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Resumen

Querétaro es el segundo productor de vinos en México, pero los vinos de la region
presentan problemas en calidad y sabor del vino, asociado al uso de levaduras comerciales
o al desarrollo de fermentaciones naturales que no responden adecuadamente a los
problemas de la region. Uno de dichos problemas es que el clima de la region provoca en la
uva una baja concentraciéon de antocianinas, lo que afecta el color, sabor y capacidad
antioxidante del vino (Miranda-Castilleja, ef al., 2014). El uso de levaduras convencionales
puede reducir ain mas el contenido de antocianinas debido a que éstas pueden adsorberse
en la pared celular de las levaduras y, de esta forma, reducir ain mas el contenido de
antocianinas en el producto terminado, sin considerar la pérdida en la tipicidad del vino

producido (Morata, et al., 2003; Jackson, 2014).

El objetivo del presente proyecto fue aislar levaduras con potencial enologico
pertenecientes al género Saccharomyces, a partir de uvas variedad Cabernet Sauvignon

cosechadas en el municipio de El Marqués, Querétaro.

Las cepas fueron aisladas durante la fermentacion natural de mostos sulfitados (70 mg
SO,/L mosto) de uva tinta madura, realizando cinco pases en medio nutritivo selectivo
(YPDA con ampicilina [100 pg/mL]y PDA con cloranfenicol [50 pg/mL)] e inoculando
las levaduras aisladas en agar lisina y agar WL para su identificacion como probables
Saccharomyces spp. (Gonzalez, 2015). Las levaduras aisladas fueron después identificadas
mediante la amplificaciéon y secuenciacion del dominio DI1/D2 del ADNr 26S
(Fernandez-Espinar, et al., 2005). Posteriormente, se evalud su tolerancia al etanol hasta
concentraciones de 14% v/v. De un total de 69 levaduras aisladas, una fue identificada
como Saccharomyces cerevisiae y dos como Saccharomyces paradoxus. Las tres levaduras

toleraron concentraciones de 70 mg SO,/L mosto y hasta de 14% v/v etanol.

Posteriormente, se realizaron pruebas de microvinificacion para cada levadura aislada. Los
vinos producidos por las tres levaduras presentan un contenido menor a 0.2 g de fructosa y

glucosa por litro de vino. En el caso del vino producido por las levaduras identificadas
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como S. cerevisiae a'y S. paradoxus c, la acidez total estd comprendida en un intervalo de
8.8 a 9.2 g/L 4cido tartarico, considerado adecuado para un vino comercial; asimismo, el
contenido alcoholico fue de 12.56% v/v etanol y 13.25% v/v, respectivamente. En cuanto al
vino producido por la levadura identificada como S. paradoxus b, present6 una acidez total
de 10.4 g/L acido tartarico, superior a la esperada para un vino comercial; en cuanto al

contenido alcoholico, se obtuvo una graduacion alcohdlica de 12.98% v/v etanol.

Las levaduras S. paradoxus b y c, presentaron el mayor rendimiento producto-biomasa

0—6.40 0—6.54

(Y,x) con respecto a etanol (1 , respectivamente) y eficiencia fermentativa

y 1
(89.27% vy 89.89%, respectivamente). Con respecto a la levadura Saccharomyces
cerevisiae, presentd un rendimiento producto-biomasa (Y) con respecto a etanol de 107"
y una eficiencia fermentativa de 87.59%. En cuanto a la concentracion de antocianinas
adsorbidas en la superficie de la pared celular, a pesar de que no se encontrd diferencia
significativa ((p<5%) entre las tres levaduras evaluadas, la que presenta una menor
adsorcion es la levadura identificada como Saccharomyces cerevisiae. Los anteriores

resultados se pueden interpretar como un bajo impacto en el contenido fenolico total del

vino.

El presente trabajo permitio revelar el potencial enoldgico de las levaduras nativas del
estado de Querétaro. Con base en los resultados obtenidos, se recomendaria el uso de la
levadura S. cerevisiae en la industria, debido a que muestra un adecuado rendimiento
producto-biomasa con respecto a etanol (Y,), eficiencia fermentativa y, sobre todo, el
menor impacto en el contenido fendlico total de un vino tinto de entre las tres levaduras

evaluadas.
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Introduccién

El vino es una bebida obtenida de la fermentacion alcohodlica total o parcial del mosto de
uva, llevada a cabo por levaduras. La calidad del vino depende de la variedad de uva
empleada, las condiciones medioambientales durante el desarrollo de la uva, de las

practicas agricolas, el proceso de vinificacion y la levadura empleada (Jackson, 2014).

El proceso de elaboracion de vino tinto consiste en diversas operaciones unitarias, pero el
presente trabajo se enfocard en la fermentacion alcohdlica, etapa en la cual se produce
etanol y se sintetizan compuestos relacionados con el perfil sensorial del vino. Al inicio de
la fermentacion, participan varios géneros de levaduras propias de la superficie de la uva;
sin embargo, éstas se verdn gradualmente inhibidas debido a condiciones cada vez menos
favorables en el mosto de uva, como el gradual aumento en la concentracion de etanol o la
adicién de SO, al mosto de uva; Sacharomyces spp. es el género que predominard en la
operacion y que aportara etanol y diversos compuestos relacionados con el perfil sensorial

del vino (o también tipicidad del vino) (Universidad California Davis, 2018).

Una forma de iniciar la fermentacion es con levaduras aisladas de la superficie de las uvas
empleadas para elaborar el vino. Esto favorece la tipicidad del vino, garantiza una calidad
constante fermentacion tras fermentacion (Jackson, 2014) y, en el caso de México,
responde a necesidades individuales de los productores, ademds de que reduce la
dependencia de levaduras importadas para iniciar la fermentacion (Miranda-Castilleja et al.,

2015).

En la produccion de vino tinto, las antocianinas (compuestos polifendlicos) juegan un papel
importante, pues aportan color y otras propiedades deseables en el vino. El contenido de
antocianinas en el vino depende de factores como el clima y el tipo de levadura empleada.
En el caso de Querétaro, el clima no favorece una dptima maduracion fendlica, situacion a
la cual se afiade el uso de levaduras que no necesariamente responden adecuadamente a
este problema, pues las levaduras son capaces de adsorber diversos compuestos fenolicos

(entre ellos, antocianinas) debido a la composicion de su pared celular (debido
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principalmente a la presencia de manoproteinas) y, asi, reducir aiin mas el contenido de

antocianinas en el vino terminado (Jackson, 2014).

El aislamiento y la identificacion de levaduras puede hacerse por medio de multiples
técnicas. El aislamiento de levaduras se hace convencionalmente mediante la inoculacion
de la muestra ambiental en un medio nutritivo y selectivo. Posteriormente, se evaltian
caracteristicas morfo y fisiologicas lo que, generalmente, implica muchos recursos y
tiempo, sin garantizar una identificacion Optima (Miranda-Castilleja et al, 2015;

Franco-Diaz, 2018).

En cambio, los métodos moleculares permiten una identificacion rapida, precisa y facil
hasta nivel de especie de muchas levaduras de relevancia en la industria de los alimentos.
La metodologia de identificacion por analisis de secuencias de regiones del ADN consiste
en la amplificacion y secuenciacion de una region especifica del ADN. Generalmente, se
recurre a la amplificacion del dominio D1/D2 del ADNr 26 S. Tras la amplificacion, se
obtiene un amplicon de 600 pb comun a todas las levaduras pero con diferencias entre
especies de hasta una sola base, lo que permite la discriminacion incluso entre levaduras

altamente relacionadas (Orbera-Raton, 2004).

En el presente trabajo, se aislaron levaduras de la superficie de uvas variedad Cabernet
Sauvignon provenientes de la region de E1 Marqués, Querétaro y se identificaron por medio
de pruebas morfo-fisiologicas. Asimismo, las levaduras aisladas e identificadas como
“probables Saccharomyces spp.” se analizaron mediante la amplificacion y secuenciacion

del dominio D1/D2 del ADNr 26S y su posterior comparacion con secuencias de referencia.

Posteriormente, con las levaduras identificadas ya como Saccharomyces spp., se
establecieron procesos de micro vinificacion con la misma variedad de uva para evaluar el
rendimiento producto-biomasa (Y,), €l contenido de etanol por cromatografia de gases, el
contenido de glucosa y fructosa del vino obtenido por cromatografia de liquidos y las
antocianinas adsorbidas en la superficie de las levaduras. Asimismo, se determinaron °Bx y

acidez total fija del mosto pre y post fermentacion.
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El resultado de la investigacion servira como base para evaluar las caracteristicas
sensoriales del vino producido por las levaduras aisladas, con el fin de proveer a la industria

queretana con levaduras nativas que permitan un vino tnico y con una calidad constante.
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2. Antecedentes

2.1 Clasificacion del vino y antecedentes historicos

El vino es la bebida alcohdlica obtenida de la fermentacion total o parcial de uva fresca,
estrujada o no, o del jugo o “mosto” de uva (Vitis vinifera) de una cepa definida con un
contenido minimo de alcohol de 8.5% v/v. (Organizacioén Internacional de la Vifa y el

Vino, 2019). Existen distintas formas de clasificar a los vinos, entre las que se encuentran:

e Por el color del vino: de manera general, en blancos, rosados y tintos, esto en
funcién de la cepa de uva empleada para elaborar el vino (Garcia-Cazorla y
Xirau-Vayreda, 2000) y las condiciones de vinificacion, como se presenta en la

Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de vinos por color y las condiciones de vinificacion de cada vino

Uva Tipo de vinificacion Maceracion Vino obtenido
Blanca Vino blanco de
blancos
Tinta Vinificacion en Sin maceracion o Vino blanco de
blanco maceracion corta tintos
Vino gris

Vino rosado

Maceracion media y
sangrado de la cuba

Clarete

Vinificacién en tinto Vino de café

Maceracion larga Vino tinto

(Modificado de Chavaro-Ortiz, 2014).

e Por el contenido de azicar residual tras la fermentacion en:
o secos: entre 4 g/L-9g/L de azucar y una acidez total tal que la diferencia no

sea menor 2 g/L (g acido tartarico/L) con respecto al contenido de azucares.
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o semi-secos: max. 12 g/L-18 g/l de azucar y una acidez total tal que la
diferencia no sea menor 2 g/L (g acido tartarico/L) con respecto al
contenido de azucares.

o semi-dulces: max. 45 g/L de azucar y con una acidez total como la descrita
anteriormente.

0 dulces: min. 45 g/l de azucar y con una acidez total como la descrita
anteriormente.

e Por el contenido alcohdlico que presentan en vino o vino de licor (15 % v/v-24%
v/v etanol).
e Por el contenido de CO,:

o Tranquilo: méax. 4 g/L de CO, a 20 °C.

o De aguja: entre 3 g/L a 5 g/L de CO, a 20 °C.

e C(lasificaciones especiales: se refiere a vinos obtenidos mediante procesos
especiales distintos a los de la vinificacion convencional, como lo son los vinos bajo

velo, vinos de licor, vinos espumosos y vinos gasificados.
(Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino, 2019).

Se sabe que el vino se produce desde hace mas de 6,000 afios, a través de evidencia
arqueoldgica que data de los afios 5,400-5,000 a.C., encontrada en la region que
corresponde hoy a Iran. La identificacion de vino en vasijas de ceramica se efectuo por la
presencia de tartrato de calcio y residuos de resina de terebinto (empleada como
conservador y saborizante en vinos), los cuales s6lo pudieron haber provenido de la

elaboracion de vino.

De manera general, se reconoce la zona del Caucaso (region comprendida por el actual
Azerbaiyan, Georgia, Turquia e Irdn) como la regién en donde se inici6 la domesticacion de
la vid (Vitis vinifera) y la elaboracion de vino. Posteriormente, este conocimiento migro

hacia Palestina, Siria, Egipto y Mesopotamia. A partir de aqui fue que el vino se extendi6
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por todo el mediterrdneo hacia Grecia y Roma, para posteriormente extenderse por toda

Europa (Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).

Con la conquista de América en el siglo XVI, el cultivo de la vid y el vino fueron
introducidos rapidamente a México, ya que los espafioles requerian un suministro constante
de la bebida, el cual no podia cubrirse tinicamente con los vinos espanoles, razon por la
cual se planta la vid en distintas regiones de México, entre ellas Querétaro; sin embargo, en
1595 fue prohibida la producciéon de vino en América, lo que retrasé el avance de la
industria en México. En 1597, Lorenzo Garcia solicita una merced (o cesion de tierras) a la
Corona para producir vino en el valle de Parras en Coahuila, la cual le fue concedida,
quedando establecida asi la primer vitivinicola del continente americano (hoy en dia, con el
nombre “Casa Madero”).

