. Actividad p glucosidasa

Se sabe que las levaduras tienen un efecto en la composicion aromética del vino, ya sea
modificando los compuestos tipicos de cada variedad o sintetizando a partir de los nutrientes del
mosto los llamados aromas fermentativos (Swiegers et al., 2005). Se ha demostrado que a pesar
de la baja capacidad fermentativa de las cepas no-Saccharomyces su impacto en los vinos finales
sobre algunos compuestos aromaticos puede ser mas importante que el efecto de las
Saccharomyces (Erten, 2002). Lo anterior se debe a que las primeras pueden incrementar la

concentracion de compuestos volatiles responsables de aromas frutales por accién de la enzima
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B-glucosidasa, ya que esta enzima es capaz de hidrolizar ciertos compuestos glicosidicos (ligados
a azlcares), con lo que se obtiene la liberacion de compuestos volatiles que pueden modificar el
perfil aromatico en el vino (Arévalo et al., 2005). Estos precursores aromaticos son de gran
interés en la industria vitivinicola y varios esquemas de desarrollo biotecnolédgico (Carrau, 2005).

De las 146 cepas reconocidas como no-Saccharomyces, 90 resultaron -glucosidasa
positivas (62 % de las levaduras nS)en medio EGA. En la Figura 4.4 se observan algunas de las
levaduras probadas. Aquellas que muestran la actividad presentan una coloracion marrén oscuro.
Asimismo en la Tabla 4.2 se consigan todas aquellas no-Saccharomyces que resultaron

B glucosidasa positivas.

Figura 4.4 Caja de Petri con medio EGA (agar esculina glicerol) dividida en nueve secciones

inoculadas con diversas cepas de levaduras.

La prueba utilizada para la deteccion de la actividad B glucosidasa fue sélo cualitativa.
Se sabe que algunas levaduras no-Saccharomyces tienen diferentes grados de actividad
B glucosidasa. Pérez et al. (2011) usaron el mismo medio (EGA) para deteccion de esta enzima,

evaluaron en microvinificacion la cantidad de glucidos al inicio y final de una fermentacion
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llevada a cabo por una cepa productora de la enzima previamente caracterizada. Posteriormente
identificaron y cuantificaron los compuestos voléatiles generados por medio de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas. Otros autores determinaron cuantitativamente la
actividad de la enzima usando como sustrato p-nitrofenil-p-D-glucopiranosido. Después de
incubacidn el sobrenadante fue evaluado espectrofotométricamente en p-nitrofenol (Maturana et
al., 2012).

También se sabe que la B-glucosidasa puede ser inhibida por la presencia de glucosa y
de etanol, sin embargo, se ha encontrado que la enzima liberada por las levaduras no-
Saccharomyces no es inhibida en las condiciones anteriormente mencionadas (Jolly et al., 2006).
Se desconoce si las levaduras que mostraron actividad enzimatica positiva en medio EGA en este
estudio produzcan enzima que sea inhibida o no en condiciones vinicas.

Todas las levaduras fueron preservadas, independientemente de su actividad f
glucosidasa, y se encuentran formando parte de la coleccion de levaduras del laboratorio de
Fermentaciones y Fisiologia de Frutas y Hortalizas. Estas pueden ser sometidas a estudios de

vinificacion para evaluar su potencial en otras variables de calidad del vino.

Tabla 4.2. Levaduras con B-actividad glucosidasa detectadas en este estudio por vifiedo

Vifedo Levaduras NuUmero

El NB1 , NB2, NB3, NB7, NB8, NB9, NB10, NB13, NB14,NB16, 58
Barreno NB17, NB18, NB23, NB24,NB25, NB27,NB31, NB39, NB45,
NB46, NB48, NB51, NB52, NB53, NB54, NB59, NBG60,
NB61,NB62,NB63, NB64, NB65, NB66, NB71, NB73, NB143,
NB108, NB109, NB110,NB111, NB114, NB116, NB117, NB118,
NB119, NB120, NB121, NB123, NB124, NB129, NB130,
NB131, NB132, NB133, NB143, NB146, NB147,NB148
El NR12, NR20, NR21, NR28, NR33, NR74, NR77, NR84, NR86, 21
Rosario NR87, NR90, NR94, NR96, NR98, NR99, NR100, NR104,
NR105, NR106, NR107, NR139.
Los NA4 , NA22, NA26, NA36, NA38, NA4l, NA42, NA56, NA72, 11
Aztecas NAT5, NA8O
Total 90

52



4.3.2. Tolerancia a Etanol

Las levaduras no-Saccharomyces convierten durante la fermentacion alcohdlica natural
los azlcares en etanol, didxido de carbono y un sinnimero de compuestos volatiles y no volatiles
que contribuyen a la composicién quimica y la calidad sensorial de las bebidas que fermentan
(Fleet y Heard, 1992; Lambrechts y Pretorius, 2000). Estas levaduras forman parte de la
microbiota que predomina durante los dos o tres primeros dias de la fermentacion alcohdlica
espontanea, sin embargo, algunas de ellas (género Kloeckera, Candida, etc.), debido a su elevada
sensibilidad al etanol (5 a 6 % v/v en la mayoria de las especies), su crecimiento declina
rdpidamente y mueren al verse afectada la integridad de su membrana citoplasmatica y pérdida de
la actividad de ciertas enzimas de la glucodlisis de las levaduras (Ricci et al., 2004).
Subsecuentemente, levaduras como Saccharomyces cerevisiae, al ser mas resistentes al etanol,
toman el control de la fermentacion hasta el agotamiento de los azUcares, o bien, hasta que algun
componente esencial para el crecimiento se agote o hasta que aparezca algin efecto inhibidor
propiciado por ciertos metabolitos producidos durante la fermentacion (Escalante et al., 2011).

Para conocer la tolerancia al alcohol de las 90 cepas de levaduras nS que habian
resultado PB-glucosidasa positivas se llevd a cabo un estudio en el analizador turbidimétrico
automatizado Bioscreen® C . Se utiliz6 un medio medio YPD liquido ajustado a ajustado a pH
3.5, 20 °B conteniendo 6 % de etanol total. Después de la incubacion, se seleccionaron aquellas
cepas que mostraron los mayores tiempos de deteccion, es decir, que les tom6 mas tiempo iniciar
la fase exponencial, lo que indica una baja tolerancia a etanol. Todas las levaduras evaluadas
presentaron tiempos de deteccidn por encima de 18 horas.

Los rangos de tiempo de deteccion de las levaduras evaluadas en el medio conteniendo
etanol fluctuaron entre 18.17 h y 72.02 h (Figura 4.5). Las levaduras seleccionadas fueron NB1
(47.75 h), NB27 (34.5 h), NR90 (18.17 h), NB108 (54.5h), NB31 (39h), NB39 (72.08 h), NR77
(26.58 h) y NA4 (24 h).

4.3.3. Tolerancia a diéxido de azufre (SO2)
El dioxido de azufre es un agente antiséptico y antioxidante utilizado en Enologia para
obtener estabilidad microbioldgica y caracterizar levaduras fermentativas en fermentaciones

espontaneas (Navarre, 1998; Ribérau-Gayon et al., 2003).

53



Cantidades moderadas (30 a 100 mg/L de SO total) alargan la fase de induccion de
levaduras en uno o dos dias, mientras que cantidades elevadas (mayores a 200 mg/L), retrasan el
inicio de la fermentacion e incluso pueden llegar a inhibirla. EI SO2 ejerce una accion selectiva
entre las levaduras. Las especies no-Saccharomyces son generalmente mas sensibes a las altas
concentraciones de sulfuroso que las Saccharomyces de manera que, cantidades moderadas de
anhidrido sulfuroso eliminan la mayoria de las especies débilmente fermentativas y muchas de las
perjudiciales para la vinificacion (Zambonelli, 1998).

La tendencia mundial es a disminuir la dosis de anhidrido sulfuroso total en los vinos,
por medio del mejoramiento de la sanidad de la vendimia y de las técnicas de vinificacion
(Rogodon, 1997). Cuando se adiciona poco anhidrido sulfuroso al mosto es recomendable la
utilizacion de levaduras seleccionadas, evitando el desarrollo excesivo de las bacterias y
levaduras apiculadas. En este sentido, se pueden seleccionar levaduras productoras de SO2 en
cantidades suficientes para mantener el vino estable (Villarroel, 2005).

Las cepas que garanticen una fermentacion completa cuando las concentraciones de
diéxido de azufre libre y total en superiores a 30 mg/L y 50 mg/L, respectivamente, son
adecuadas para vinificacion (OIV-OENO 370, 2012). Por ello, lo que se buscé en este estudio
fue el detectar cepas que toleraran anhidrido sulfuroso.

Cabe recordar que la evaluacion de la tolerancia a anhidrido sulfuroso se realiz6
mediante el analizador turbidimétrico automatizado Bioscreen® C en el medio YPD liquido
ajustado a ajustado a pH 3.5, 20° B con una concentraciéon de 30 mg/L de dioxido de azufre total.
En esta fase se evaluaron las 90 levaduras nS clasificadas anteriormente como B-glucosidasa
positivas y se seleccionaron aquellas que obtuvieron bajos tiempos de deteccion durante su
incubacion, lo que significa una mayor capacidad de desarrollo de la cepa en presencia de SO>
que el rango obtenido de tiempo de deteccidn de las levaduras evaluadas fue 2.87 h a 20.25h
(Cuadro A3).