La industria queretana resintié la prohibicion real de 1595, dejando la produccion de vino
en una posicion muy poco favorecida hasta el siglo XX. En 1970, surgen pequefias bodegas
vitivinicolas en el estado dando un nuevo impulso a la industria que se encontrd en pleno
crecimiento hasta la década de los anos ochenta cuando, ante la liberalizacion del mercado
nacional debido a la deuda publica, muchas vitivinicolas fueron incapaces de competir con
los vinos extranjeros y quebraron. Recientemente, se ha dado un nuevo impulso a la
industria vitivinicola nacional, lo que ha logrado consolidar més de 300 vinos nacionales de

calidad (Martinez, 2015).

2.2 Importancia del cultivo y datos asociados a la produccion y consumo de vino

Con base a los datos de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), en el
2014 se produjeron 75 millones de toneladas de uva en una superficie de 7.6 millones de
hectareas a nivel mundial, lo que coloca al cultivo de la vid como uno de los frutos con
mayor produccion en el mundo junto con la naranja, platano, manzana y tomate (Jackson,
2014). Los principales productores de uva a nivel mundial son China con 13 millones de
toneladas métricas, Italia con 7 millones de toneladas métricas, Francia con 6 millones de

toneladas métricas, Espafia con 6 millones de toneladas métricas y Estados Unidos con 7
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millones de toneladas métricas (Figura 1). En América destaca, por supuesto, Estados
Unidos de América, Argentina con 2 millones de toneladas métricas, Chile con 2 millones

de toneladas métricas y México con 300 mil toneladas métricas (OIV, 2019).

Produccion de uva fresca de distintos paises a nivel mundial
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Figura 1. Principales productores de uva a nivel mundial (OIV, 2019).
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Figura 2. Principales productores de vino a nivel mundial (OIV, 2019).
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Dentro de la produccion mundial de uvas, cerca del 66% se transforma en vino, 32% se

consume en fresco y el restante 2% se emplea para la produccion de pasas (Jackson, 2014).

En cuanto a produccién de vino, Italia es el principal productor, seguido de Francia,
Espafia, Estados Unidos y China (Figura 2) (OIV, 2019). En relacion con el consumo per
capita de vino, se ha observado una tendencia a la baja en el consumo en algunos paises
(sobre todo en la region europea) pero la tendencia de consumo en general, a nivel mundial,
muestra cifras ligeramente a la alza y estables desde el afio 2010, con un consumo anual de
cerca de 240 millones de hectolitros. Algunas de las causas propuestas para la reduccion del
consumo per capita en algunos paises es el cambio hacia un consumo menos habitual de
vino por un consumo so6lo en ocasiones especiales de vinos con mejores caracteristicas
sensoriales aunque, en el caso de los paises europeos, se puede asociar también a un

aumento en el consumo de diversos destilados (Jackson, 2014; OIV, 2019).
2.3 Situacion del cultivo de la vid y produccion de vino en México y Querétaro

En México, las principales regiones productoras de uva son Baja California, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Léon, Guanajuato, Zacatecas, Aguascalientes, Querétaro y San Luis
Potosi. De la produccion nacional del 2017, el 82% se destind a consumo en fresco, 3% a

uva pasa 'y 15% a su industrializacion (Consejo Mexicano Vitivinicola, 2019).

En la region de Querétaro se cuenta con 259 hectareas dedicadas al cultivo de la vid y,
actualmente, el estado es segundo lugar nacional en volumen de produccién y primer lugar

como exportador nacional de fermentados de uva (Borboa, 2018).

Con base en datos del Consejo Mexicano Vitivinicola (por sus siglas, CMV), desde el afio
2002 ha existido un incremento sostenido en el consumo de vino en el pais, pasando de 250
mL per cépita en ese aiio a 960 mL per céapita en el 2017, siendo el vino tinto el mas
consumido en el pais. En cuanto al mercado nacional, cerca del 70% del vino disponible

corresponde a vinos extranjeros con una participacion discreta del vino nacional, lo que se
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asocia a una reducida produccion en la region, pues con ésta solo se cubre el 30% de la

demanda nacional.

Actualmente, existe un impulso constante a la industria vitivinicola nacional que se traduce
en la consolidacion de vinos de calidad con prestigio internacional (Consejo Mexicano

Vitivinicola, 2019).
2.4 Vitis spp.
2.4.1 Clasificacion y distribucion geografica

La familia Vitaceae posee mas de 15 géneros botanicos, entre ellos Vitis. En este ultimo se
incluyen dos subgéneros: Euvitis (con 38 cromosomas) y Muscadinia (40 cromosomas). A
su vez, Euvitis se encuentra subdividido en 11 series, estando Vitis vinifera en la undécimo
primera (Hidalgo, 2003; Chavaro-Ortiz, 2014). Las variedades silvestres de la Vitis vinifera
se desarrollaron en zonas con clima templado ubicadas en el hemisferio norte (sobre las
isotermas de 10 °C y 20 °C) pero, al extenderse la vid por todo el planeta, esta pudo
adaptarse también a condiciones climaticas similares en el hemisferio sur (Sudamérica,
Australia, Nueva Zelanda y Sudafrica, especificamente); sin embargo, el género Vitis se
encuentra ampliamente distribuido en el mundo, existiendo especies como Vitis labrusca,
Vitis riparia, Vitis californica 'y Vitis berlandieri, entre otras, cuya area de desarrollo va
desde el sur de Estados Unidos y Norte de México hasta regiones de Asia. La principal
funcién de estas especies (principalmente las americanas) en la actualidad, es la de fungir
como porta injertos para las variedades europeas, ya que estas especies americanas resisten
el ataque de ciertos nematodos y también filoxera (Diamandis et al., 1997; Chavaro-Ortiz,
2014; Jackson, 2014). Es importante mencionar que estas especies americanas eran ya
empleadas por los nativos americanos antes de la conquista espanola, elaborando bebidas
en combinacién con miel y otros frutos o utilizando a los mismos frutos como colorantes
(Fundacion de Investigaciones Sociales, 2018). En Norte América, se llevaron a cabo
multiples hibridaciones entre especies locales de Vitis sp. e incluso con variedades de Vitis

vinifera europeas. Algunas de estas cruzas entre variedades americanas y europeas dieron
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como resultado variedades capaces de resistir a filoxera y ademds que conservaban sus
caracteristicas para ser empleadas en la vinificacidon; a pesar de que estas variedades no
fueron aceptadas en Europa, su uso fue ampliamente aceptado en América, dando origen

asi a una nueva y vasta cantidad de vinos (Diamandis, et al., 1997).

Dentro del subgénero Muscadinia, se engloban algunas especies como Vitis rotundifolia o
Vitis popenoei (Diamandis, et al. 1997; Jackson, 2014) cuya distribucion esta localizada en

el sur de Estados Unidos y Noreste de México.

Actualmente, existe una gran cantidad de variedades de uva empleadas en la elaboracion de
vinos, siendo tal vez las mas representativas y conocidas dentro de las variedades blancas
Chardonnay y Sauvignon Blanc, mientras que en uvas tintas se pueden mencionar Pinot

noir, Cabernet sauvignon, Merlot y Syrah, entre muchas otras (Jackson, 2014).
2.4.2 Condiciones que afectan el desarrollo de la vid

La vid se desarrolla en condiciones climaticas similares a las de las regiones en donde se
desarroll6 inicialmente, es decir, regiones con una temperatura media de 10 °Cy 20 °C con
un clima mediterraneo, situadas entre las latitudes 50° norte y 40° sur, con una altitud que
no supere los 800 a 900 metros sobre el nivel del mar; sin embargo, algunas variedades
también son cultivadas en regiones mas cdalidas e incluso regiones subtropicales con
variaciones en las practicas de cosecha o en el proceso para compensar los efectos del clima

(Hidalgo, 2003; Jackson, 2014).

El desarrollo de la vid depende de un conjunto de condiciones y practicas denominado
como “terroir” que abarca el clima, el suelo, la variedad de uva empleada y las practicas

agricolas (Girard, 2004).

El suelo se reconoce como uno de los factores que menor impacto directo tienen sobre la
uva y la calidad del vino; sin embargo, es importante caracterizar y evaluar parametros de
relevancia del suelo como lo es la textura, la disponibilidad de nutrientes, la capacidad de

retencion de agua, el pH, profundidad y la retencion de calor. Es importante mencionar que
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la uniformidad de estos criterios en el suelo del vifiedo es vital para garantizar la calidad del

vino y una maduracion uniforme de la uva.

Con respecto a la topografia del terreno, mucha de la evidencia disponible es circunstancial;
sin embargo, si se ha observado evidencia relativa a la altitud, latitud e inclinacién del
vifiedo. Lo anterior tiene un impacto en la temperatura del vifiedo, el grado de exposicion a
la luz solar y, por tanto, influye en la maduracion de las uvas y en la modificacion de las

caracteristicas iniciales del suelo (Jackson, 2014).

La influencia atmosférica es quiza una de los factores con mayor relevancia en el desarrollo

de la vid y la uva. En este grupo se incluye :

e Acumulacion de calor: hace referencia a los meses del afio con una
temperatura superior a 10 °C.

e Temperatura: influye en el desarrollo de los brotes o en la aclimatacion a
temperaturas bajas previa dormancia, en el desarrollo de las flores, etc. De
manera general, temperaturas por encima de los 25 °C favorecen una
acumulacion de carbohidratos en la uva y una reduccion en la acidez de la
uva, ocurriendo lo opuesto a temperaturas menores a 25 °C. Lo anterior es
de relevancia pues el sabor, el color, la estabilidad y el potencial de
afiejamiento dependen fuertemente del contenido de azlicares y acidos en la
uva. Con respecto a las antocianinas, compuestos polifendlicos abundantes
en uvas tintas, se reconoce que temperaturas diurnas de entre 20-25 °C y
nocturnas de entre 10-15 °C favorecen la sintesis de antocianinas en el fruto;
en el caso de la variedad de Cabernet sauvignon (de interés en el presente
trabajo), se sabe que la maxima acumulacion de antocianinas se presenta a

temperaturas de entre 23-25 °C (Figura 3).

(Jackson, 2014).
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Figura 3. Influencia de la temperatura en el desarrollo de la uva y en la aparicion de

compuestos para variedades Kyoho y Cabernet sauvignon. (Modificado de Jackson, 2014).

Como se expuso previamente, para la sintesis de antocianinas se reconoce que dias calidos
(20-25 °C) y noches frias (10-15 °C) favorecen una Optima sintesis de estos compuestos;
sin embargo, la exposicion solar juega un rol importante en la temperatura a la que puede
estar expuesta la vid pues, al no emplear toda la luz solar que recibe, mucho del exceso de
radiacion absorbida se libera en forma de calor. En condiciones en las cuales las hojas se

encuentren ubicadas adecuadamente en el espacio, se favorezca el flujo del aire y se cuente
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con un sistema de irrigacion adecuado, la temperatura en la vid no superard mas de 5 °C
con respecto a la temperatura del aire; en cambio, si no hay suficiente aireacion y no existe
una adecuada irrigacion, la temperatura en la vid puede ser tan alta como 40 °C (Jackson,

2014).

En la region queretana correspondiente a el municipio de El Marqués, donde se producen
las uvas variedad Cabernet sauvignon de interés en el presente trabajo, se presenta una
temperatura media anual de 17.3 °C con temperaturas superiores a los 30 °C y menores a
los 12 °C en distintos dias a lo largo de todo el afio (Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica, 2017). Lo anterior asociado con la informacidon expuesta en los parrafos
anteriores, se puede relacionar con una baja sintesis de antocianinas en las uvas producidas

en la region.

Como se ha apreciado en los parrafos anteriores, es evidente que las practicas agricolas son
un complemento de suma importancia que permite garantizar la calidad del vino. Estas
practicas se refieren a la poda, irrigacion, fertilizacion, control de enfermedades, criterios

de colecta, replicacion y manejo del crecimiento de la vid.
(Jackson, 2014).
2.4.3 Descripcidn anatomica

La vid cultivada para la produccion de vino se puede dividir en dos partes: una parte radical
y una parte aérea. La parte radical corresponde a las variedades americanas del género Vitis
mientras que la parte aérea corresponde a Vitis vinifera de alguna variedad definida ( Grupo

de Investigacion en Viticultura, 2018).

La parte radical (Figura 4) tiene como funcidn principal ser el soporte de la planta, permite

la absorcion de agua y minerales asi como el almacenamiento de distintas sustancias.
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Figura 4. Distribucion del sistema radicular de la vid (Grupo de Investigacion en

Viticultura, 2018).

La parte aérea (Figura 5) se puede describir como una planta trepadora lefiosa, poligama
(con flores hemafroditas y con flores unisexuadas tanto masculinas como femeninas),
hemafrodita y rara vez dioica (ausencia de flores masculinas y femeninas en tallos y troncos
por separado). Sus partes principales son el tronco, los brazos o ramas y los brotes (también
denominados “padmpanos”) (Chavaro-Ortiz, 2014; Grupo de Investigacién en Viticultura,

2018).

./- Nietos

Figura 5. Parte aérea de la vid (Grupo de Investigacion en Viticultura, 2018).

La inflorescencia o racimo de la vid es un 6rgano dispuesto de manera opuesta a la hoja.
Una vid sana desarrolla de uno a tres racimos por pampano fértil. El racimo se compone de

un tallo principal denominado pedunculo hasta la primera ramificacion, lo que genera los
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hombros o alas. El eje principal o raquis en conjunto con las alas se siguen ramificando
hasta producir las ultimas estructuras llamadas pedicelos, los cuales portan la flor en su
extremo terminal. Todo el conjunto de ramificaciones es conocido como raspdn o escobajo

(Figura 6) (Grupo de Investigacion en Viticultura, 2018).

Figura 6. Esquema de un racimo tipico desarrollado en una vid (Grupo de Investigacion en

Viticultura, 2018).

Cada racimo originard de 50-100 flores en racimos pequeios o hasta 1,000 o 1,500 flores
en racimos grandes. Se denomina “racima” a los racimos desarrollados a partir de yemas
prontas, los cuales no alcanzan un desarrollo completo (Grupo de Investigacion en

Viticultura, 2018).

La flor de las variedades domesticadas son hermafroditas y se componen de un céliz de
cinco pétalos, corola o caliptra que protege los 6rganos sexuales, androceo (estambres que
contienen el polen) y el gineceo (ovario con dos carpelos y dos 6vulos por carpelo) (Grupo

de Investigacion en Viticultura, 2018).

El fruto es una baya esférica u ovalada de 12 a 188 mm de diametro (Figura 7). El fruto

consta de tres partes facilmente diferenciables:

e Pericarpo u hollejo: parte mas externa de la uva que brinda proteccion. Es elastica,

cutinizada y presenta una capa cerosa externa denominada pruina, sobre la cual se

26



fijan las levaduras ambientales a la uva. Su color depende de la fase de desarrollo
del fruto: verde en la fase herbacea y desde el envero de color amarillo en
variedades blancas o rosado violaceo en variedades tintas. Es en esta capa donde
residen las antocianinas y flavonoides encargadas del color en variedades tintas, asi
como acidos organicos en menor proporcion.

e Mesocarpo o pulpa: representa la mayor parte del fruto y presenta una coloracion
nula o discreta. Rica en agua, carbohidratos, acidos y especies involucradas en el
aroma. Se encuentra recorrida por haces conductores.

e Endocarpo o pepitas: las semillas (hasta cuatro por baya) se encuentran rodeadas

por el endocarpo. Ricas en lipidos y taninos.

Pelicula

Tejido vascular

/ periférico

Léculo

Testa

Endospermo | Semilla
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vasculares
wnilar
Receptaculo

Pedicelo

Figura 7. Morfologia de la baya (Grupo de Investigacion en Viticultura, 2018).
2.4.4 Fisiologia de la vid

La vid presenta un ciclo vegetativo de desarrollo interanual o anual, si se encuentra en
condiciones climaticas mediterraneas. El primero consta de cuatro periodos: el primero de
crecimiento para adquirir su forma adulta la cual dura menos de tres afios; el segundo es
cuando la planta ha alcanzado su fase adulta y comienza una produccion creciente durante

10 afos; la tercera etapa se caracteriza por una produccion mas estable y; finalmente, la

27



cuarta etapa se caracteriza por una reduccion en la produccion por la entrada de la planta en

decaimiento.
Dentro del ciclo vegetativo anual se pueden distinguir distintas etapas:

e Lloro: al incrementar la temperatura del suelo, el sistema radical comienza a
distribuir liquidos en la vid. Esta etapa se puede evidenciar mediante la
salida de savia por las heridas ocasionadas por la poda.

e Desborre: las yemas comienzan a desarrollarse.

e Crecimiento de brotes: el brote se desarrolla a lo largo en funcion del agua
disponible y a lo ancho, igual que lo hacen la madera de dos afios o mas
antigua.

e Agostamiento: consiste en la lignificacion del brote, lo que brinda el caracter
perenne a la vid (la protege de temperaturas de hasta -15 °C). Las hoja caen

y el metabolismo entra en un periodo de letargo.
(Winker, et al., 1974).
El ciclo reproductivo de la vid comprende las siguientes etapas:

e Iniciacion floral: formacion de las flores sobre la cuales se desarrollaran los
frutos. Comienza con un desarrollo en pequenos grupos de flores para dar
paso al desarrollo completo y diferenciado de la inflorescencia.

e Floracion, polinizacién, fecundacion y cuajado: comienza con la pérdida de
la caliptra en las flores dejando expuesto asi los drganos sexuales de la flor.
El proceso completo puede llevar de tres a cinco dias en una misma planta.
El grano de polen cae sobre el estigma y, si ocurre la fecundacion, se
desarrollard el fruto (cuajado).

e Desarrollo y maduracion: comienza la division celular, con un periodo
completo de maduracion entre 40 y 50 dias. Esta etapa presenta un
comportamiento doble sigmoidal (Figura 8). La baya comenzara a aumentar

de tamafio y su composicién cambia, en cuanto a carbohidratos y acidos.
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Durante la maduracion, se acumulan en proporcion casi igual la glucosa y la
fructosa, mientras que la acidez se reduce considerablemente en cuanto a
acido malico. El clima influye en los patrones de aparicion o degradacion de
estos componentes. Tras algunas semanas, algunos frutos podran caer al no

haberse dado una fecundacion exitosa o por aborto del embrion (Jackson,
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Figura 8. Ciclo reproductivo de la vid (Chéavaro-Ortiz, 2014).
2.5 Composicion quimica de la uva y el vino

La cantidad de compuestos involucrados en el perfil sensorial del vino identificados han
aumentado drasticamente en los ultimos afios, esto asociado principalmente a distintas
técnicas analiticas como la cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC, por sus

siglas en inglés), la espectrometria de masas, espectroscopia infrarroja, resonancia

magnética nuclear, entre otras.
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Mas de 1,000 moléculas han sido identificadas, con concentraciones que van desde 107
hasta 10" mg/L. De manera individual tienen un bajo o nulo impacto en la percepcion
humana, sin embargo, al actuar en conjunto presentan un impacto significativo (Diamandis

et al., 1997; Jackson, 2014).

Dentro de este amplio universo de moléculas, la mayoria de aquellas que tienen un impacto
en la percepcion sensorial provienen del metabolismo de las levaduras més que de la propia
uva (Diamandis et al., 1997; Chavaro-Ortiz, 2014; Jackson, 2014); sin embargo, no por
esto los compuestos propios de la uva son irrelevantes pues aportan caracteristicas tipicas
de la variedad empleada. Un vino contiene en promedio de 0.8-1.0 g/L de moléculas
volatiles, de las cuales el 50% corresponde a diversos alcoholes producidos en la
fermentacion y el resto se divide en lactonas, compuestos carbonilicos, fenoles, terpenos,
compuestos azufrados y nitrogenados diversos que contribuyen al vino con aromas
caracteristicos. Por otra parte, los compuestos involucrados en el sabor y percepcion bucal
del vino se encuentran en concentraciones superiores a 0.1 g/l como lo son el agua, el
etanol, acidos fijos (tartarico, malico y lactico), glicerol y carbohidratos (Diamandis et al.,

1997; Jackson, 2014).

El agua es el principal componente de la uva y, por tanto, del vino. Es de vital importancia
en la adquisicion de las caracteristicas del vino pues es indispensable en el crecimiento de
la vid, el desarrollo de la fermentacion y en la maduracién del vino. Asimismo, sélo
aquellos compuestos parcial o totalmente solubles en agua juegan un papel importante en el

vino (Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).

Los principales carbohidratos presentes en la uva son la glucosa y la fructosa, los cuales se
encuentran en concentraciones casi iguales. La sacarosa y otros carbohidratos se encuentran
en menor concentracion dentro de las variedades de Vitis vinifera. El contenido de
carbohidratos dependera de la madurez, variedad, salud de la fruta y especie, alcanzando
concentraciones de 20% m/v o superiores en la madurez 6ptima (Hidalgo, 2003; Jackson,
2014). Dentro de la fermentacion, Saccharomyces cerevisiae emplea como fuente de

carbono a la glucosa, la fructosa y la sacarosa; de esta forma, en vinos secos (con un
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contenido menor a 1.5 g/l de carbohidratos) los principales carbohidratos residuales
corresponden a pentosas como arabinosa, ramnosa y xilosa. La importancia de los
carbohidratos radica en ser (como se mencion6 previamente) la fuente de carbono para las
levaduras en la fermentacion para asi dar paso a la aparicion de etanol, alcoholes superiores
(alcoholes con tres 0 mas atomos de carbono), ésteres de acidos grasos, acidos organicos y
distintos compuestos carbonilicos que impactan en el perfil sensorial del vino (Diamandis

et al., 1997; Hidalgo, 2003).

Los polisacaridos presentes en el vino se componen principalmente de pectinas, gomas y
sustancias relacionadas, procedentes principalmente de la uva. Estos son parcialmente
solubles en soluciones acuosas y son extraidos tras el estrujado y prensado. Estos, en
combinacion con etanol del medio, pueden precipitar y se hace necesario el tratamiento del
vino mediante enzimas o tratamientos mecéanicos para removerlos del vino terminado

(Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).

El etanol es, sin duda alguna, el compuesto mas importante producido durante la
fermentacion. En condiciones estandar y de manera general, se obtiene un contenido de
10-13% v/v al final de la fermentacion dependiendo de la levadura empleada, la
temperatura de fermentacion y el contenido de carbohidratos y nitrogeno (Hidalgo, 2003;
Jackson, 2014). El etanol es crucial tanto en el proceso como en el producto terminado: en
el proceso, conforme su concentracion incrementa, va limitando el desarrollo de gran
cantidad de microorganismos permitiendo a Saccharomyces spp. dominar en la
fermentacion, facilita la solubilizaciéon de compuestos fenolicos, otros compuestos apolares
y compuestos provenientes de la maduracion en roble, ademas de que participa en la
aparicion y estabilidad de diversos ésteres al combinarse (junto con otros alcoholes) con
compuestos carbonilicos; asimismo, el etanol combinado con el pH del vino y la adicion de
SO, al inicio de la vinificacion permiten que el vino se conserve por afios en ausencia de

oxigeno (Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).

El metanol es un componente minoritario en el vino y no supone un riesgo a la salud

cuando se siguen practicas de elaboracion estandar. Este alcohol proviene de la accion
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enzimadtica sobre grupos metoxilo de pectinas presentes en el mosto de uva, lo que libera
metanol al medio acuoso; sin embargo, la uva es un fruto con un contenido bajo de pectina.
Otros alcoholes de importancia en el vino son los alcoholes superiores como el 1-propanol,
2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, los cuales provienen de la
deaminacion de ciertos aminoacidos o de ciertos aldehidos, es decir, del metabolismo de las
levaduras empleadas en la vinificacion (Diamandis et al., 1997; Hidalgo, 2003; Jackson,

2014).

El glicerol es uno de los componentes mas abundantes en vinos secos solo tras el agua y el
etanol. A pesar de que se le asociaba con aportar al vino un gusto dulce y cierta viscosidad,
estudios recientes ponen en duda estos beneficios pues raramente se logra presentar en el

vino en cantidades suficientes como para ser percibido sensorialmente (Jackson, 2014).

Los acidos presentes en el vino se pueden dividir como volatiles o fijos. En el caso de la
acidez volatil, se hace referencia a distintos acidos con una alta volatilidad como el acido
acético, formico, butirico, etc. y, en el segundo caso, se hace referencia principalmente al
acido tartarico y malico. En realidad, son mas los 4cidos organicos presentes en el vino
como lo son el acido fumadrico, lactico, citrico, gluconico, succinico, ascorbico, etc.

(Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).

Los compuestos fenolicos en los vinos abarcan una gran variedad de moléculas que
impactan de manera significativa en su calidad, sobretodo en vinos tintos. Estos
compuestos influyen en la apariencia, textura, sabor, aroma y propiedades antimicrobianas
del vino. Su origen, asi como sus estructuras, son muy diversas ya que pueden proceder de
la propia uva, del proceso fermentativo (en menor medida) o de la maduracion en barrica de
roble. Quimicamente, los compuestos fenolicos son moléculas de benceno con uno o mas
grupos hidroxilo asociados. Las dos grandes categorias dentro de estas moléculas son los

flavonoides y los no flavonoides (Tabla 2).
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Tabla 2. Compuestos polifenolicos presentes en la uva y el vino.