En la Figura 4.5 se observa en el eje de la abscisa el tiempo de deteccién de las
levaduras evaluadas en medio nutritivo con presencia de SO,. Se advierten diferencias
importantes entre ellas, destacando NB1 (12.37 h), NB27 (12.37 h), NR90 (2.87 h), NB108 (4 h),
NB31 (7.75 h), NB39 (12.25 h), NR77 (3.87 h) y NA4 (8.75 h).

Como se eshoz6 anteriormente, una de las caracteristicas que se requiere en una nS

como potencial levadura comercial, es su tolerancia a SO, lo que en principio le permitiria
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iniciar la fermentacion rapidamente, con lo cual estaria realizando una mayor aportacion de los
elementos que de ésta se requieren, antes de que su actividad se vea limitada por el aumento de

etanol en el medio propiciado por el desarrollo dominante de Saccharomyces.

90

80
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60 NB108

50

NB31
40

30 NR77
o NA4

NR9O

20

10

Tiempo de deteccidn en presencia de etanol 6% (h)

0 5 10 15 20

Tiempo de deteccidn en presencia de didxido de azufre total (30mg/L) (h)

Figura 4.5 Tiempos de deteccion en Bioscreen C en horas de diversas levaduras no
Saccharomyces en medios YPD liquido ajustado a ajustado a pH 3.5, 20° B
conteniendo etanol (6 %) y diéxido de azufre (30 mg/L total) sefialandose con un
recuadro las cepas seleccionadas.

4.3.4. Levaduras seleccionadas

Recapitulando, podemos mencionar que de las 146 levaduras no- Saccharomyces
obtenidas en los distintos vifledos, 90 presentaron actividad B-glucosidasa. Las 90 levaduras
fueron sometidas a dos pruebas de tolerancia; en cuanto a etanol (6 %), todas resultaron poco
tolerantes (tiempos de deteccion mayor a 18 horas) y, por lo que respecta a dioxido de azufre

(30 mg/L de dioxido de azufre total), se seleccionaron aquellas ocho que resultaron las mas
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tolerantes (tiempos de deteccion cortos), dentro de éstas tenemos una gran variabilidad en su
tolerancia a anhidrido sulfuroso (entre 2.87 y 12.37 h).

4.4. Ensayos de microvinificacion

4.4.1. Comportamiento fermentativo

Como se recordara, las levaduras fueron evaluadas en ensayos de
microtermivinificacion. Para ello, mostos de "Cabernet Sauvignon” y "Merlot” fueron sometidos a
60 °C durante 20 min, para después diminuir su temperatura a 20 °C en menos de 5 min y
posteriormente prensadas en condiciones aseptica. Los mostos obtenidos se ajustaron a 21 °B y
pH 3.5, y se inocularon con cada una de las levaduras seleccionadas. Una hora después los
mostos fueron inoculados con la levadura de referencia K1 (Saccharomyces cerevisiae), y uno

mas de los mostos fue Unicamente inoculado con K1.

4.4.1. Seguimiento de la fermentacion
a) Pérdida de peso

Durante la fermentacion y, debido al desprendimiento del gas carbénico, el mosto sufre
una pérdida de peso por la transformacion de azlcares en dioxido de carbono, etanol y otras
sustancias. En una fermentacion mixta de no-Saccharomyces en combinacion con
Saccharomyces, es importante que el producto de la fermentacion obtenido o propiciado por esta
ultima (principalmente la produccion de alcohol a expensas de los azucares presentes) no se vea
afectado por la accion de las primeras (Raynal et al., 2011).

La evolucion del peso del vino durante la fermentacién tuvo un comportamiento
diferente en funcion de la variedad de la uva al inicio de la fermentacion, mientras que en
‘Cabernet Sauvignon’ se observa una tendencia clara en la disminucion constante de peso, en
“Merlot” disminuye muy poco antes de las 24 horas, después de este tiempo se ve una tendencia
clara en la disminucién. Lo anterior puede atribuirse a que en "Merlot” la levadura tardo mas en
adaptarse que en "C.Sauvignon’. Las fermentaciones en "C.Sauvignon” y "Merlot” finalizaron en
siete dias (Cuadro A4).

Asimismo, dicho peso evolucion6 de manera muy similar en los ocho inoculos mixtos o
cuando se inoculd Unicamente Saccharomyces como se puede observar en la Figura 4.6. El

comportamiento similar es debido a que mayor conversion de azlcares a etanol y dioxido de
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carbono lo realiza Saccharomyces presente en todas las microvinificaciones, ésta es una respuesta

positiva debido a que podemos decir que la no-Saccharomyces no retrasaria la fermentacion.
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Figura 4.6 Evolucion del peso del mosto de "C.Sauvignon™ y Merlot durante la fermentacion de
mostos inoculados con diferentes levaduras no-Saccharomyces + K1.

b) Densidad
La densidad de los mostos durante la fermentacion va disminuyendo en forma paulatina
para estabilizarse lentamente. La densidad del mosto se ubica, por lo general, entre 1.070 y
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1.120 g/L y va a ser funcion de la concentracion de azucares. La del vino debe estar entre 990 y
998 g/L y es normalmente superior en los tintos que en los blancos.
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Figura 4.7. Evolucién de la densidad de mostos de dos variedades de vid "C.Sauvignon™ y
"Merlot” en funcion de la levadura nS de fermentacion en indculos mixtos.

Este descenso paulatino de la densidad del mosto se debe a que contiene azlcar disuelto,
ademas de otras sustancias, lo que lo hace mas denso que el agua; por su parte, el vino no

contiene azucar, ya que fue consumido total o parcialmente durante la fermentacion, y si tiene
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alcohol que es menos denso que el agua, lo que genera que la densidad del vino esté por debajo
de la del agua (1000 g/L) (Aleixandre, 2006).

La densidad inicial para todos los mostos fue de 1.100 g/mL, finalizando entre
1.00 g/mL y 0.998 g/mL para ‘Merlot’ al séptimo dia, se midio hasta el décimo pero se mantuvo
constante. Mientras que para "C.Sauvignon’, finaliz6 0.98 g/mL (Figura 4.7).

¢) Sélidos solubles totales

Se midieron los sélidos solubles totales al inicio y al final de la fermentacion en
microvinificacion, como indicador de la marcha de la fermentacion. En Querétaro se presentan
lluvias antes de la cosecha, causando la disminucion de sélidos solubles totales , en el afio 2012
en promedio se obtuvieron 21 °B y los mostos fueron ajustados al inicio a 21 °B, inspirados en

Jolly (2003), para obtener un mosto con caracteristicas semejantes a las de la region.

Tabla 4.3. Porcentaje de sélidos solubles totales expresados en °Brix de la microvinificaciones al
final de la fermentacion de mostos de dos variedades de vid en presencia de ocho cepas
de levaduras nS en indculos mixtos con S

Levaduras CS M °Brix (Promedio) Desviacion Estandar
NA4+ K 7.2 5.8 6.5a 0.989
NR90+ K 7 7 7a 0
NB108+ K 7.2 7 7.1a 0.141
NB1+ K 7.6 7 7.3a 0.424
NB27+ K 7.0 7.2 7.1a 0.141
NB31+ K 7.4 7 7.2a 0.282
NB39+ K 7.5 7 7.25a 0.353
NR77+ K 7.5 7 7.25a 0.353
K 7.5 7 7.25a 0.353
Variedades 7.32a 6.89b 0.1
CVVariedad 42.6% CV levaduras 5.3%
Valor F 8.34 Valor F 1.2

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho observaciones individuales
para variedades. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a la prueba de
Tukey (P <0.05).

CS: Microvinificacién en "C.Sauvignon”; M: Microvinificacion en "Merlot”
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Como resultado de lo anterior, no se detectaron diferencias entre las microvinificaciones
por efecto de la levadura, habiéndose llegado al fin de la fermentacion a valores que flucttan
entre 7 y 7.5 °B para las distintas levaduras en ‘C. Sauvignon’ 5.8 y 7.2°B en "Merlot
(Tabla 4.3). Sin embargo si hubo diferencias por parte de la variedad de vid con la que se realizo
la microvinificacion, con un promedio de 7.32 °B para "C. Sauvignon” y 6.88 °B para "Merlot".
Esto es debido a que la mayor parte del consumo de azlcares es por parte de la levadura

Saccharomyces la cual fue la misma cepa utilizada para todas las microvinivicaciones.

4.4.2. Cinética de las levaduras

Se busca como caracteristica deseable en una no-Saccharomyces el que domine en el
primer estadio de la fermentacion disminuyendo paulatinamente su poblacién, mientras que
Saccharomyces se posiciona como predominante de la fermentacion (Raynal et al., 2011).

Recordemos que el indculo de no- Saccharomyces aplicado a los mostos fue tres veces
superior (3x10® UFC/mL) y se inoculd e inoculado una hora antes que el de Saccharomyces
(1x10% UFC/ml) con la finalidad de permitir el desarrollo de las primeras y asi poder revelar su
efecto, tal como lo sefiala Jolly (2003).

Ademas, el recuento de la poblacién de levaduras no-Saccharomyces y de
Saccharomyces se llevo a cabo por cuenta viable diariamente y hasta el séptimo dia de la
fermentacion. En el caso de no-Saccharomyces, el recuento se realizd directamente en medio
lisina, mientras que para Saccharomyces se efectué un recuento total en medio NYDA y por
diferencia se estimaron las poblaciones de éstas

a) Comportamiento general de las levaduras en los mostos de las dos variedades

En la Figura 4.8 se aprecia el desarrollo de la cepa de referencia K1 cuando fue
inoculada en vinos de dos variedades, sola o en presncia de alguna cepa nS. Se advierte una
diferencia evidente en el desarrollo de esta cepa en funcion del cultivar de uva. La levadura K1
(Saccharomyces) en presencia 0 en ausencia de no Saccharomyces alcanzd una poblacion
maxima de entre 7x10® UFC/mL y 1x10” UFC/mL. En general se observa que K1 se adaptd

inmediatamente al medio.
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Por otro lado, en la Figura 4.9 se describe la dindmica poblacional de las ocho cepas de

levadura en indculo mixto en mostos de dos variedades de vid.