Tipo general

Acido benzoico

Benzaldehido

Acido cinamico

Cinamaldehido

Estructura

Ejemplos

No flavonoides

COOH

CHO

CH=CHCOOH

CH=CHCHO

Acido benzoico
Acido vainillinico
Acido galico
Taninos hidrolizables

Benzaldehido
Vainillina
Sirangaldehido

Acido p-cumarico
Acido ferulico
Acido clorogénico
Acido cafeico

Coniferaldehido
Sinapaldehido

Fuente principal

Uva, roble
Roble
Uva, roble
Uva

Uva, roble, levadura
Roble
Roble

Uva, roble
Uva, roble
Uva
Uva

Roble
Roble
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Tirosol CHICHIOH Tirosol

OH

Flavonoides

Quercetina
Kaempeferol
Miricetina

Flavonoles

Cinanina
Malvidina
Petunina
Peonina

Antocianinas

Catequina
Epicatequina
Galocatequina
Procianidinas

Flavan-3-oles

(Modificado de Diamandis, et. al., 1997).

Taninos condensados

Levadura

Uva
Uva
Uva

Uva
Uva
Uva
Uva

Uva
Uva
Uva
Uva
Uva

Los flavonoides son moléculas con dos fenoles unidos por un pirano (anillo aromético con

oxigeno) entre los que destacan en el vino los flavonoles, catequinas (flavan-3-oles) y, en

vinos tintos, las antocianinas.

Estos compuestos pueden existir de manera libre o polimerizados con otros flavonoides,

azucares, no flavonoides o alguna combinacion de los anteriores (Diamandis et al., 1997,

Jackson, 2014).

34



La polimerizacion de flavan-3-oles (catequina y epicatequina) y sus ésteres de galato,
produce oligomeros o polimeros denominados procianidinas las cuales se clasifican en
funcién de sus monodmeros, enlaces éster y propiedades funcionales. La forma mas comuin
en el vino es la que contiene enlaces carbono-carbono entre dos subunidades continuas;
asimismo, se encuentran principalmente como dimeros aunque tienden a polimerizarse y
dar paso a taninos condensados, procianidinas de tamafio medio con tres a cinco
subunidades (Figura 9). Es posible establecer diferencias varietales con base en los perfiles
de procianidinas de la piel o exocarpo de la uva, del mesocarpo o pulpa y del endocarpo o

semillas (Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014) .

CH

@OH
HO o, R
OH i :OH
HO. O .- R a
OH OH
OH QOH
HO o_.- R
OH

OH

Figura 9. Estructura de una procianidina o tanino condensado (Modificado de Diamandis et

al., 1997).

Los flavonoides provienen principalmente del exocarpo o piel de la uva (antocianinas y
flavonoles) o del endocarpo o semillas y tallos (catequinas). En vinos tintos, los flavonoides
constituyen cerca del 85% del contenido fendlico (superior a 1,000 mg/L) mientras que en
vinos blancos representa no mas del 20% del contenido fenodlico (menor a 50 mg/L). Dentro
de los vinos tintos, la antocianinas juegan un papel vital en el color rojizo caracteristico de

este grupo (Diamandis et al., 1997; Jackson, 2014).
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Los principales no flavonoides presentes en los vinos (no madurados en barrica de roble)
son derivados del 4cido hidroxicindmico e hidroxibenzoico. Son mas sencillos
estructuralmente que los flavonoides y se encuentran almacenados en vacuolas del fruto, lo
que facilita su extraccion en el estrujado. Pueden aparecer esterificados con alcoholes,
carbohidratos y acidos organicos. En el caso de vinos madurados en barrica de roble, se
tiene una mayor concentracion de derivados del 4cido hidroxibenzoico, provenientes de
taninos hidrolizables (compuestos de 4acido elagico y/o acido gélico con glucosa).
Asimismo, la degradacion de lignina libera cinamaldehido y derivados del acido benzoico

(Diamandis et al., 1997).

En las condiciones acidas propias del vino, la degradacion de taninos hidrolizables (no
flavonoides) se ve favorecida, mientras que los taninos condensados (compuestos por

flavonoides) son relativamente estables en estas condiciones.

La extraccion de flavonoides y no flavonoides depende de la temperatura, tiempo y
superficie de contacto mosto-piel de uva, tipo de tanque de fermentacion, contenido de SO,,
cepa de levadura empleada, pH y enzimas pectinoliticas; asimismo, el contenido de estos
compuestos en la uva estara determinado por el clima, la temperatura de desarrollo de la

uva, la variedad de uva y el proceso de vinificacion empleado.

Los no flavonoides provenientes de la uva se sintetizan a partir de fenilalanina, mientras
que aquellos provenientes de la levadura se sintetizan a partir del 4cido acético. En cambio,
los flavonoides se sintetizan a partir de una combinacion de derivados sintetizados a partir

de fenilalanina y 4cido acético.

La concentracion de los polifenoles del vino ira disminuyendo tras la fermentacion debido a
su precipitacion con proteinas o con residuos de levadura. De igual forma, disminuira su
concentracion durante las etapas posteriores de maduracion y demas operaciones finales

(Diamandis et al., 1997).

Otro grupo relacionado con los compuestos fendlicos del vino son las flavonas y

fitoalexinas. Dentro de este ultimo grupo se encuentra el resveratrol (Jackson, 2014),
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presente en la piel o pericarpo de uvas tintas con beneficios en el control de la diabetes tipo

2 y cardiopatias (Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos, 2018).

2.6 Proceso de elaboracion de vino

El proceso de elaboracion de vino consta de distintas operaciones unitarias, iniciando desde
la vendimia o colecta de la uva hasta el embotellado, con marcadas diferencias en el
proceso dependiendo del vino que se desea producir (Figura 10) (Girard, 2004; Jackson,

2014).

| wendimia |
| Dezpzlillado |
vina blanco _ | Estrujado | - ving tinto y rosado
| Maceracion | | hdaceracion y farmentacion
| Prensado | Frensado itc—mpfa no para
rosados, tardio para
‘ tintos)
| Fermentacion | ‘
Finalizacion de la
fermentacion

Fermentacion
maloléctica {opcional)

2

haduracion y
clarificacien natural

a

Termingdo y
estabilizacion

3

| Embotellade |
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Figura 10. Proceso de elaboracion de vinos tintos, rosados y blancos (Modificado de
Jackson, 2014).

2.6.1 Vendimia

La vendimia consiste en recolectar y seleccionar uvas sanas y con un grado adecuado de
madurez, lo que constituye un factor clave para la calidad del vino que se elaborara. El
tiempo Optimo para realizar la vendimia se define mediante determinaciones constantes de
acidez y contenido de azucares (expresados como °Bx) en uva, asi como por la evaluacién
del color de las uvas (por evaluacion visual del color o bien por absorbancia a
determinadas longitudes de onda o por cromatografia) y la facilidad con la que estas se
desprenden del raspon (Girard, 2004; Jackson, 2014). La vendimia puede realizarse de
manera mecanica o manual en funcion del presupuesto del viiedo, el estado del vifiedo y el

proceso de vinificacion que se seguira (Girard, 2004).

La vendimia es después colocada en refrigeracion para retrasar asi el desarrollo de
microorganismos y reacciones enzimaticas no deseadas en esta etapa del proceso.
Asimismo, debido al dafio que pueden sufrir las uvas durante la colecta, se adiciona SO,
para protegerlas contra la oxidacion y el crecimiento microbiano (Girard, 2004; Jackson,

2014).
2.6.2 Evaluacion de la calidad de la vendimia

Posteriormente, se evaluaran aspectos importantes de las uvas: soélidos solubles (°Bx),
acidez total, integridad sanitaria y fisica de las uvas vy, en el caso de variedades tintas, el

contenido fenodlico de las uvas (Jackson, 2014).
2.6.3 Seleccion y separacion de material indeseable

Esta etapa permite la seleccion de uvas sin defectos y facilita la eliminacion de materia

extrana de tamafo pequefio como diversos insectos, metales y residuos de madera. Puede

38



realizarse de manera manual o mecénica, en funcion del presupuesto del vifiedo (Girard,

2004; Jackson, 2014).

2.6.4 Despalillado y estrujado

El despalillado consiste en separar las uvas de hojas y raspones; mientras que el estrujado,
que ocurre inmediatamente después del despalillado, consiste en aplastar ligeramente la uva
para dejar expuesto el mosto a la actividad microbiana durante la fermentacion (Girard,
2004; Jackson, 2014). Ambas operaciones ocurren por separado ya que, de esta forma, se
evita la extraccion de compuestos fendlicos y lipidos de los tallos aunque, puede desearse
en variedades pobres en fenoles (como Pinot noir) o para enriquecer el contenido fendlico

de vinos tintos (Jackson, 2014).
2.6.5 Operaciones comunes para vinificaciones en blanco y en tinto
Sulfitado

El sulfitado consiste en la adicion de SO, al mosto de uva, ya que inhibe el desarrollo de
bacterias, hongos y ciertas levaduras, limita la oxidacion del mosto al reaccionar con el
oxigeno presente para formar sulfitos (Figura 11), limita la actividad de enzimas oxidasas y
acidifica el mosto lo que favorece la disolucion de diversos compuestos (Girard, 2004;

Jackson, 2014).
250, + 0, — 250,
Figura 11. Reaccion de oxidacion del SO, en presencia de oxigeno (Girard, 2004).

El diéxido de azufre es especialmente efectivo contra bacterias, hongos y ciertos géneros de
levaduras ya que, debido al pH bajo del mosto, se favorece la forma molecular del didxido
de azufre (su forma maés téxica). Es importante mencionar que el dioxido de azufre se
puede encontrar en dos formas en el mosto: libre (forma molecular altamente toxica) o

combinada (combinacion con diversos aldehidos y cetonas de reducida eficiencia) (Girard,
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2004; Jackson, 2014). El sulfitado debe realizarse horas antes de dar inicio a la
fermentacion para evitar dafiar a las levaduras en el caso de una fermentacion iniciada por

inoculacion (Jackson, 2014).

La dosificacion tipica de SO, se encuentra entre 50-100 mg/L mosto aunque estard en
funcion del tipo de vino que se elaborard, el estado sanitario de la vendimia y la
concentracion de azucares y acidos en el vino; valores superiores se pueden aplicar en
vendimias contaminadas con hongos. Una sobredosificacion puede llevar a la aparicion de
caracteristicas sensoriales indeseables y a poner en riesgo la salud del consumidor, ya que
en concentraciones fuera de las especificadas, el SO, puede suponer un riesgo severo para

el ser humano (Girard, 2004; Jackson, 2014).

Las principales fuentes de SO, son las sales de bisulfito o metabisulfito de potasio o de
sodio, ya sea aplicadas en forma de pastillas efervescentes, en polvo o en disolucién

(Girard, 2004).
Correcciones legales de la vendimia previa fermentacion

En Europa, se permiten las correcciones de la vendimia pero con una obligatoriedad en su
declaracion y registro. Las correcciones de la vendimia comprenden la correccion de acidez

y la correccion de azicar o “chaptalizacion”.

La legislacion europea es estricta en cuanto a los productos que pueden emplearse para las
correcciones, asi como en la cantidad de estos y en qué zonas de produccion se pueden

aplicar las correcciones (Girard, 2004; Jackson, 2014).
Maceracion

La maceracion consiste en la difusion de diversos componentes de la uva hacia el jugo.
Depende principalmente de la temperatura, el tiempo y area de contacto uva-jugo,
diferenciales de concentracion, agitacion, exposicion a etanol o a preparaciones

enzimaticas. En el caso de vinos tintos, la maceracion puede tomar tanto tiempo como la
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fermentacion misma (pues se realizan al mismo tiempo, como se discutird mas adelante); o

bien, periodos cortos de tiempo como en vinos blancos (Girard, 2004; Jackson, 2014).

Inoculacion con levaduras

En un mosto con un nulo o sulfitado ligero, la fermentacion se inicia de manera natural por
parte de diversos géneros de levaduras; sin embargo, son las especies del género
Saccharomyces spp. las que dominaran en gran parte de la fermentacion. Esta forma de
iniciar la fermentacion tiene como principal caracteristica el producir un vino con una alta
variabilidad sensorial, lo que puede resultar positivo o negativo por igual. La principal y
gran desventaja de este inicio de la fermentacion es que genera resultados inconsistentes, 1o

que dificulta la produccion de vino de una calidad constante (Jackson, 2014).

Otra forma de iniciar la fermentacion es a través de la inoculacion con una o varias especies
seleccionadas para lograr una fermentacion controlada; sin embargo, esta técnica resta
tipicidad al vino. Una alternativa que combina ambas formas de iniciar la fermentacion,
consiste en la inoculacidon con levaduras aisladas seleccionadas del propio viiiedo, lo que
aporta tipicidad al vino y una calidad constante fermentacion tras fermentacion (Jackson,

2014).
2.6.6 Vinificacion en tinto

Tras el despalillado y estrujado de la uva, se da inicio a la maceracion y la fermentacion al
mismo tiempo, para favorecer la extraccion, sobretodo, de compuestos polifenodlicos
(antocianinas, principalmente). La temperatura de fermentacion-maceracion influye
considerablemente en la extraccion de diversos compuestos del hollejo, siendo una

temperatura de entre 25-30 °C la 6ptima para vinos tintos (Hidalgo, 2003; Girard, 2004).

La extraccion de taninos y antocianinas (compuestos polifendlicos de mayor interés en
vinos tintos) ocurre a tiempos distintos, siendo las antocianinas las primeras en extraerse

por completo debido a que son mas solubles en el medio liquido complejo del vino (3-5
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dias tras iniciar la maceracion-fermentacion), seguidas de los taninos (15-20 dias tras
iniciar la maceracion-fermentacion) (Figura 12). Generalmente, la maceracion no suele
extenderse por mas de 3-5 dias en el caso de vinos tintos que no se someteran a crianza; en

cambio, maceraciones mas largas son recomendables para vinos que si entraran a crianza

(Girard, 2004; Jackson, 2014).

Contenido

Taninos

Antocianos

25 10-20 Dias

Figura 12. Extraccion de antocianinas y taninos en funcion del tiempo de maceracion.

(Blouin y Peynaud, 2003).

Durante la fermentacion, el hollejo tiende a flotar formando una capa flotante denominada
“sombrero”, esto debido a la constante liberacion de CO, por parte de las levaduras.
Idealmente, se busca que el “sombrero” se encuentre sumergido en el jugo y en contacto
con mosto poco concentrado, por lo que se aplican dos técnicas: remontado o bazuqueo. El
remontado consiste en mojar al “sombrero” mediante el bombeo y aspersion de mosto del
fondo del tanque de fermentacidon sobre el “sombrero”; se puede realizar en presencia de
aire si se realiza al inicio de la fermentacidn para promover el desarrollo de las levaduras o
en ausencia de aire ya iniciada la fermentacion para evitar la oxidacion en el vino. En el
caso del bazuqueo, se sumerge el sombrero en el mosto de manera manual o mecanica

(Girard, 2004; Chavaro-Ortiz, 2014).

Una vez que se ha decidido parar la maceracion (tras una fermentacion completa o parcial

del mosto), ya sea por desviaciones organolépticas o por la adquisicion del perfil sensorial
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deseado, el vino liquido se separa del hollejo, denominandose al producto liquido obtenido
como “vino o caldo de yema”. El hollejo remanente se prensa varias veces a distintas
presiones para obtener “vino de prensa”, el cual presenta un elevado contenido polifendlico,
un color grisaceo (por materias en suspension), amargor pronunciado, aroma terroso y pH 'y
azucares superiores a los del “vino de yema”. Con base en lo anterior, la combinacion del
“caldo de yema” y el “vino de prensa” dependera de las caracteristicas deseadas en el

producto terminado (Girard, 2004; Jackson, 2014).

Tras la completa fermentacion del mosto, se puede llevar a cabo la fermentacion
malo-lactica. Esta segunda fermentacion tiene como objetivo reducir la acidez del vino
mediante la inoculacion de bacterias acido lacticas, capaces de degradar el acido malico a
acido lactico, lo que aporta un menor pH y un gusto acido menos marcado. Asimismo,
modifica el sabor del vino y aumenta su estabilidad microbioldgica debido a un
agotamiento de los nutrimentos residuales del mosto tras la primera fermentacion ( Jackson,

2014).

Una vez se ha completado la o las fermentaciones, se pueden aplicar correcciones al vino
para compensar deficiencias que aparecieron durante la fermentacion. Estas correcciones
abarcan la acidificacion, deacidificacion, adicidn de azucares, dealcoholizacion, entre otras.
Es importante marcar que muchas de estas correcciones se encuentran prohibidas en

distintas legislaciones en el mundo (Jackson, 2014).
2.6.7 Estabilizacion

Posteriormente, se estabiliza el vino, es decir, se siguen distintos procedimientos para evitar
cualquier defecto en el perfil sensorial del vino ya producido. Estos procedimientos pueden

SEr:

e [Estabilizacion de sales de tartrato: se busca evitar la precipitacion de diversas sales
de tartrato en el vino ya embotellado, lo que se logra sometiendo el vino previo

embotellado a temperaturas por encima de su temperatura de congelacion, a un
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tratamiento con sales de tartrato para favorecer la cristalizacion o mediante la
adicion de acidos organicos que retrasen el proceso de precipitacion.

e  Estabilizacion proteica: rara vez se presenta en vinos tintos, esto debido a la
asociacion de las proteinas con los taninos y su posterior precipitacion. Puede
provocar turbidez en el producto terminado. En caso de presentarse, se recurre a
mantener temperaturas no muy elevadas en botella y la adiciéon de diversos
compuestos clarificantes (bentonita, principalmente).

e Estabilizacion de polisacaridos: polisacaridos como pectinas y algunos mucilagos
pueden provocar complicaciones al momento de filtrar el vino e, incluso, turbidez
en el mismo. Se emplean enzimas pectinoliticas que facilitan la eliminacion de estos
polisacéridos en el vino previo embotellado.

e [Estabilizacion de taninos: los taninos, como se menciond previamente, pueden
asociarse con proteinas y favorecer cierta turbidez. Generalmente, una reduccion en
la temperatura favorece su precipitacion; sin embargo, se puede recurrir a eliminar
un exceso en taninos o proantocianidinas mediante la adicion de distintas proteinas
como albumina, caseina, entre otras.

e Estabilizacion microbioldgica: las condiciones propias del vino como un contenido
bajo de carbohidratos (menor a 0.5 g/L) y un reducido pH (entre 3.3 a 3.6),
garantizan cierta estabilidad microbioldgica; sin embargo, en vinos dulces es
necesaria la adicion de compuestos como el didoxido de azufre (en concentraciones
de 0.8-1.5 mg/L vino), acido soérbico (en concentraciones de 200 mg/L); o bien,
aplicar métodos fisicos como la pasteurizacion o ultra filtracion.

e [Estabilizacion contra la oxidacion: multiples operaciones post-fermentacion pueden
introducir oxigeno al vino, haciendo necesaria su proteccion contra la oxidacion
mediante la adicion de dioxido de azufre en distintas operaciones unitarias del

proceso.
(Jackson, 2014).

2.6.8 Clarificacion
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El proceso contintia con la clarificacion del vino, la cual permite la eliminacion de
particulas suspendidas y turbidez del vino mediante procesos fisicos, es decir, se podria

considerar como un complemento de la estabilizacion.
La clarificacion puede realizarse de distintas formas:

e Trasvase del vino estabilizado de un recipiente a otro: se aplican varios
trasiegos. En el primer trasiego, se eliminan levaduras, bacterias y residuos
de la uva; en los trasiegos siguientes, se eliminard cualquier residuo de
microorganismo, taninos precipitados, pigmentos y demds material
precipitado producto de la estabilizacion. En esta operacion, la
sedimentaciéon ocurre de manera natural o espontdnea, por lo que se
requieren periodos prolongados de tiempo para lograr resultados adecuados

(Jackson, 2014).

Si no se dispone de tiempo para efectuar una cantidad suficiente de trasiegos, tal que se
garantice la estabilidad y claridad del vino, se puede recurrir a cualquiera de estas dos

operaciones:

e Centrifugacion: consiste en someter al vino a una rotacion a alta velocidad
por varios minutos. Esta operaciéon permite una sedimentacion rapida a
comparacion de los trasvases. Es también de gran utilidad para tratar vinos
con una elevada turbidez, pues si se recurre a un tratamiento por
sedimentacion natural, pueden ocurrir modificaciones sensoriales
indeseables.

e Filtracion: consiste en la retencion fisica sobre un soporte (poroso o fibroso)
de materia en suspension o precipitada. Puede efectuarse previa maduracion
o previo embotellado. Generalmente, se aplica una pre clarificacion para

evitar un estancamiento del vino filtrado.

(Girard, 2004; Jackson, 2014).
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2.6.9 Maduracidn y afiejamiento

Ambos procesos pueden mejorar las caracteristicas sensoriales del vino una vez terminada
la fermentacion . Solo vinos elaborados con ciertas variedades de uva pueden ser sometidos
a maduracion como Cabernet sauvignon, Shiraz, Tempranillo, Nebbiolo y Pinot Noir para

tintos y Sauvignon blanc, Riesling y Chardonnay para variedades blancas (Jackson, 2014).

La maduracion en barrica tiene multiples beneficios sobre el vino, como una estabilizacion
del color y un enriquecimiento en compuestos fenolicos y aromaticos. La barrica empleada
en la maduracion es elaborada con roble (ya sea francés o americano), una planta perenne
de la que se aprovecha su parte central o “duramen”, rica en polifenoles (ligninas, acidos
fenolicos y, sobretodo, taninos eldgicos) y acidos grasos, lactonas, terpenoles, alcanos y

alquenos (Girard, 2004).

Una vez el vino se ha introducido en la barrica, ocurriran diversos fendémenos. Uno de ellos
es la oxigenacion pues, a través de la madera y el tapon de la barrica, el oxigeno ingresa y
favorece de esta forma reacciones de oxidacion que favorecen la polimerizacion de taninos
y antocianinas, lo que estabiliza el color del vino, le brinda una nueva tonalidad y reduce su
astringencia y amargor. El trasiego entre barricas debe evitarse en medida de lo posible
pues, puede introducir suficiente oxigeno en el vino como para el desarrollo de bacterias
acéticas. Es siempre recomendable sulfitar el vino previa maduracion y una limpieza

regular de las barricas (Girard, 2004).

La maduracion debe llevarse a cabo en condiciones definidas de humedad relativa y
temperatura (humedad de entre 70-90% y una temperatura fresca de 15 °C,
aproximadamente), asi como en ciertas posiciones para evitar la evaporacion del vino y el

intercambio gaseoso con el exterior (Girard, 2004).

Por otra parte, el afiejamiento consiste en una maduracidon pero ya en recipientes de vidrio,
lo que permite el paso de la luz al vino para favorecer reacciones fotoquimicas en este,

ademas de que permite una maduracion en ausencia de oxigeno (condiciones reductoras), lo
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que ocurre en algunos vinos como los vino base para espumosos y vinos de bajo precio

(Girard, 2004; Jackson, 2014).
2.6.10 Embotellado

Previo embotellado del vino, se aplican distintos andlisis como la tasa volumétrica
alcoholica, azlcares reductores, acidez total y pH, acidez volatil, contenido de ciertos
minerales, determinaciones de poblaciones microbianas y SO, libre y total. Asimismo, se
pueden aplicar otras tantas metodologias analiticas para determinar la presencia y
concentracion de ciertos compuestos de interés; de igual forma, es de vital importancia

evaluar sensorialmente el vino para asegurar la satisfaccion del consumidor.
El embotellado se puede subdividir en cuatro operaciones menores:

e Enjuagado de botellas.

e Esterilizacion de la cadena de llenado.

e Llenado: se recomienda una temperatura de llenado de 5 a 25 °C,
para conservar las caracteristicas organolépticas del vino.

e Taponado.
(Girard, 2004).

Posteriormente, la botella debe mantenerse en condiciones estables de temperatura para

evitar que el sello del corcho se pierda (Jackson, 2014).
2.6.11 Calidad del vino

En Meéxico, el vino se encuentra regulado por la NMX-V-012-NORMEX-2005 (que
sustituye a la NMX-V-012-1986), la cual no se encuentra disponible en el catalogo de
normas de la Secretaria de Economia. La version anterior de la norma dicta que los analisis
por realizar a un vino de mesa para su comercializacién son: grado alcoholico (8.5-14
°GL), extracto seco reducido (minimo 15 g/L), cenizas (minimo 1 g/L), acidez total (4.5-10

g/L acido tartarico), acidez volatil (max. 1.2 g/L de acido acético), acidez fija (min. 4 g/L
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acido tartarico), metanol (méax. 300 mg/100 mL de alcohol 100%) y anhidrido sulfuroso
total (max. 300 ppm). (NMX-V-012-1986).