En general el comportamiento poblacional de las diferentes levaduras fue distinto al ser

inoculadas en cada una de las microvinificaiones.
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Figura 4.8. Cinética poblacional de la levadura K1 cuando se encontraba en combinacion con
cada una de las ocho levaduras nS durante la fermentacion en mostos de

"C.Sauvignon” y "Merlot".
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Figura 4.9. Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras nS cuando se encontraban en
combinacion durante la fermentacién de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’

y ‘Merlot’.
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En todos los casos, y tal como se esperaba, la levadura predominante fue siempre
Saccharomyces (K1) la cual permanecid hasta el final de la fermentacién, como se reporta en
algunos estudios (Comitini, 2011). Por el contrario, se observa que, en la mayoria de las no-
Saccharomyces ocurre un descenso subito en la poblacion al entrar en contacto con el mosto. Una
mayoria de éstas alcanzé su maximo de poblacion alrededor de a 2.083 dias de la fermentacion
para después disminuir su poblacion drasticamente. Asi, después del 4° dia (96 h) la cuenta de
no-Saccharomyces se encontraba por debajo del limite de deteccion, excepto en algunos casos
como en NB1/ Merlot", NA4/'Merlot’, NR90/ Cabermet Sauvignon™ y "Merlot” vy
NB108/ Merlot".

b) Comportamiento de cada una de las levaduras

K1 en ausencia de levaduras no Saccharomyces

La levadura de referencia K1 (Saccharomyces cerevisiae) alcanzé su maxima poblacion
de 1x10” UFC/mL en "C.Sauvignon” después de seis dias de fermentacion, mientras que en
*Merlot” alcanzo 5x10” UFC/mL a los cuatro dias (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Cinética poblacional de la levadura K1 durante la fermentacién en mostos de
“C.Sauvignon” y "Merlot” en ausencia de levaduras nS

Se sabe que Saccharomyces cerevisiae muestra cinco fases de crecimiento bien
definidas cuando es cultivada en medios liquidos con glucosa como fuente de carbono, a saber: 1)
la fase lag, 2) la fase logaritmica, 3) el cambio diduxico, 4) la fase postdiauxica y 5) la fase

estacionaria. La primera consiste de un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara para
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dividirse. Durante la fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacion y
llevan a cabo un metabolismo fermentativo en el que se produce etanol. Al disminuir la
concentracion de glucosa, las células atraviesan por el cambio diauxico, un periodo breve de
tiempo en el cual no hay division, y la célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno
respiratorio. En la fase postdiauxica las células usan como fuente de carbono el etanol producido
durante la fase logaritmica e incrementan su resistencia al estrés gradualmente; en tanto que la
fase estacionaria se presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay divisién
celular. En esta fase, las células acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucdgeno,
alcanzan el mé&ximo nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas gruesa y
resistente a la digestion por liticasa (Folch et al., 2004).

NB1 + K1

Se aprecia que NB1 se adapt6 e inicidé su crecimiento poblacional primeramente en
"C.Sauvignon” que en "Merlot”, donde necesito de un dia para poder detectar un cambio en su
poblacion (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Evoluciéon de las poblaciones de dos cepas de levaduras NB1 y K1 durante la
fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.

Mientras que K1 inicié su reproduccion primero en C.Sauvignon y después en Merlot
alcanzé valores superiores a 7 x 106 UFC/mL como poblacion maxima a las 5.5 dias, empezando

a declinar después de este tiempo.
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NA4 + K1

La levadura NA4 tuvo un comportamiento muy diferente en “C.Sauvignon” con relacion
a "Merlot’, se adaptd primero para “C.Sauvignon” que para "Merlot”. Esta fue primeramente
detectada en CS, sin embargo su poblacion maxima fue de aproximadamente 3x10°® UFC/mL y ya
no fue detectada después de 4 dias de fermentacion, en cambio, en Merlot NA4 pudo adaptarse
después de un dia, alcanzando su maxima poblacion a 2 dias con 4 x 10°® UFC/mL, y fue aln
detectada al final de la fermentacidn. Si comparamos el comportamiento de esta levadura con la
NB1, vemos que ésta alcanz6 una mayor poblacion méaxima de 5 x 108 UFC/mL en mosto de
“C.Sauvignon” y 4.35 x 10° UFC/mL en “Merlot’, y al igual NB1, NA4 a también fue detectada
en mas tiempo en "Merlot™ que en "C.Sauvignon” (Figura 4.12)
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Figura 4.12. Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NA4 y K1 durante la
fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.

Por su parte K1 inicio rdpidamente su reproduccién en "C.Sauvignon’, alcanzando su
maxima poblacion después de 1.83 dias con 8x10® UFC/mL, mientras que en "Merlot” alcanzé
esa misma poblacion hasta las 3.16 dias de incubacion. En la fermentacion mixta con NB1
alcanzé K1 poblaciones menores (7x10° UFC/mL). Los resultados anteriores son posiblemente
debidos a la influencia de la levadura nS de cada vinificacion. La numerosa y persistente
poblacién de no-Saccharomyces ejerce una marcada influencia en la composicién del vino y ain

en el comportamiento de una cepa de S. cerevisiae sembrada en un mosto, esta puede verse
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afectada tanto en su metabolismo como en su ritmo de crecimiento por la influencia nS
(Vazquez et al., 2005).

NB27 +K1

NB27 disminuyo 2x10° UFC/mL tanto en “C.Sauvignon™ como en “Merlot™ al ingresar
al mosto, sin embargo, se recuperd primero en "C.Sauvignon” (Figura 4.13). Su poblacién
maxima fue 5x10° UFC/mL, similar a la poblacion de NB1 en la misma variedad de mosto. K1
por su parte alcanzé una poblacion maxima de 8x10° UFC/mL entre 4 y 5 dias horas para los dos
mostos. En "Merlot” se adaptd después que en "C. Sauvignon’, este comportamiento fue similar

en la mayoria de las levaduras.
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Figura 4.13. Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NB27 y K1 durante la
fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.

NB31 + K1

La levadura N31 no fue detectada después de las 4.16 dias de fermentacion
(Figura 4.14) al igual que NB27, NB31 alcanz6 su poblacion méaxima alrededor de 2.92 dias en
ambas variedades, sin embargo en "C. Sauvignon” alcanzé una poblacién menor a la alcanzada en
"Merlot” de manera similar a NB27 Y NA4. K1 alcanzé una poblacion maxima de
1x10” UFC/mL, primero en ~ C. Sauvignon” y después en "Merlot”, en este (ltimo se percibe una

lenta adaptacion.
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Figura 4.14 Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NB31 y K1 durante la

fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.

NB39 + K1

Al igual que la anterior, la levadura NB39 ya no fue detectada después de 4.16 dias de
fermentacion; en “Cabernet Sauvignogn” alcanzé una poblacion de 8 x 10® UFC/mL después de

2.08 dias de incubacion, mientras que en “Merlot” su méaxima poblacion fue de casi 2 x 10°

UFC/mL alrededor de las 2.92 dias (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NB39 y K1 durante la

fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘Cabernet Sauvignon’ y ‘Merlot’.
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Se observa una notable diferencia entre mostos como en NB31. Sin embargo lo que se
busca es que después de cuatro dias su poblacion no sea capaz de afectar negativamente las
caracteristicas del vino. Mientras tanto, K1 se adapté mas rdpidamente en "C.Sauvignon
iniciando su reproduccion primero que en "Merlot’, alcanzando su poblacion méxima de
7x10° UFC/mL alrededor de 1.83 dias mientras que en “Merlot” alcanzé 8x10°® UFC/mL
alrededor de las 4.16 dias, comportamiento general para las no- Saccharomyces de este estudio.

NR 77 + K1

La levadura NR77 se adaptd rapidamente en "Cabernet Sauvignon’, alcanzando una
poblacion maxima de 8x10® UFC/mL después de un dia de incubacion, mientras que NB1 Y
NB27 a las 0.8 dias ya habian recuperado la poblacién inicial, NA4 y NB39 a los 1.3 dias en
“Cabernet Sauvignon’, mientras que en “Merlot™ su poblacion méaxima fue de casi 4x10® UFC/mL
hasta los dos dias, comparando con "Merlot” 2.25 dias de NB1, 1.46 dias de NB27.

No fue detectada después de 4 dias en ambas fermentaciones (Figura 4.16), N77 puede
ser seleccionada al igual que NB27, NB31, NB39 con el criterio de que su poblacién no

incrementara después del cuarto dia disminuyendo el riesgo de aportaciones indeseables.
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Figura 4.16 Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NR77 y K1 durante la
fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.

K1 alcanzd poblaciones alrededor de 1x10” UFC/mL, primero en ‘C.Sauvignon’ entre

3.13 y 3.9 dias, para "Merlot” (9x10® UFC/mL) entre 5.4 dias. Comparando con NB1 alcanz6 su
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poblacion maxima (7x10® UFC/mL) a los 5.25 dias en ambos mostos para después declinar su
poblacion.

NR90 + K1

La levadura NR90 ya no fue detectada después de 5.21 dias en "C.Sauvignon
alcanzando alli su maxima poblacion (2.5x10° UFC/mL) antes de 2.083 dias. Resulta interesante
que en el mosto de "Merlot™ fue detectada hasta el final de la fermentacion (7.083 dias) y su
poblacion méaxima fue superior a la que alcanzé en “C.Sauvignon” (alrededor de 6x10% UFC/mL)
en este caso, después de 1.04 dias. La permanencia de esta cepa durante relativamente mas
tiempo en el medio fermentativo puede relacionarse con el hecho de que fue la cepa mas tolerante
a etanol de las ocho cepas seleccionadas en Bioscreen C, es decir tuvo menor tiempo de deteccion
que todas las demas. K1 por su parte presentd poblaciones maximas entre 8x10° y
1x10” UFC/mL, adaptandose primero en el mosto de “C.Sauvignon®, mientras que en “Merlot’
alcanzo6 la maxima poblacion aproximadamente el doble de tiempo que en el primer mosto. Un
comportamiento similar a la fermentacion con NR90 lo tuvo la fermentacion mixta con NA4,
donde K1 inicio rapidamente su reproduccion en "C.Sauvignon’, alcanzando su maxima
poblacion después de 1.83 dias con 8x10° UFC/mL, mientras que en “Merlot™ alcanzé esa misma
poblacion hasta las 76 horas. Por otro lado la fermentacion mixta con NB1la diferencia de NR9O,
en la que K1 inici6 su reproduccion primero en C.Sauvignon y después en Merlot alcanz6 valores
superiores a 7x10° UFC/mL como poblacion maxima a las 5.42 dias para ambos mostos
(Figura 4.17).
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Figura 4.17 Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NR90 y K1 durante la

fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.
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NB108 + K1

La cepa NB108 alcanz6 su poblacién méaxima en “C.Sauvignon” (4 x10° UFC/mL) antes
de 2.083 dias de incubacidn, y ya no fue detectada después de 4.16 dias. Por otro lado en "Merlot’
no pudo recuperar su poblacion por encima de 2x10°® UFC/mL, y fue detectada al final de la
fermentacion. Si comparamos el comportamiento de esta cepa con NR77, vemos que esta Ultima
habia alcanzado en “C.Sauvignon’, una poblacion méaxima de 8x10°® UFC/mL después de 1 dia de
incubacion, mientras que en “Merlot™ su poblacion méaxima fue de casi 4x10® UFC/mL hasta las
2 dias.

Por su parte, K1 Se adaptdé mejor al mosto "C.Sauvignon” alcanzando su maxima
poblacion (8.5x10% UFC/mL) en menos de 0.83 dias, mientras que para "Merlot” se alcanzaron
poblaciones superiores (1.28x10° UFC/mL) entre las 2.25 y 3.16 dias (Figura 4.18).
Nuevamente, si comparamos el comportamiento de esta levadura (K1) con la fermentacion mixta
de NR90, vemos que presentd poblaciones maximas entre 8x10® UFC/mL y 1x107 UFC/mL,
adaptandose primero en el mosto de “C.Sauvignon”, mientras que en "Merlot™ alcanz6 la méxima
poblacion aproximadamente el doble de tiempo que en el primer mosto.

Si bien Saccharomyces cerevisiae, es el principal agente en la fermentacion alcohdlica,
la presencia de las levaduras no-Saccharomyces en el proceso es importante (10%-107 células/mL)
(Vazquez et al., 2005).

"C.Sauvignon” "Merlot”

1.5 1.5

7 7
6.5 4 6.5 4
A

\ N\ _
N—

=2

w
w
=2

v
P

=g NB108

=g NB108

Log UFC/mL

&
Log U/mL
wl
2 w
—

~
@]
-
|
LT

=K1

=
n

=K1

~
I~

(5}
L L

o
(S I}
[a=]
L:/

o
)

4 6 8 2 4 6 8
Tiempo(Dfas) Tiempo(Dias)

Figura 4.18 Evolucion de las poblaciones de dos cepas de levaduras NB108 y K1 durante la
fermentacion de mosto de dos cultivares de vid ‘C.Sauvignon’ y ‘Merlot’.
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Como comentarios generales respecto al comportamiento de las distintas cepas
evaluadas, podemos decir que las levaduras que en los dos mostos se detectan antes de 5.21 dias
fueron NB1, NB27, NB31, NB39 y NR77, y solamente en "Merlot” las cepas NR90, NB108, y
NA4 (en "Merlot”). Aparentemente ninguna de las levaduras no-Saccharomyces interfirio en el

dominio de la poblacion de Saccharomyces.

4.5. Analisis fisicos y quimicos de los vinos

4.5.1. Grado alcohdlico

El grado alcoholico es una de las caracteristicas mas importantes en un vino y esta
directamente relacionado con la capacidad de las levaduras de transformacion de azlcares en
etanol (Garcia, 1993). El grado alcohdlico se define como el nimero de litros de etanol contenido
en 100 litros de vino, ambos volimenes se miden a 20 °C, y es expresado por el simbolo “% vol”.
El etanol, sus homologos y los ésteres de ambos estan comprendidos en el grado alcohdlico, por
encontrarse en el destilado (OIV-MA-AS312-01A;CEE, 1990).

Los valores de grado alcohdlico obtenidos en los vinos producidos con las distintas
cepas de levaduras aisladas fluctuaron entre 11.23 y 13.3% vol etanol para las
microvinificaciones mixtas, mientras que para la microvinificacion con K1 (Saccharomyces) fue
de 11.31% vol etanol, sin haber diferencias estadisticas entre ellos (Tabla 4.4). Resultados
similares a los que muestra Jolly et al. (2003) al realizar microvinificaciones de in6culos mixtos
(Saccharomyces + no-Saccharomyces). Flores (2000), en un trabajo donde se evaluaron dos
métodos de vinificacion en tinto (tradicional y maceracién carbénica) utilizando la variedad de
vid 'Ruby Cabernet” y las levaduras Saccharomyces cerevisiae K1 (utilizada en el presente
estudio) y la 71-B, muestra que la levadura no tuvo efecto sobre el porcentaje de alcohol,
encontrd valores de 12.49 y 12.53 % vol etanol respectivamente. Por su parte, Garcia- Junco
(2001) evaluo diversos procesos de vinificacion con las variedades de vid "Ruby Cabernet’,
"Malbec” y "C.Sauvignon” obteniendo valores de etanol 10.39, 10.88, 10.37 GL respectivamente.
Finalmente, De la Cruz et al. (2012) elaboraron vinos tintos de "C.Sauvignon’y “Merlot
proveniente de los mismos tres vifiedos estudiados en el presente trabajo, obteniendo como

resultado un grado alcohdlico para "C.Sauvignon” de 9.13 % vol etanol y para "Merlot” de 11.72

70



%vol etanol, en este estudio se obtuvo un valor similar para la "Merlot"(11.91 % vol etanol) y
diferente para "C.Sauvignon”(12.08 % vol etanol).

Tabla 4.4. Porcentaje de etanol en vinos de dos cultivares obtenidos con ocho cepas de levaduras
no-Saccharomyces en indculos mixtos con la levadura K1

IV - M Promedio Desviacion
% Etanol Estandar

NA4 + K1 13.7 13 13.372 0.466
NR90+ K1 8.62 13.84 11.232 3.691
NB108+ K1 14.16 12.96 13.562 0.848
NB1+ K1 11.87 9.61 10.742 1.598
NB27+ K1 13.6 9.13 11.365% 3.160
NB31+ K1 9.76 13.35 11.62 2.538
NB39+ K1 13.46 9.32 11.392 2.927
NR77+ K1 13 13.29 13.375? 0.120

K1l 9.91 12.71 11.312 1.979
Variedad Promedio 12.0? 11.92 11.99 0.799
CVvariedad 0.59 % CV Levaduras 9.25%
DMS 0.97 HSD 2.82
Valor F 0.007 Valor F 0.39

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho para variedades
observaciones individuales. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a
la prueba de Tukey (P <0.05).

CS: Microvinificaciéon en "C.Sauvignon”; M: Microvinificacion en "Merlot”

En el presente estudio, el grado alcoholico potencial fue de 12.6 % vol etanol
(Calculado a partir de la concentracién de azlcares inicial y la conversion de esta a etanol por
K1, dato proporcionado en la ficha K1 en la seccion 3.2.2) comparando con el obtenido por la
fermentacion Gnicamente realizada por K1 (11.31 %) fue en promedio el valor fue una unidad
mas bajo. En general se obtuvieron valores mas bajos que el grado alcoholico potencial para las
fermentaciones de nS + S, excepto en el caso de la fermentacion mixta con NA4 (13.37 %),
NR77 (13.37 %), NB108 (13.57 %) que fue aproximadamente un grado mayor. La ausencia de
diferencias puede deberse al error experimental, ya que nos encontramos con coeficientes de
variacion relativamente elevados, posiblemente debidos al reducido nimero de repeticiones
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utilizado (dos). Serd necesario efectuar pruebas con mayores tamafios de muestras y mayor
namero de repeticiones.

La ausencia de diferencias en el grado alcoholico de los vinos, en el caso de que ésta se
confirme con estudios ulteriores, muestra que ninguna de las levaduras no-Saccharomyces
compite por azlcares con la cepa de referencia y, por lo tanto, interfiere con la fermentacion
alcoholica.

Finalmente, la variedad de vid no tuvo efecto estadisticamente significativo sobre el
grado alcoholico (T-Student p<0.05).