2.7 Levaduras

Las levaduras son hongos eucariontes, unicelulares, con reproduccién por gemacion o
escision, quimiorgandtrofos, algunas pueden ser dimorficas y crecen como micelio, con
células de un tamafio de 1-5 mm de ancho y de 1 a 28 mm de longitud. Asimismo, pueden

presentar un metabolismo fermentativo u oxidativo. (Hidalgo, 2003; Franco-Diaz, 2018).

Las levaduras se distinguen de los hongos filamentosos por poseer un sélo nucleo y por
presentar una pared celular unica y diferente a la de los hongos filamentosos. Los hongos
filamentosos presentan quitina en su pared celular como su principal componente; en
cambio, las levaduras presentan [ -1,3-D-glucanos (polimeros de glucosa) y manoproteinas
(compuestas por polimeros de manosa unidos a proteinas) (Jackson, 2014). Estas tltimas
tienen una marcada relevancia en la industria vitivinicola pues se reconoce su capacidad de
adsorber compuestos fenolicos (antocianinas y taninos, especificamente). Esta asociacion
fisica puede tener efectos positivos como una reduccion en la astringencia y una menor
agregacion y precipitacion de taninos; sin embargo, también se reconoce que puede reducir
el contenido fenolico, la capacidad antioxidante y el color de los vinos tintos, asi como
reducir el contenido de volatiles y algunos acidos grasos en el vino (Morata, et al., 2003;

Caridi, et al., 2016).
2.7.1 Levaduras involucradas en la produccion de vino

Existe una gran variedad de géneros de levaduras en la uva, ya sea en el receptaculo o en el
pedicelo del racimo, en las hojas, en los sarmientos o bien, desarrolldndose alrededor de
heridas en el fruto o estomas. Estos géneros de levaduras corresponden a Hansenula,
Cryptococcus, Hanseniaspora, Candida, entre otras tantas; sin embargo, las levaduras
involucradas y deseadas en la fermentacion del vino (del género Saccharomyces), se

encuentran generalmente en numeros bajos (Hidalgo, 2003; Jackson, 2014).
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Los géneros tanto de levaduras como de bacterias y hongos que se encuentran inicialmente
en la uva son de poca relevancia en el proceso fermentativo, pues su desarrollo se ve muy
poco favorecido debido a la alta acidez y elevada concentracion de sélidos solubles del
mosto, el rapido establecimiento de condiciones anaerobias, el sulfitado inicial del mosto y
la creciente concentracion de etanol conforme avanza la fermentacion debido al desarrollo

de Saccharomyces spp. (Jackson, 2014).

Conforme inicia la fermentacion, predominan los géneros encontrados en la superficie de la
uva como Hanseniaspora sp. y Candida sp. en concentraciones hasta del orden de 10*
UFC/mL. Este desarrollo inicial, en condiciones de proceso adecuadas como se mencion6
anteriormente, se vera rapidamente interrumpido; sin embargo, es importante mencionar
que el desarrollo de estas levaduras nativas de la uva permite la aparicion de diversos
compuestos con impacto sensorial en el vino como lo son glicerol, varios ésteres, acido
acético y muchos otros compuestos que pueden tener un efecto positivo o negativo en el

producto terminado (Jackson, 2014).
2.7.2 El género Saccharomyces

Bajo las condiciones expuestas en el anterior apartado, las levaduras pertenecientes al
grupo Saccharomyces sensu stricto se veran ampliamente favorecidas para desarrollarse en
el mosto de uva. Este grupo abarca a todas las levaduras de relevancia para la industria de

la fermentacion:

® Saccharomyces cerevisiae: encargada de conducir la mayor parte de la fermentacion
del mosto y de aportar gran cantidad de caracteristicas sensoriales al vino. Es la
levadura enoldgica por definicion. Se encuentra poco distribuida en la naturaleza y
se localiza principalmente en equipo de la vitivinicola (Redzepovic et al., 2002;
Jackson, 2014).

® Saccharomyces bayanus: capaz de tolerar y producir altas concentraciones de

etanol, posee una alta resistencia al SO, y es capaz de fermentar en temperaturas
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bajas, por lo que es de especial interés en la produccion de vino blanco (Hidalgo,
2003; Orlic et al., 2010).

® Saccharomyces paradoxus: ampliamente distribuida en ambientes naturales. Solia
no considerarse como de utilidad en la elaboracion de vino; sin embargo, diversos
estudios recientes demuestran sus excelentes capacidades en el proceso
fermentativo aunado a un impacto sensorial favorable en el vino producido por estas
levaduras (Orlic et al., 2007; Orlic, et al., 2010).

® Saccharomyces pastorianus: levadura de desarrollo lento y un poder alcohologeno
medio por lo que no se emplea en vino. Tiene la particularidad de producir

cantidades apreciables de SO, (Hidalgo, 2003; Franco-Diaz, 2018)
Recientemente, se incluyeron tres especies mas al grupo Saccharomyces sensu stricto:

® Saccharomyces cariocanus: se aislo de Drosophila sp. en bosques de Brasil.
® Saccharomyces kudriavzevii: aislada originalmente en Japon. Aislada del suelo.

® Saccharomyces mikatae: aislada originalmente en Japon. Aislada del suelo.
(Naumov, et al., 2000).

Las células vegetativas de este género pueden ser ovaladas, cilindricas o redondas.
Asimismo, no son filamentosas, predominantemente diploides o poliploides y su
reproduccion es por gemacion multilateral. Pueden esporular, formando cuatro ascosporas

en el interior de ascas.
2.7.3 Desarrollo de la fermentacion

Durante las primeras horas, las levaduras se adaptaran a las condiciones del mosto y, por lo
tanto, no crecerdn. La poblacion inicial de levaduras dependera de si el mosto ha sido
inoculado o no con levaduras seleccionadas: en el primer caso, se tendran una poblacion de
10°-10° UFC/mL o superiores de las levaduras inoculadas, mientras que en el segundo caso,
se tendrd una poblacion inicial de 10* UFC/mL de algunos géneros de levaduras como

Hanseniaspora spp. o Candida spp. Es importante recordar que en el caso de una
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fermentacion iniciada por inoculacion, el desarrollo de otras levaduras ajenas a la
inoculada, a pesar de que se desarrollaran en las primeras horas de la fermentacion, sera

rapidamente interrumpido por el desarrollo del indculo (Hidalgo, 2003; Jackson, 2014).

Tras la adaptacion de las levaduras al mosto de uva, comienza la fase denominada
exponencial, altamente influenciada por la temperatura, concentracion de nitrogeno y otros
nutrimentos en el mosto (Moreno-Arribas y Polo., 2009). La fase dura de entre 3 a 6 dias y

la poblacion de levaduras asciende hasta 107-10° UFC/mL.

Posteriormente, se alcanza la fase cuasi estacionaria en la cual las levaduras se mantienen
viables pero no crecen por 2 a 10 dias. Tras este periodo de tiempo, la poblacién de
levaduras se reduce debido a la falta de nutrimentos y a la acumulacidon de sustancias
toxicas en el mosto (fase de declive o muerte) (Hidalgo, 2003; Moreno-Arribas y Polo.,

2009)

En la Figura 13, se puede apreciar graficamente el desarrollo de las levaduras en el mosto

de uva durante la fermentacion.
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Figura 13. Desarrollo de levaduras durante la fermentacion (Modificado de

Moreno-Arribas y Polo, 2009).

2.7.4 Caracteristicas deseadas en una levadura de interés enoldgico

Las levaduras de interés enoldgico deben presentar ciertas caracteristicas para asi favorecer
su implantaciéon y adecuado desarrollo en el vino, garantizando ademds un impacto
adecuado en el perfil sensorial del mismo. Los pardmetros enologicos que se pueden

evaluar en una levadura de interés son:

e Duracion y eficiencia del proceso fermentativo: cinética de
fermentacion, eficiencia en la conversion de etanol, inicio de la
fermentacion, etc.

e Capacidad de sobrevivir a las condiciones del mosto: tolerancia al
SO,, al etanol, osmotolerancia, actividad a bajas temperaturas,
resistencia a toxinas killer (asociado a resistir toxinas producidas por
diversas levaduras).

e Produccion de metabolitos diferentes al etanol y agua: tanto de
aquellos que impactan favorablemente en el perfil sensorial del vino
(glicerol, alcoholes superiores, etc.) como de aquellos que reducen la

calidad sensorial (acido acético, compuestos azufrados, etc.).
(Girard, 2004).
2.8 Bioquimica de la fermentacion alcohdlica

La glucosa y la fructosa, presentes en el mosto de uva, seran metabolizadas a etanol y CO,

siguiendo la siguiente reaccion quimica:
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C5H12059 2CH;CH,0H + 2 CO->

Hexosa Etanol Dioxido de carbono

El objetivo de la fermentacion alcoholica es, al igual que en el metabolismo bajo
condiciones aerobias, obtener energia y distintas moléculas ttiles para el desarrollo de la

levadura.

Al mismo tiempo que la fermentacion alcohdlica ocurre, una gran cantidad de procesos
bioquimicos, fisicos y quimicos ocurren lo que, aunado a la actividad hidrolitica de las
levaduras se producirdn o liberardn terpenos, fenoles, tioles, dcidos orgéanicos, alcoholes
superiores, ésteres, etc., dando al vino asi su complejidad sensorial caracteristica (Tabla 3)

(Hidalgo, 2003; Moreno-Arribas y Polo, 2009; Jackson, 2014).

Tabla 3. Compuestos en el mosto y los productos obtenidos de éstos por el metabolismo de

las levaduras.

Precursor en mosto Producto en vino
Agua Agua
Azlcares Etanol
Co,

Productos secundarios (glicerol, etanal,
acido succinico, acido piravico, etc.)
Acidos volatiles (4cido acético)

Acidos libres (malico, tartarico y citrico) y Acidos libres y sus sales (bitartrato de
sus sales potasio parcialmente precipitado)
Compuestos nitrogenados Compuestos nitrogenados

Alcoholes superiores

Compuestos minerales Compuestos minerales
Pectinas Pectinas parcialmente precipitadas
Sélido suspendidos Taninos
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(Modificado de Navarre, 1994).

Asimismo, ocurren diversos cambios fisicos asociados a la fermentacion alcohodlica como
un incremento en la temperatura del mosto, lo que hace indispensable el constante
monitoreo y control de la temperatura para mantenerla en su valor 6ptimo durante la
fermentacion; asimismo, se observa una reduccion en la densidad del vino conforme avanza
la fermentacion debido al aumento en la concentracion de etanol (menos denso que el
agua), lo que genera una densidad al final de la fermentacion con valores entre 0.992 y

0.996 (Navarre, 1994).

2.8.1 Factores que inciden en el desarrollo de la fermentacion

El correcto desarrollo y finalizacion de la fermentacion depende de una serie de factores,

entre los que destacan:

e Temperatura: favorece el desarrollo adecuado de las levaduras durante el
proceso y, como se menciond en el apartado de vinificacion en tinto,
favorece la extraccion de diversos compuestos de la uva.

e Aireacidon: una aireacion al segundo dia de la fermentacion promueve el
desarrollo de las levaduras sin comprometer en sobre medida al mosto a la
oxidacion.

e Contenido de nitrogeno: la levadura es capaz de asimilar nitrégeno en forma
de aminodcidos y sales de amonio. Su presencia es indispensable (en
concentraciones superiores a 150 mg/L mosto) para reducir el riesgo de que

se detenga la fermentacion.
(Girard, 2004).
2.9 Métodos de identificacion de levaduras

2.9.1 Métodos basados en caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas
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Un primer acercamiento a la identificacion de levaduras se hace mediante el anélisis de las
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas de los aislados. Estas pruebas
abarcan desde la morfologia celular de la levadura en estudio, la morfologia del estado
sexual (telomorfo) o asexual (anamorfo), la asimilacion o fermentacion de ciertos
compuestos, entre otras; sin embargo, estas técnicas no permiten, en muchos casos, una
adecuada identificacion de las levaduras debido a que gran cantidad de pruebas dependen
del estado fisiologico de las cepas, ademds de que implican gran cantidad de material y de

experiencia suficiente para discernir acerca de los resultados obtenidos.
(Redzepovic, et al., 2002; Franco-Diaz, 2018).
2.9.2 Métodos moleculares para la identificacion de levaduras

Los métodos moleculares permiten una identificacion répida, precisa y fécil hasta nivel de
especie de muchas levaduras de relevancia en la industria de los alimentos; algunas
metodologias moleculares utiles son la secuenciacion de regiones del ADN,
cariotipificacion acoplada a electroforesis, analisis de microsatélites, el polimorfismo

longitudinal del ADN mitocondrial, entre otras (Orbera-Raton, 2004).