4.5.2. Acidez total titulable y pH

Los acidos organicos méas frecuentemente encontrados en el vino son el tartarico, el
malico y el lactico. Los dos primeros proceden de la uva y el dltimo de la fermentacion
malolactica de los vinos. Otros acidos organicos presentes en el vino son el citrico, acético,
glucdnico, ascérbico, succinico, entre otros (Blouin y Guimberteau, 2000) En vinos tintos de alta
calidad la acidez total titulable va de 6 a 8g/L &cido tartarico y, para vinos blancos, de 7 a 9 g/L
de &cido tartarico (Sowalsky y Noble, 1998).

Cuando un vino, especialmente un tinto, presenta una acidez total muy elevada, resulta
molesto al gusto, en cambio cuando es insuficientemente acido es fréagil, de color mate y de sabor
pastoso. El sabor &cido que se percibe viene condicionado por la abundancia de protones, es decir
por la acidez real o pH. En un vino, los Unicos acidos que pueden tener una accion sobre el pH
son los acidos tartarico, malico y lactico. El acido tartarico juega el papel mas importante, pues es
el que libera mas protones (iones H+), por lo que tiene una mayor influencia en los cambios de
pH. Pero es necesario tener en cuenta los iones potasio y calcio que forman con el &cido tartarico
el tartrato acido de potasio y el tartrato de calcio. La solubilidad de estas sales es funcién de la
concentracion del 4cido malico y en menor medida del &cido lactico (Flanzy, 2003).

El pH de un vino es una funcidn creciente de la relacion tartrato acido de potasio/ acido
tartarico, es decir, que el pH de un vino depende de la neutralizacion del &cido tartarico. El pH de
los mostos puede variar entre 2.8 y 3.8, segun regiones viticolas y segun las condiciones de
maduracion, en este rango las levaduras responsables de la transformacion de los azUcares en
alcohol se desarrollan bien aunque para la mayoria de las levaduras el desarrollo méaximo se sitGa

en pH superiores (Flanzy, 2003).
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En los mostos y en los vinos, el pH varia dependiendo de las condiciones de
maduracion de las uvas, que determinan la concentracion de &cidos organicos al momento de la
cosecha, del varietal de uva, de las practicas enologicas, de la presencia y metabolismo de
microorganismos, de la temperatura de fermentacion y guarda (Fanzone, 2012).

Recordemos que el pH del mosto utilizado en este trabajo fue ajustado a 3.5 antes de ser
inoculado (el pH antes de ajuste fue de 3.68 para "C. Sauvignon” y 3.6 para "Merlot"), utilizando
acido tartarico, tanto para el mosto de "C. Sauvignon™ como para Merlot". La acidez total
titulable del mosto de "C. Sauvignon” fue de 7.98 g/L &cido tartarico y de "Merlot” 7.83 g/L &cido
tartarico (Tabla 4.6).

Los valores de pH de las diferentes microvinificaciones (nS+K1 yK1) variaron de 3.4 a
3.5 y se encuentran dentro del rango normal para mostos y vinos sin que haya diferencias entre
éstos, lo que muestra que las levaduras nS en cultivos mixtos no ejercen un efecto sobre el pH del
vino. Comitini (2011) sefiala que el comportamiento del pH y acidez total titulable de
fermentaciones con inoculo mixto pueden ser comparables a las fermentaciones donde se inoculo
Unicamente Saccharomyces, esto depende de la cepa de levadura.

En este estudio se obtuvieron valores similares para pH (‘C.Sauvignon™: 3.47 y
"Merlot”: 3.44) a los reportados por De la Cruz y colaboradores en el 2012, asi como para acidez
total para Merlot (6.72 g/L acido tartarico) mientras que para C.Sauvignon fue de 7.048 g/L &cido
tartarico.

Por otro lado, los valores de acidez total titulable de las microvinificaciones fueron
menores al inicial (7.83 +£0.2 g/L de acido tartarico). Habiendo fluctuado en promedio entre 6.3 a
7.48 g/L de acido tartarico para las distintas levaduras (Tabla 4.5), sin haber diferencias entre
ellos Sin embargo si hubo diferencia estadisticamente significativa entre vinificacion por
variedad de vid (Tabla 4.6) con la que se elaboré el mosto para vinificar ("C.Sauvignon™ y
"Merlot’), esto se debe a que la acidez total esta dada por la composicion de cada variedad. Estos
valores se encuentran dentro del rango aceptable para vinos (3 a 9 g/L acido tartarico). Las

levaduras no tuvieron efecto sobre la acidez.
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Tabla 4.5 Grado alcohdlico, acidez total titulable y pH de vinos obtenidos mediante fermentacion
con ocho levaduras nS en cultivo mixto con K1, con variedades de vino confundidas

Levadura Grado alcoholico ATT pH
NB108+ K1 13.56 a 6.61a 345a
NR77+ K1 13.38 a 7.14a 3.46a
NA4+ K1 13.37 a 6.70? 3.44a
NB31+ K1 116a 7.30a 3.46 a
NB39+ K1 11.39a 6.75a 3.52a
NB27+ K1 11.37 a 7.48 a 3.47a
K1 1131 a 6.89 a 3.35a
NR90+ K1 11.23 a 6.34 a 351a
NB1+ K1 10.74 a 6.79 a 343 a
CV Levaduras 9.25% 7.13% 1.5%
HSD 2.82 1.14 0.165

Valor F 0.39 3.27 2.1

Medias provenientes de 8 observaciones (variedades). Letras distintas denotas diferencias
significativas de acuerdo a Tukey (P < 0.05)

Flores (2000) reporta valores de acidez total para vinificaciones utilizando K1 de
7.82 g/L de &cido tartarico. Garcia Junco (2001), por su parte, muestra valores de acidez total
para las respectivas variedades de Ruby Cabernet 6.57 g/L acido tartarico, Malbec (6.57 g/L
acido tartarico), y C.Sauvignon (5.3 g/L acido tartarico).

Tabla 4.6. Grado alcohdlico, acidez total titulable (ATT) y pH de vinos elaborados con dos
variedades, con el efecto de la levadura confundido

Variedades Grado alcohdlico ATT pH
C.Sauvignon 12.00 a 7.05a 3.46a
Merlot 1191 a 6.72b 344 a
CVvariedad 0.59% 2.3% 6.8%
DMS 0.97 0.13 0.027

Valor F 0.007 5.82 1.6

Medias provenientes de dos observaciones (Levaduras). Letras distintas denotas diferencias
significativas de acuerdo a T-Student( p<0.05).
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4.5.3. Acidez volatil

La acidez voléatil (AV) es derivada del conjunto de &cidos grasos de la serie acética
presentes en estado libre y combinados. Estos son producto de la fermentacion alcoholica y
principalmente acética que causan serios defectos en el vino si existen en una concentracion
elevada, ademas de que su presencia es el principal indicador de la sanidad de un vino
(OIV OENO 370-2012).

Para potenciar la maceracion, las temperaturas de fermentacion utilizadas suelen ser
mayores para los vinos tintos que para los vinos blancos (25 a 32 °C). La produccion de acidez
volatil es directamente proporcional a la temperatura de fermentacion. Las cualidades sensoriales
de los vinos tintos pueden mejorarse con levaduras capaces de fermentar a estos rangos de
temperatura y que presentan una baja produccién de acidez volatil. La acidez volatil se expresa
como g/l de acido acético y el limite maximo sefialado por la OIV es 1.2 g/L para vinos
(OIV MA-C1-01:R2011). Es conveniente que la acidez volatil sea lo mas baja posible, ya que por
lo contrario proveeria de sabor agrio indeseable (Aleixandre, 2006).

Todas las microvinificaciones realizadas obtuvieron valores de AV (Tabla 4.7)
inferiores al limite maximo permitido fluctuando entre 0.1 a 0.21 g/L de acido acético. Ademas,
éstos se encuentran por debajo de 0.5g/L de acido acético nivel deseable para no exceder en vinos
por levaduras para seleccion (Saccharmyces y no-Sacharomyces) tomando en cuenta que la
microvinificacion con K1 (Saccharomyces cerevisiae) Unicamente tuvo un valor de 0.155 g/L y
que no hubo diferencias entre levaduras, se concluye que el uso de ninguna de éstas incrementa
los niveles de acido acético en el vino. El valor de K1 para acidez volatil fue similar (0.16 g/L
acido acético) al obtenido por Flores en el 2000 utilizando esta misma levadura en vinificacion en
tintos.

Jolly (2003) reporta valores similares de acidez volatil a los obtenidos en este estudio al
utilizar cultivos mixtos de Candida Colliculosa/Saccharomyces. Cerevisiae, Candida
Stellata/Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata/ Saccharomyces cerevisiae. Por el
contrario, Comitini (2011) consigna valores de acidez volatil superiores en cultivos mixtos de
Candida zemplinina, Tolrulaspora delbrueckii, Metschnicowia pulquerrima, también en la

fermentacidn con Unicamente Saccharomyces cerevisiae (de 0.33 a 0.52g/L de acido acético).
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Tabla 4.7 Acidez volatil titulable expresada en &cido acético g/L, de vinos de dos cultivares
obtenidos con ocho cepas de levaduras no-Saccharomyces en cultivo mixto con la
cepa K1 de Saccharomyces

L evaduras cs N Acido acético Desviacion

g/L Estandar
NA4+ K1 0.329 0.091 0.2102 0.17
NR90+ K1 0.146 0.18 0.1642 0.03
NB108+ K1 0.146 0.164 0.1552 0.01
NB1+ K1 0.146 0.109 0.1282 0.03
NB27+ K1 0.109 0.128 0.118? 0.01
NB31+ K1 0.146 0.109 0.1282 0.03
NB39+ K1 0.109 0.109 0.1092 0.00
NR77+ K1 0.109 0.091 0.1002 0.01
K1 0.329 0.091 0.1552 0.01
Variedad 0.156? 0.126? 0.192

CVvariedades 62.073% CVLevaduras 46.48%
DMS 0.027 HSD 0.058
Valor FVariedad 1.25 Valor F Levadura 0.68

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho observaciones individuales
para variedades. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a la prueba de
Tukey (P <0.05).

CS: Microvinificaciéon en "C.Sauvignon”; M: Microvinificacion en "Merlot”

4.5.4. Az(cares residuales

Los azucares reductores estan constituidos por el conjunto de los azucares con funcion
ceténica o aldehidica determinados por su accion reductora sobre la solucidén cupro-alcalina
(Madrid et al., 2003).

No hubo diferencia significativa entre la concentracion de azucares residualres de los
vinos obtenidas de las microvinificaciones realizadas tanto mixtas como con Saccharomyces y
tampoco por parte de la variedad con la que se realizo la microvinificacion Los valores promedio

obtenidos para las distintas levaduras fluctuaron entre 2.4 y 3.37 (Tabla 4.8).
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Tabla 4.8. Azucares residuales g/L de vinos obtenidos con uva de dos cultivares obtenidos con
ocho cepas de levaduras no-Saccharomyces cada una de ellas inoculada con la cepa
K1 de Saccharomyces

Levaduras CS M PROMEDIO g/L Déi’;sg;?”
NA4+ K1 2.588 3.1670 2.877a 0.408
NR90+ K1 2.593 3.416 3.004 a 0.582
NB108+ K1 2.593 3.467 3.030 a 0.618
NB1+ K1 2.512 2.703 2.608 a 0.134
NB27+ K1 2.683 2.212 2.447 a 0.333
NB31+ K1 2.425 2.979 2.702 a 0.391
NB39+ K1 3.526 3.208 3.367 a 0.224
NR77+ K1 3.631 3.126 3.379a 0.357
K1 2.5 3.139 2.819a 0.452
Variedad 2.858 a 3.046 a 0.127

CVvariedad 4.5% CV Levadura 10.91%
DMS 0.18 HSD 0.38
Valor F variedad 1.1 Valor Fievadura 1.4

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho para variedades
observaciones individuales. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a
la prueba de Tukey (P <0.05).

CS: Microvinificaciéon en "C.Sauvignon”; M: Microvinificacion en "Merlot”

De acuerdo con la OIV-MA-AS311-01A los vinos que se obtuvieron de la fermentacion
mixta se denominarian vinos secos ya que muestran concentraciones menores de 5 g/L de
contenido de azucar.

Este resultado nos indica que el afiadir levadura no-Saccharamyces seleccionadas en
este estudio no interfiere con el proceso de fermentacion de Saccharomyces, este caso, con
relacién a los azlcares residuales. Flores (2000) obtuvo valores de azlcar residual para

vinificaciones en tinto con la levadura K1 de 2.08 g/L.

4.5.5. Anhidrido sulfuroso

El anhidrido sulfuroso que se encuentra en el vino proviene de dos fuentes, la primera 'y

la mas importante es el afiadido durante el proceso de vinificacién y la segunda que puede ser
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muy significativa es por la actividad de las levaduras. ElI SO, es un intermediario en la ruta de
reduccion enzimética de los sulfatos presentes en el mosto para formar H.S, que puede ser
utilizado por las levaduras para sintetizar compuestos organicos y en algunas levaduras este SO;
intermediario se acumula originando niveles muy altos en los vinos. La produccion de SO2
depende genéticamente de la levadura y es afectada por las condiciones en vinificacion como la
composicion de los mostos, concentracion de sulfatos, glucosa, acido pantoténico, dioxido de
azufre, temperatura (Regodén,1997).

Los resultados obtenidos muestran que no existe efecto estadisticamente significativo

por parte de la levadura ni la variedad de vid empleada sobre la microvinificacion(Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Anhidrido sulfuroso libre y total en mg/L de vinos de dos cultivares obtenidos con
ocho cepas de levaduras no-Saccharomyces cada una de ellas inoculada con la cepa
K1 de Saccharomyces

S SO libres Desviacion SO totales Desviacion
(mg/L) estandar (mg/L) estandar
NA4+ K1 62.4 a 2.3 201.6 a 4.5
NR90+ K1 68.8 a 6.8 200 a 20.4
NB108+ K1 91.2a 47.5 233.6 a 54.3
NB1+ K1 56 a 2.3 195.2a 31.7
NB27+ K1 60.8 a 4.5 184 a 15.8
NB31+ K1 65.6 a 11.3 2104 a 12.5
NB39+ K1 60.8 a 9.1 185.6 a 22.6
NR77+ K1 65.6 a 2.3 208 a 22.6
K1 72 a 2.3 260.8 a 11.3
Variedades
CS 72.18 a 54 209.6 a 9.1
M 61.87 a 54 208 a 9.1
CVvariedad 7.7% CVlievaduras  15.3% | CVvariedad 0.4%  CVievadurass 11.7%
DMS 10.3 HSD 35.2 DMS 1.6 HSD 76.8
Valor Fvariedad  1.84  Valor F Levequra 0.80 | Valor F variegas 0.015 ValorFievaura  1.61

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho para variedades
observaciones individuales. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a
la prueba de Tukey (P <0.05). CS: Microvinificacion en 'C.Sauvignon’; M: Microvinificacion en
"Merlot”
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Los valores obtenidos para levaduras van de 56 a 91 mg/L SO Libres y de 184 a 260
mg/L SO Totales. Y por variedad de mosto 72 y 62 mg/L SO, (+5.37) Libres y 209.6 y 208
mg/L SO Total respectivamente para "C.Sauvignon” y "Merlot” (Tabla 4.9).

El limite de tolerancia a anhidrido sulfuroso total segin la OIV es de 250 g/L. Los
valores obtenidos en el presente estudio se encuentran por debajo de estos limites legales, por lo
cual las levaduras no presentan problemas para ser usadas en forma de indculos mixtos. Jolly
(2003), en un mosto con condiciones similares obtuvo para S. cerevisiae 26 mg/L, y para
microvinificaciones mixtas con levaduras del género Candida y Kloeckera fue en promedio de 28

mg/L de anhidrido sulfuroso total.

4.5.6. Glicerol

El glicerol contribuye a la suavidad y viscosidad del vino, y débilmente al sabor dulce y
a la diminucién de la sensacién del gusto amargo del vino. En las concentraciones en que
normalmente se encuentra en los vinos (1 a 10 g/l), la cantidad necesaria para producir un
incremento detectable en la suavidad es de unos 5.2 g/L. EIl glicerol es un producto mayoritario
originado por las levaduras durante la fermentacion después de etanol y el anhidrido carbonico
(Regodon, 1997).

El glicerol se forma directamente a partir de los hidratos de carbono, por accion de las
levaduras en los primeros momentos de la fermentacion alcohdlica, cuando empieza a
desaparecer del azlcar. Mas de la mitad del glicerol de un vino es producido con la fermentacion
de los primeros 5 g de azlcar (Lozano y Mufioz, 1988). Esto se debe a que las levaduras dejan de
respirar al consumirse el oxigeno disuelto en el mosto, pero siguen viviendo gracias a la
metabolizacion de las hexosas cuya fermentacidn son capaces de realizar. Su formacion juega un
importante papel en el mantenimiento del equilibrio rédox en la célula. En ocasiones, es
producido como respuesta al estrés osmotico, pudiendo ser estimulada su produccion en
presencia de altas concentraciones iniciales de aztcar (Maiorella et al., 1984)

La microvinificacion con la levadura N39 obtuvo mayores valores de glicerol (7.45 g/L)
que con el resto de las microvinificaciones mixtas y Unicamente con Saccharomyces que fue de

5.39 a 6.5¢/L (Tabla 4.10). Se obtuvieron valores similares a los que Jolly (2003) obtuvo valores
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similares para las fermentaciones mixtas (6.89-7.94 g/L de glicerol) excepto para la fermentacion
realizada Unicamente con la levadura Saccharomyces encontrando 8.53 g/L de glicerol.

Tabla 4.10 Contenido de glicerol en vinos de dos cultivares obtenidos con ocho cepas de
levaduras no-Saccharomyces cada una de ellas inoculada con la cepa K1 de

Saccharomyces
Levaduras CS M PROMEDIO g/L Desviacion Estandar
S 5.79 5.71 5.75b 0.05
NROOEKT 5.65 5.74 5.70b 0.06
INBEOSHISE 5.58 6.22 5.90b 0.44
NB1+K1 5.24 5.54 5.39b 0.21
ez 5.66 5.60 5.63b 0.04
NB31+ K1 6.07 5.53 5.80b 0.38
NB39+ K1 7.59 731 7.45a 0.19
NR77+ KL 6.15 6.82 6.49 ab 0.46
K1
6.27 6.74 6.50 ab 0.33
Variedad 5,992 6.132 0.097
CVvariedad 1.2% CVlevadruras 10.53 %
DMS 0.13 HSD 0.94
Valor FVariedad 0.93 Valor F Levaduras 9.44

Promedios obtenidos de dos observaciones para levaduras y de ocho para variedades
observaciones individuales. Medias seguidas de letras distintas denotan diferencias de acuerdo a
la prueba de Tukey (P <0.05).