Los genes ribosomales (5.8S, 18S y 26S) estdin agrupados formando unidades
transcripcionales que se repiten en el genoma entre 100 a 200 veces (Figura 14). En cada
unidad transcripcional, existen otras dos regiones: los espaciadores internos transcritos
(ITS, por sus siglas en inglés) y los espaciadores externos transcritos (ETS, por sus siglas
en inglés), las cuales son regiones transcritas pero no procesadas. Dentro de la unidad
transcripcional, los genes codificantes se encuentran separados por espaciadores no

transcritos intragénicos (o NTS).

NTS NTS
ETS ITS1 ITS2 ETS NTS
| ) I s | molR2 | |
o 1655SU REERE || zesisu R
B
1700bp 158 bp 3300 bp 120 bp

Figura 14. Estructura del ADN ribosomal (Fernandez-Espinar, ef al., 2005).
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Las regiones mencionadas anteriormente sugieren la posibilidad de utilizar herramientas
poderosas para el establecimiento de relaciones filogenéticas entre especies y para su
identificacion; lo anterior asociado a la presencia de secuencias altamente conservadas y
con una concertada evolucion. Se han desarrollado multiples técnicas que permiten analizar

el ADN ribosomal:

e Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion del ADNr (RFLP): consiste
en el diferenciacion de organismos por el andlisis de patrones de ruptura que se
generan en el genoma al ser cortado éste por enzimas de restriccion. Posteriormente,
los fragmentos se analizan en un gel de electroforesis, donde se genera un patron
correspondiente al tamafio de los distintos cortes generados. Esta diferencia en el
tamafio de los fragmentos se puede asociar a las diferencias en los sitios de union de
las enzimas de restriccion en cada organismo, por lo tanto, se pueden establecer asi
correlaciones entre especies y cepas.

e Polimorfismo del ADN aleatoriamente amplificado (RAPD): consiste en la
amplificacion simultdnea de distintas regiones del ADN con un Unico cebador.
Debido a la baja temperatura de hibridacion (35-39 °C) el cebador se asocia a
regiones in especificas, lo que permite la amplificacion de regiones polimoérficas del
ADN. Los productos se visualizan por electroforesis, lo que permite obtener
“huellas digitales” de los microorganismos analizados a través del analisis de los
fragmentos de distinto tamafio y niimero del ADN amplificado (Orbera-Raton,
2004).

e Secuenciacion de regiones ribosomales: la secuenciacion de los genes 18S y el
dominio D1/D2 del gen 26S, son las técnicas mas empleadas debido a su
disponibilidad en distintas bases de datos, sobretodo del dominio D1/D2. Esta
técnica es de gran utilidad para asignar identidad a levaduras desconocidas cuando
se tiene un %identidad superior al 99%. El acoplamiento de la técnica PCR previa
secuenciacion de genes o regiones definidas permite una rapida y adecuada

identificacion de levaduras (Fernandez-Espinar, et al., 2005).
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En el caso del dominio D1/D2 del gen 26S, se trata de de una secuencia de
aproximadamente 600 pb comun a todas las especies de levaduras con una elevada
variabilidad entre especies, con diferencias hasta de una sola base (Orbera-Raton,

2004).

3. Justificacion
El proposito del presente trabajo es evaluar la posibilidad de aislar levaduras utiles para la
produccion de vino tinto que presenten una baja adsorcion de antocianinas y asi responder a

las necesidades de los productores de vino tinto del municipio de El Marqués, Querétaro.

4. Hipotesis

Dado que existen diversos géneros de levaduras en la microbiota nativa de las uvas, a partir
de mostos se podran aislar algunas del género Saccharomyces que presenten una adsorcion
de antocianinas dentro de valores reportados en la literatura para asi ser de utilidad a la

industria vinicola queretana.

5. Objetivo

Objetivo general:

Aislar levaduras pertenecientes al género Saccharomyces a partir de uvas variedad
Cabernet Sauvignon de la region de El Marqués, Querétaro, que tengan una baja adsorcion
de antocianinas (menor al 4.0%).

Objetivos particulares:
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-Aislar e identificar cepas de levaduras del género Saccharomyces a partir de mosto.
-Establecer la tolerancia de las levaduras seleccionadas al anhidrido sulfuroso y al etanol en
concentraciones tipicas de un proceso de vinificacion, 70 mg/L mosto y hasta 14% v/v,
respectivamente.

-Evaluar el desempeno de las levaduras seleccionadas en la fermentacion de mosto de uva
tinta a través de la determinacion del rendimiento producto/biomasa Y, con respecto al
etanol, la fermentacion de los carbohidratos fermentables presentes en mosto, el contenido
alcohdlico al final de la fermentacion y el contenido de antocianinas adsorbidas en la pared
celular de las levaduras.

6. Estrategia experimental
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7. Materiales y métodos

Se recolectaron uvas variedad Cabernet Sauvignon, variedad de uva tinta empleada
ampliamente en el estado de Querétaro. Las uvas se recolectaron de la vitivinicola “Vinos
del Marqués” ubicada en El Marqués, Qro.; se manejaron con guantes de nitrilo estériles y
se transportaron en cajas de plastico lavadas a la Ciudad de México, donde se refrigeraron
(4 °C) por doce horas. Posteriormente, se removieron tallos, hojas y uvas defectuosas
manualmente (en condiciones estériles) y se determiné el peso de las uvas y de los residuos
generados (hojas, tallos y uvas defectuosas). Después, las uvas se empacaron en bolsas

estériles y se dividieron en 20 lotes.

e Inicio de micro vinificacion natural con mosto de uva variedad Cabernet Sauvignon
Se estrujaron (manualmente y en condiciones de esterilidad) 7 lotes y se vertieron 175 mL
de cada mosto en matraces Erlenmeyer de 250 mL estériles con 1.75 mL de una disolucién
1.13% m/v Na,S,0; para lograr una concentracion final de 70 mg SO,/L mosto
(Guzman-Giménez y Serrano, 1963). Cada matraz se cubrié con manta de cielo para evitar
la entrada de insectos. A los mostos se les determind °Bx, acidez titulable y pH al inicio y
final de la fermentacion. El resto de las uvas se congelaron a -20 °C para su posterior uso.
Posteriormente, se llevd un seguimiento del peso y temperatura de cada matraz durante la

fermentacion natural del mosto hasta alcanzar peso constante.

e Siembra post fermentacion en medio selectivo para obtener crecimiento de
levaduras

Al alcanzar peso constante, de cada fermentacion se hicieron 7 diluciones decimales. A

partir de la dilucion 102, se inocularon 200 pL de cada mosto en agar extracto de

levadura-dextrosa-peptona de caseina (YPD) con ampicilina [100 pg/mL] por triplicado

para obtener colonias de levaduras y se incubaron a 26 °C por 2 dias.

e Conteo de levaduras post fermentacion de mosto de uva
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Asimismo, a partir de las diluciones 10y 107 se realizo la cuenta estandar para levaduras

y mohos (NOM-111-SSA1-1994), las que se incubaron a 26°C por 5 dias.

e Aislamiento de colonias de levaduras por pases consecutivos en medio selectivo
A partir de las colonias desarrolladas en agar YPD con ampicilina, se tomaron 5 indculos
aleatorios de los triplicados de cada una de las 7 fermentaciones (tomando minimo un
inoculo de cada triplicado) y se sembraron en agar YPD con ampicilina [100 ug/mL] para
obtener colonias aisladas y se incubaron a temperatura ambiente (24 °C) por 3 dias.
Posteriormente, se seleccionaron 82 colonias aisladas, donde cada una se re sembro en
YPDA con ampicilina [100 pg/mL] y se incubaron a temperatura ambiente (24 °C) por 2
dias. A partir de las 82 colonias aisladas desarrolladas, se re sembraron dos lotes de 20
colonias y un lote de 19 colonias seleccionadas al azar en YPDA con ampicilina

[100 pug/mL] y se incuban a temperatura ambiente (24 °C) por 3 dias.

e Pruebas en agar lisina de levaduras aisladas

A partir de los dos lotes de 20 y del de 19 colonias, se iniciaron las pruebas en agar
selectivo Lisina (LA) efectuando dos pases consecutivos para los tres lotes de colonias
seleccionadas. Cada pase se incubo a 25 °C por 2 dias. Se seleccionaron aquellas levaduras
en las que se observd crecimiento nulo o pobre en el segundo pase efectuado.

Estas colonias seleccionadas se inocularon en medio YPDA con ampicilina [100 pg/mL] y
se incubaron a temperatura ambiente (26 °C) por 4 dias.

Se realizo tincidon simple con safranina y tincion diferencial de Gram al crecimiento de

levaduras en el medio YPDA con ampicilina [100 pg/mL] para corroborar su pureza.
e Resiembra de levaduras seleccionadas en medio selectivo

Debido a contaminacion por bacterias de los cultivos de levaduras en medio YPDA con

ampicilina [100 pg/mL], las levaduras ya seleccionadas se resembraron en agar papa
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dextrosa (PDA) con cloranfenicol [50 pg/mL] (nueva propuesta de antibidtico) y se

incubaron a 27 °C por 7 dias.

e Primer pase de levaduras seleccionadas en medio diferencial WL
Posteriormente, a las colonias desarrolladas en PDA con cloranfenicol [50 pg/mL], se les
realiz6 una tinciéon Gram para corroborar pureza y se inocularon en agar diferencial WL y
se incubaron a 25 °C por 2 dias. Se seleccionaron aquellas levaduras que presentaron
colonias verde azuladas, con centro oscuro verdoso y cremosas en agar WL aunado a que
hubieran presentado un desarrollo pobre en agar lisina, fenotipo correspondiente a

Saccharomyces spp. (Gonzalez, 2015).

e Pruebas de tolerancia a etanol
Posteriormente, aquellas colonias ya seleccionadas como sospechosas de pertenecer a
Saccharomyces spp. (desarrolladas en PDA con cloranfenicol [50 pg/mL]) se inocularon
en 5 mL de caldo extracto de levadura-peptona-dextrosa (YPD) y se incubaron a 25 °C
hasta observar desarrollo en el medio, lo que ocurri6 tras un dia de incubacion; a estos
caldos se les adiciono etanol para lograr una concentracion de 4% v/v etanol y se incubaron
a 25 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, las levaduras se sembraron por
estria ondulada en YPDA y se incubaron a 25 °C por dos dias para evaluar su sobrevivencia
a la concentracion de etanol probada. Se siguid el mismo procedimiento para las
concentraciones de etanol de 7% v/v, 10% v/v, 12% v/v y 14% v/v (Jackson, 2014;

Miranda-Castilleja, et al., 2014).

e Segundo pase de levaduras seleccionadas en medio diferencial WL
A partir de las levaduras sobrevivientes a 14% v/v etanol (sembradas en YPDA para
evaluar su sobrevivencia), se inocularon por segunda vez en WLA y se incubaron a 25 °C

por 3 dias. Se seleccionaron colonias verdeazuladas, con centro oscuro verdoso y cremosas.
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Previa inoculacion en WL, se realizd tincion Gram para corroborar la pureza de las

colonias.

e Cinética de crecimiento. Propuesta para relacionar DO con UFC.
A partir de la siembra en YPDA de la cepa identificada como “control” (levadura comercial
para panificacion), sobreviviente a 14% v/v etanol, se realizd una cinética de crecimiento.
Se inocul6 una punta de asa microbioldgica en un tubo con caldo YPD y se incub¢ a 25 °C
por 24 horas. A partir de este caldo, se reinocul6 en 12 mL caldo YPD (en un tubo falcon
de 15 mL) tal que se logré una concentracion de 1% v/v de indculo o una Densidad optica
(D.O., auna longitud de onda (1) de 600 nm) equivalente de 0.083-0.088. Posteriormente,
se determind densidad Optica a una A=600 nm y se inoculdé 1 mL de caldo en agar Papa
Dextrosa Acidificado (PDA) para desarrollar la metodologia de cuenta estandar para
levaduras y mohos (NOM-111-SSA1-1994). El caldo se incubd a 25 °C sin agitacion y
cada 6 horas se volvio a determinar DO y se realizaron diluciones decimales 10>y 107
para desarrollar la cuenta estandar para levaduras y mohos y obtener una cuenta que entre
en el intervalo establecido por la legislacion mencionada (10-150 UFC). Se sigui6 el mismo
procedimiento cada 6 horas hasta alcanzar 36 horas de incubacion, considerando que: tras 6
y 12 horas de incubacién se realizaron diluciones 10%y 107, tras 18, 24 y 30 horas de
incubacion se realizaron diluciones 10 ®y tras 36 horas de incubacion se realizaron
diluciones 10y 1077. Asimismo, se considera el comienzo de una segunda cinética a
destiempo para cubrir aquellas horas que sean imposibles de cuantificar en la primer
cinética.
e Conservacion de cepas identificadas como Saccharomyces spp.