CS: Microvinificaciéon en "C.Sauvignon”; M: Microvinificacion en "Merlot”

4.6. ldentificacion de las levaduras seleccionadas

Las ocho cepas de levadura se identificaron mediante la amplificacion del dominio
D1/D2 del gen que codifica para la subunidad 26S del ARNr empleando las condiciones
propuestas por Maomura et al. (2005). Se emplearon los oligos universales NL1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) y NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) que
amplifican un fragmento de 608 pb el cual fué secuenciado en la “Unidad de Sintesis y

Secuenciacion” del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Las secuencias obtenidas se introdujeron

80



en el banco de datos mediante el programa Blast (Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

para buscar homologia con secuencias de levaduras reportadas.

Todas las levaduras resultaron ser del genero Hanseniaspora. Las cepas NB39 y NB31,
tuvieron mayor homologia a la cepa JNFSL-2 reportada en NCBI (Tabla 4.11). Por otro lado
NB108, NR77, NR27 tuvieron mayor homologia con la cepa M8. Finalmente, NR90 tuvo mayor
porcentaje de identidad con KKUY 009, NA4 con MB208 y NB1 con JJZ3 (Tabla 4.11).

Tabla 4.11 Levaduras seleccionadas y su similitud con secuencias del BLAST

Cobertura Valor . Nombre de Acceso de la secuencia con maxima
Cepa de Identidad :
E homologia
consulta
Hanseniaspora uvarum strain JNFSL-2
NB39 9 0 99 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
NR90 97 0 95 Hansenl_aspora guilliermondii str_am KKUY 009 26S
ribosomal RNA gene, partial sequence
NB108 99 0 98 Hanseniaspora uvarum st(aln M8 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence
NB31 99 0 98 Har!senlaspora uvarum stram JNFSL-2 26S
ribosomal RNA gene, partial sequence
NA4 84 1);}20- 92 Hanseniaspora uvarum stra!n MB208 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence
NR77 99 0 98 Hanseniaspora uvarum straln M8 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence
NB27 99 0 99 Hanseniaspora uvarum st(aln M8 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence
NB1 88 0 97 Hanseniaspora uvarum strain JJZ3 26S ribosomal

RNA gene, partial sequence

El género Hanseniaspora se caracteriza en términos generales por ser capaz de
fermentar en mosto de uva hasta un maximo de 5 % de alcohol, por lo que se considera sensible
a este compuesto, lo que explica el comportamiento de las cepas aisladas en fermentacion.
Hanseniaspora guillermondii se ha reportado como productora de bajas cantidades de alcoholes
superiores y se caracteriza por mostrar una gran variabilidad en la produccion de acido acetico.
Se sabe que producen mas altas concentraciones de ésteres y glicerol que Saccharomyces (Zironi,
1993).
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Las secuencias obtenidas, junto con secuencias de levaduras que presentaron la mas alta
homologia reportadas en el banco de datos, fueron alineadas de manera mdaltiple utilizando el
método ClustalW del programa Bioedit 7.2. Dicho alineamiento fue importado al programa
Mega 4.0 para la construccion del arbol filogenético, utilizando el método neighbor joining (NJ),

y el modelo de evolucién Jukes-Cantor (Criminger et al., 2007) (Figura 4.19).

Figura 4.19. Dendrograma de las ocho levaduras seleccionadas y las secuencias similares en el
BLAST con su respectivo origen de aislamiento

Hanseniaspora clermontiae JM18 (Café)

Hanseniaspora uvarum B-WHX-12-63 (Jugo de manzana)

Hanseniaspora uvarum M72 (Vino)

Hanseniaspora uvarum M132 (Vino)

Hanseniaspora uvarum JJZ3(Espino cerval de mar)

Hanseniaspora uvarum MB208 (Néctar)

Hanseniaspora uvarum M8 (Vino)

Hanseniaspora uvarum JNFSL-2 (Superficie de fruto)

Hanseniaspora uvarum ¢s247 (Uva)

A Hanseniaspora uvarum NB39 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora uvarum NB31 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora uvarum NB27 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora uvarum NB1 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora guilliermondii NR90 (Mosto de uva)

Hanseniaspora guilliermondii KKUY 009 (No publicado)

" Hanseniaspora guilliermondii A17-1-2 (Vino)

Hanseniaspora opuntiae ¢s203 (Uva)

Candida stellata CBS 843 (Vino)

—— Saccharomyces cerevisiae K-1 (Corteza de litchi)

L A Hanseniaspora uvarum NB108 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora uvarum NR77 (Mosto de uva)

A Hanseniaspora uvarum NA4 (Mosto de uva)

——

0.05

En el analisis de conglomerados, cuando se advierte que las levaduras aisladas con una
unién de distancia cero muestra patrones idénticos y se puede considerar que pertenecen a la

misma especie (Vezinhet et al., 1992; Fernandez et al., 2000).
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Hay dos grupos de especies a las que pertenecen las levaduras en estudio, y es
Hanseniaspora guillermondi donde se encuentra NR90 y Hanseniaspora uvarum correspondiente
al resto de las levaduras analizadas (Figura 4.19).

La cepa NA4, si bien se encuentra situada dentro de la clasificacion de Hanseniaspora
uvarum se aleja del resto de la poblacion de levaduras aisladas en Querétaro debido a su bajo

porcentaje de identidad y su valor E diferente de cero (Figura 4.19).
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V. CONCLUSIONES

Maduracion del fruto
- La variedad de vid que alcanzé mayor grado de madurez en los distintos vifiedos
estudiados dentro del estado de Querétaro fue "Merlot’".
- En la regién en que se obtuvo mayor concentracion de azucares de la uva en madurez,
considerando las dos variedades fue en el municipio de Ezequiel Montes, representado

por ‘Viniedos Azteca’.

Diferenciacion de levaduras
- De 197 levaduras aisladas de uvas provenientes de mosto de uva de los tres vifiedos
queretanos 74 % correspondié a no-Saccharomyces.
- De las 146 cepas de levaduras diferenciadas como no-Saccharomyces 90 cepas resultaron
B glucosidasa positivas, caracteristica que favorece para la liberacion de los aromas en el

vino.

Tolerancia a etanol y SO2
- Las 90 cepas de levaduras nS B glucosidasa positivas fueron evaluadas en el analizador
turbidimétrico Bioscreen C resultaron sensibles a etanol 6 %, al mostrar todas ellas un
tiempo de deteccidn superior a 18 h. Sélo ocho ( 9 %) de las 90 levaduras mostraron
tolerancia a didxido de azufre (SO2), con tiempos de deteccion en presencia de este
compuesto (30 mg/L SO total) menores de 12.37 h, motivo por el cual fueron retenidas

para las pruebas ulteriores.
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Ensayos de microvinificacion

- Las fermentaciones llevadas a cabo con cultivos mixtos (nS + K1), asi como las llevadas a
cabo con la cepa de Saccharomyces (K1) tuvieron una duracién de siete dias resultando
completamente terminadas.

- Siete de las ocho levaduras sometidas a ensayos de microvinificacion en presencia de la
cepa de referencia Saccharomyces mostraron una permanencia en el medio fermentativo
inferior a cuatro dias (al menos en uno de los por variedad), mientras NR9O result6 la mas
persistente, al estar presente hasta el final de la fermentacidén en los mostos de las dos
variedades ("C. Sauvignon” y "Merlot”).

- No se obtuvieron diferencias para pH, solidos solubles totales, acidez total titulable,
acidez volatil azucares residuales, porcentaje de alcohol, anhidrido sulfuroso total y libre
entre los vinos producidos con ninguna de las ocho cepas de no-Saccharomyces en
presencia de la cepa de referencia K1, ni al compararlos con los obtenidos en
fermentaciones con sélo la cepa de referencia de Saccharomyces. Las cifras obtenidas
para estas variables pueden considerarse normales para vinos tintos de mesa.

- Los valores de acidez volatil obtenidos con los distintos vinos producidos con las ocho
levaduras seleccionadas se encontraron por debajo de los limites legales de la U.E. y los
requeridos para seleccion de levaduras nS con fines enologicos.

- La cepa NB39 obtuvo una concentracién de glicerol en el vino superior a las de las otras
levaduras y fue mayor de 12.75 % a un 27.60 %.

- No se obtuvieron diferencias en grado alcoholico, pH, acidez volatil, azucares residuales,
anhidrido sulfuroso libre y total y glicerol entre las variedades evaluadas('C. Sauvignon”
que en "Merlot™.).

- Laacidez total titulable fue superior en "C. Sauvignon” que en "Merlot".
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Identificacidn de las cepas de levaduras

Las pruebas de identificacion de las levaduras por PCR mostraron que las ocho levaduras
seleccionadas resultaron del género Hanseniaspora; NR90 resultd H. guillermondi y el

resto H. uvarum.

Recomendaciones para futuros trabajos de investigacion

Realizar mayor nimero de repeticiones, ya que en esta tesis no se hicieron mas
repeticiones debido a la falta de material experimental.

Realizar estudios utilizando espectrometria de masas, para evaluar el perfil aromatico de
los vinos producidos con las cepas de levaduras nS.

Evaluar las levaduras seleccionadas en este estudio para produccion de vino blanco
Evaluar el potencial enoldgico de las levaduras B-glucosidasa (-) obtenidas en este
estudio.

Evaluaciones sensoriales con jueces entrenados.
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ANEXOS
Anexo 1. Seguimiento de la maduracion de vid en tres vifiedos de Querétaro

21.8295 21.8295 9.9225 11.2455 6.93105
445095 44.5095 15.498 12.9465 8.91135
37.422 37.422 12.0015 17.2935 10.396575

6.32172 19.2492 16.9846 27.8457088
2.48262 10.582 14.9075 22.3310722
2.67222 14.6648 10.7844 15.2934981

138 191 191 19.3

11.05 164 193 19.9
10 17.6 18.65 15.9
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10.1115 11.151  7.143225
26.838 26.838 11.0565 9.828 7.6383
16.9155 10.4895  7.709025

7.56192349 17.2081294 20.5362748 30.3784355
5.5890901 17.1844616 22.3850224 26.9693518
4.2462845 9.39966303 19.9246866 25.943618
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22.5855
23.436
29.862

22.5855
23.436
29.862

7.0841911
8

6.9337771

4.6882325
4
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3
6.6020508
5

11.34
12.04875
20.61045

17.901234
6
16.599232
3
7.8843499
3

7.709025
6.36525
10.1844

26.235483
7
34.405561
4
17.968657
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Anexo 2. Protocolo para termovinificacion

Material:
Manta de cielo esteril
Guantes estériles
Recipiente con hielo

Recipientes estériles

Procedimiento

1.- Los racimos provenientes de la vendimia destinados para micro vinificaciones fueron
desinfectados (Hipoclorito de sodio al 100ppm /5 min.), posteriormente se lavaron con agua
destilada y se secaron con una corriente de aire.

2.-Se despalillo manualmente (utilizando guantes estériles)

3.- Se presionaron las uvas con un utensilio de acero inoxidable en un recipiente
(previamente estériles ambos) con la finalidad de romper el grano de uva, simulando un
prensado.

4.- Se cubrio el recipiente con papel aluminio y se llevd a una temperatura de 65 °C y se
mantuvo por 20 min (se utilizé equipo autoclave).

5.-Se llevo a una temperatura de 20 °C en menos de 5 minutos, utilizando un recipiente
con contenido de agua y hielo.

6.- En una campana de flujo laminar, como zona aséptica se vertid el mosto obtenido a
20 C en una maya de tela estéril y se estrujo manualmente utilizando guantes estériles,
desembocando el liquido obtenido en un recipiente estéril.

7.- 1 ml del liquido fue utilizado como muestra directa para hacer la prueba de vaciado
en placa, Agar Papa Dextrosa (APD), adicionado con rosa de bengala (60mcg mL-1); al
solidificar el medio se incubard a 25°C entre tres y cinco dias, para evaluar el crecimiento de
hongos y levaduras (Sandoval et al., 2011).

8.-Resultados: no hubo crecimiento
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Cuadro A3.Tiempo de deteccion de levaduras tolerancias a etanol 6% y dioxido de azufre

30 mg-I* total.
Cepa | ETANOL | DIOXIDO | Cepa | ETANOL | DIOXIDO | Cepa | ETANOL | DIOXIDO
6% DE 6% DE 6% DE
AZUFRE AZUFRE AZUFRE
30 mg-I-1 30 mg-1-1 30 mg-I-1
NB1 | 2865 742 NB54 | 2915 1215 NB116 | 2685 832
NB2 | 4325 847 NB59 | 4325 960 NB117 | 2145 787
NB3 | 4325 855 NB60 | 2630 862 NB118 | 1880 832
NB7 | 4325 855 NB61 | 2150 870 NB119 | 1960 817
NB8 | 1915 825 NB62 | 4300 825 NB120 | 1920 787
NB9 | 1475 937 NB63 | 1200 832 NB121 | 3215 840
NB10 | 2190 870 NB64 | 1960 832 NB123 | 4325 802
NR12 | 2610 877 NB65 | 4325 840 NB124 | 2320 787
NB13 | 3235 862 NB66 | 1265 832 NB129 | 4595 840
NB14 | 2545 952 NB71 | 3395 757 NB130 | 3450 937
NB16 | 3125 825 NR74 | 1745 847 NB131 | 2225 870
NB17 | 3260 832 NA75 | 4325 967 NB132 | 2340 840
NB18 | 1975 795 NR77 | 1595 232 NB133 | 1800 855
NR20 | 2250 810 NA4 | 1380 525 NR84 | 1590 840
NR21 | 2240 825 NA22 | 1455 765 NR86 | 1525 847
NB23 | 1330 825 NA26 | 1640 825 NR90 | 1090 172
NB24 | 1720 757 NA36 | 1370 847 NR94 | 1965 780
NB25 | 2380 795 NA38 | 1560 840 NR96 | 1265 832
NB27 | 2070 742 NA41 | 1555 840 NR98 | 2160 825
NR28 | 2395 825 NA42 | 1550 832 NR99 | 1815 840
NB31 | 2340 465 NA56 | 2695 855 NR100 | 1810 907
NB39 | 4325 735 NA72 | 4055 825 NR104 | 1800 825
NB45 | 1380 832 NASO | 2820 832 NR105 | 1660 907
NB46 | 1630 832 NB108 | 3270 240 NR106 | 2115 960
NB48 | 1750 997 NB109 | 2555 1080 NR107 | 4325 885
NB51 | 2190 832 NB110 | 1370 716 NB143 | 2155 892
NB52 | 2150 817 NB111 | 2700 795 NB145 | 2035 825
NB53 | 2365 825 NB114 | 4255 847
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Cuadro A4. Seguimiento de peso neto (g) durante la fermentacion

“Cabernet Sauvignon”

NA4 | NR90+K |NB108+K [ NB1+K | NB27+K | NB31+K | NB39+K | NR77+K | K
Tiempo (h) |+K
0 7705 |770.5 770 776 767 771 772.5 774.5 770
12 766.5 |765.5 763.5 769.5 | 761 766 766 767.5 763.5
25 758 755.5 754.5 759.5 | 753 757 758.5 758.5 756.5
36 746.5 |743.5 743 747.5 742 745.5 746.5 746.5 743.5
75.5 726 724.5 724 728.5 723 727 727 727.5 723.5
99 7135 |712.6 712.5 717 7115 714 716 716.5 711.5
123 7015 |7015 701.5 704.5 700 703 704.5 705.5 700.5
147 696.5 |696.5 696 699.5 694.5 697.5 699 700.5 696
180 694.5 |693.5 692.5 696.5 |691 694 695.5 697 693
194 694 692 690.5 695 689 692.5 693.5 695 691.5
244 692 691 690 694.5 |688.5 691.5 693 694.5 691

“Merlot”

NA4 NR90+K | NB108+K | NB1+K |NB27+K | NB31+K | NB39+K | NR77+K | K
Tiempo (h) [+K
0 7725 |779 778 778 778 776 774 780 774
25 771 778 777 7 776.5 775 773 779 773.5
34 767 774 773 773 773 771.5 769.5 775 770.5
53 750.5 |759 758 756 755.5 754.5 752 757.5 752.5
99.5 7215 |730 728 727 726 725 723 728 722
128.5 705 711 710.5 709.5 708.5 708.5 706 710.5 704
160 702 707.5 707 707 705.5 705.5 703.5 708 702.5
177.5 700.5 |706 705.5 705 704 703.5 702 706.5 701
194.5 700 705.5 705 705 703.5 703 701.5 706.5 701
220 698.5 |704 703.5 703 701.5 701.5 700 705 699.5
246 698 703.5 703 702 701 701 699.5 704.5 699
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Anexo 5. Polifenoles totales de vino final

Metodologia: La concentracion de polifenoles totales en el vino se determind
colorimétricamente modificando el método descrito por Harbertson & Adams (1978). Muestras
de 10 pl se diluyeron en 1mL de agua destilada, se afiadieron 100 pL del reactivo de Folin-
Cicalteau y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se afiadieron 300 pL
de Na>COz al 20% (w/v) y se incubaron las muestras a 40°C por 30 min. La absorbancia de las
muestras se evaluo por espectrofotometria a 765 nm utilizando una placa con 1 cm Este se realizo
en un equipo Multiskan ascent (Thermo Electron Corporation®). La concentracion especifica de
polifenoles totales se determind después de generar una curva estandar utilizando acido galico
como control.

Los compuestos fenolicos son responsables de importantes caracteristicas organolépticas
de los vinos La concentracion de taninos en el vino depende del varietal y maduracion de la uva
utilizada durante el proceso de vinificacion, el tiempo y temperatura de maceracion, el tipo de
polifenol (Ortiz, 2011). La concentracion de polifenoles totales en el vino tinto generalmente
fluctGia entre 50 y 6000 mg L™ (Waterhouse y Teissedre, 1997).

Los vinos obtenidos de las microvinificaciones resultaron con 1.19 g/L de polifenoles
totales para Merlot y 1.5 g/L de polifenoles totales para "C.Sauvignon” (Cuadro A5).

Cuadro A5.Polifenoles totales de vino final

CABERNET
MERLOT g/L SAUVIGNON g/L
SA1 1.14647867 | SA1 1.35865167
SR7 1.50010033 | SR7 1.541046
SB1 1.05714267 | SB1 1.987726
N1 1.619215 N1 1.10925533
N27 0.83380267 | N27 1.183702
NB1 1.04225333 | N31 1.84999967
N39 0.90824933 | N39 1.47032167
N77 1.016197 | N77 1.34748467
K1 1.652716 | K1 1.65643833
Promedio |1.19735056 | Promedio 1.50051393
Desviacion Desviacion
estandar 0.31061416 | estandar 0.27555574
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