Las colonias que fueron identificadas como presuntas Saccharomyces spp. se conservaron

en glicerol al 15% v/v y se congelaron a -20 °C para su posterior uso.

e Reactivacion de cepas congeladas
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Las cepas congeladas seleccionadas (aislados identificados como 23, 30 y 31) se
descongelaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron 0.1 mL de glicerol con
la cepa de interés y se inocularon en 9.9 mL de caldo YPD. Las muestras se incubaron a 25
°C a 250 rpm por 2 dias.

Transcurrido el periodo de incubacién, se siguid el protocolo establecido por (Martinez,
2009) para la obtencion del paquete celular, modificandose el proceso de centrifugacion a
8,872 x g por 10 minutos a 4 °C en una centrifuga Biofuge primo R Heraeus con rotor para

tubos Falcon y un radio maximo de 12.4 cm

e Extraccion de ADN
Se empled el método liticasa+perlas propuesto por (Martinez, 2009). Posteriormente, al
ADN extraido se purifico empleando un tratamiento inicial con 2.5 uL proteinasa K e
incubacion por 30 min. a 65 °C y 600 rpm; posteriormente, se afiadieron 0.5 mL de
cloroformo, se agit6 por inversion, centrifugd a 15317 x g por 5 min. a 4 °C (en Centrifuga
Beckman con rotor JA-14 con radio maximo de 13.7 cm) y se recuper6 la fase acuosa.
Estos pasos permiten reducir la contaminacion proteinica y de polisacaridos. Después, se
siguid el procedimiento de purificacion establecido segln el kit Genomic DNA Extraction
Kit de Fast ID. La pureza y concentracion de ADN extraido se evalué empleando un lector

de placas (Epoch, Bioteck) para todas las muestras.

e Amplificacion de dominio D1/D2 de ADNr 26S
Con base en el ADN extraido de cada una de las muestras, se procedié a amplificar el
dominio D1/D2 del ADNr 26S. Se prepar6 la Mezcla de reaccion (Master mix, en inglés)

para la amplificacion tomando como base lo establecido por (Martinez, 2009).

Tabla con los componentes de mastermix empleada.

Reactivo [ ]inicial o [ ]deseada Volumen p/1 Volumen p/6 reacciones
de stock reaccion (L) (nL)
Agua - - 34.6 207.6

63



Buffer 10 X 10 X 1X 5 30

Primer Fwd 10 uM 02uM 1 6
(NL1)

Primer Rvs 10 uM 02pM 1 6
(NL4)

Mix dNTPs 10 mM de 0.2 mM de 1 6

cada ANTP cada ANTP

Enzima 25U/pnL 1 U/50pL 0.4 24
AccuPOL
(AmpliQon) *
MgCl, 25 mM ImM P 2 12
ADN molde 20 ng/pL 100 ng/50 n L 5 -
Volumenes 50 pL total 270 pLentotal; 45 pL

en cada pozo de reaccion

o : considerar que la enzima contiene ya una concentracion de 1.5 mM de MgCl,

B : se desea una concentracion final de 2.5 mM pero se tiene ya por la enzima polimerasa
1.5 mM, por lo que se requiere adicionar el equivalente de 1 mM a la mezcla de

reaccion.

Se amplifico bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95 °C por 5 min.; 1-40
ciclos como siguen: desnaturalizaciéon 94 °C por 1 minuto, alineamiento a 55.5 °C
por 2 minutos, extension a 72 °C por 2 min. y una extension final a 72 °C por 10

min.

e Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa de amplicones
Posteriormente, se evalud la presencia de los amplicones mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% con una diferencia de potencial de 90 v aplicada durante 15 minutos.

e Corte de banda en gel de electroforesis correspondiente al amplicon D1/D2 del

ADNIr 268S.
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Tras evaluar la amplificacion del dominio D1/D2 del ADNr 26S en el primer gel de agarosa
(1%), se corre un nuevo gel empleando el resto de la mastermix sometida a amplificacion.
Posteriormente, se corta con una navaja estéril la banda correspondiente a un tamafo de
600 pb para cada muestra (23, 30 y 31) y se purifica con el kit QIAEX Gel Extraction Kit
(Qiagen). La pureza y concentracion del ADN purificado se evalué empleando un lector de
placas (Epoch, Bioteck) para todas las muestras (Martinez, 2009).

Al observarse que la concentracion del amplicon en la banda cortada era inferior a la
necesaria para poder secuenciar las muestras, se realizé de nuevo la reaccion de PCR para
cada muestra (identificadas como 23, 30 y 31) siguiendo las mismas condiciones de

amplificacion (se anexa de nuevo la Tabla previa).

Tabla con los componentes de mastermix empleada.

Reactivo [ ]inicial o [ ] deseada Volumen p/1 Volumen p/6 reacciones (
de stock reaccion pL)
(nL)
Agua - - 34.6 207.6
Buffer 10 X 10X 1X 5 30
Primer Fwd 10 uM 02uM 1 6
(NL1)
Primer Rvs 10 uM 02uM 1 6
(NL4)
Mix dNTPs 10 mM de 0.2 mM de 1 6

cada ANTP cada ANTP

Enzima 2.5U0/pL 1U/50pL 0.4 2.4
AccuPOL
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(AmpliQon) ©

MgCl, 25 mM ImM P 2 12
ADN molde 20 ng/pnL 100 ng/50 u L 5 -
Voltimenes 50 pL total 270 wL entotal; 45 pL

en cada pozo de reaccion

o : considerar que la enzima contiene ya una concentracion de 1.5 mM de MgCl,

B : se desea una concentracion final de 2.5 mM pero se tiene ya por la enzima polimerasa
1.5 mM, por lo que se requiere adicionar el equivalente de 1 mM a la mezcla de

reaccion.

Las muestras se amplificaron bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién a 95 °C por
5 min.; 1-40 ciclos como siguen: desnaturalizacion 94 °C por 1 minuto,
alineamiento a 55.5 °C por 2 minutos, extension a 72 °C por 2 min. y una extension

final a 72 °C por 10 min. (Martinez, 2009).

Tras la reaccion de PCR, se evalu6 la amplificacion del dominio D1/D2 del ADNr 26S en
gel de agarosa al 1% con una diferencia de potencial de 90 v aplicada por 15 minutos. Una
vez evaluada la correcta amplificacion del dominio, se cortd la banda correspondiente a 600
pb y se purificod con el kit QIAEX Gel Extraction Kit (Qiagen). La pureza y concentracion
del ADN purificado se evalu6 empleando un lector de placas (Epoch, Bioteck) para todas

las muestras.

Por ultimo, las dos purificaciones de ADN provenientes del gel de agarosa se combinaron

para asi aumentar la cantidad de ADN disponible para la secuenciacion de los amplicones.

e Secuenciacion de amplicones
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Las muestras fueron enviadas a Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciacion junto con
20 pL de cada uno los primers universales empleados en la reaccion de amplificacion:

NL1 (GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) y NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGQG).

e Andlisis y correccion de secuencias
Las secuencias tanto directas como inversas fueron analizadas y corregidas para obtener
una secuencia consenso adecuada. Posteriormente, las secuencias fueron analizadas
empleando la herramienta BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar

homologia con secuencias de levaduras reportadas.

e Construccion de un arbol de agrupamiento
Las secuencias consenso obtenidas de cada una de las muestras (23, 30 y 31) se analizaron
por medio de un arbol de agrupamiento junto con secuencias de distintas levaduras
reportadas como parte del grupo Saccharomyces sensu stricto (Saccharomyces cerevisiae,
S. bayannus, S. mikatae, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. pastorianus y S. paradoxus). Se

empled el software MEGAX.

e Inicio de pruebas de micro vinficacion.

Se seleccionaron aleatoriamente 3 lotes de uva despalillada (variedad Cabernet sauvignon),
recolectadas al inicio del proyecto en el municipio de El Marqués, Querétaro (mantenidas
en congelacion hasta el momento de su seleccion). Cada lote de uvas fue dividido en cuatro
lotes (dos de 200 g para la cepa 23 y dos de 250 g para las cepas 30 y 31 de uva para
vinificacion y dos de 75 g para la caracterizacion del mosto pre fermentacion). Las uvas
fueron estrujadas dentro de bolsas resellables plésticas estériles.

Posteriormente, cada lote de 200 o 250 g de uva estrujada se transfirié a un matraz de 250
mL estéril. Los matraces con las uvas se sometieron a un tratamiento térmico
(termovinificacion) de 60 °C por 20 minutos (Miranda-Castilleja, et al., 2014). Una vez
concluido el tratamiento, los mostos fueron sulfitados a una concentracion de 50 mg SO,/L

mosto y se maceraron a 25 °C por 24 horas.
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Transcurridas las 24 horas de maceracion, se prenso el orujo (o residuo sélido de uva
estrujada) manualmente y en condiciones estériles. Posteriormente, se determind el
volumen de jugo (tanto el obtenido por estrujado como el obtenido por prensado) de uva
prefermentacion y se transfiri6 cada lote de jugo a un matraz de 250 mL estéril,
respectivamente. En cuanto a los lotes de 75 g, uno se emple6 para determinar °Bx y acidez
total en uva pre fermentacion y el otro se congel6 para el andlisis de glucosa y fructosa por
cromatografia de liquidos en uva pre fermentacion.

El proceso se realiz6 tres veces para probar las tres cepas identificadas.

Los matraces con el jugo de uva se cubrieron con manta de cielo estéril previa inoculacion

con levaduras y en los primeros dias de la fermentacion.

e (Caracterizacion de mosto pre fermentacion
Empleando uno de los lotes de 75 g de uva estrujada, se determindé al mosto pre
fermentacion °Bx seglin lo establecido en Garcia-Cazorla y Xirau-Vayreda, 2000 y la
acidez total titulable con base en lo establecido por Chéavaro-Ortiz, 2014, empleando un

potenciometro calibrado (HANNA H 1 4211).

e Determinacion de antocianinas de jugo de uva
Posterior al prensado del orujo, se tom6 una muestra de 13 mL de cada matraz previa
inoculacion con las levaduras. Esta muestra se coloco en un tubo Falcon de 50 mL y se
congeld durante 24 horas (hasta su analisis). La muestra se dejé descongelar a temperatura
ambiente y se centrifugd a 8,872 x g por 5 min a 4 °C para eliminar particulas de la muestra
(Morata, et al., 2003). Posteriormente, se siguid el procedimiento propuesto por Giusti y
Wrolstad, 2001 para determinar antocianinas en una muestra por medio del método del pH
diferencial. Esta metodologia permite cuantificar (mediante la ley de Lamber-Beer) una
antocianina especifica en una muestra con base en las propiedades espectrofotométricas de
¢sta (absorbancia, en particular) a determinados pH de andlisis. El factor de dilucion
empleado fue de 0.4 mL de muestra y 9.6 mL de cada buffer empleado en esta

determinacion. Se considerd al malvidin-3-glucdsido como la antocianina de referencia.
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e Inoculacion con levaduras seleccionadas

Las cepas de levaduras (conservadas en congelacion con glicerol 15% v/v) ya identificadas,
se descongelaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se inocularon 0.3 mL de cada
cepa en 4.5 mL de caldo extracto de levadura-peptona de caseina-dextrosa (YPD) y se
incubaron a 25 °C por 24 horas.

A partir de este caldo, se inocularon 60 pL en 11.94 mL de caldo YPD (para el caso de la
cepa 23) y 120 uL en 11.88 mL de caldo YPD (para las cepas 30 y 31) y se incubaron a 25
°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se monitorea la densidad 6ptica del
caldo hasta alcanzar valores entre 0.113-0.600 D.O., ya que estos valores son analizables en
el intervalo lineal de la recta elaborada que permite la relacion entre DO y UFC/mL.

Con base en la lectura de D.O., se pudo determinar la cuenta de levaduras en el caldo y, por
lo tanto, inocular el mosto prensado con una concentracion inicial de 10° UFC/mL de la

levadura seleccionada (Miranda-Castilleja, et al., 2014).

e Seguimiento de avance de fermentacion
Cada matraz con el jugo de uva inoculado se coloc6 en un bafio de agua a 25 °C.
Diariamente, se determind el peso de cada matraz y se registré la temperatura de
fermentacion. Tras dos dias de fermentacion, se removi6 la tapa de manta de cielo y se
colocd una tapa de plastico ajustada con una liga a cada matraz para favorecer condiciones
de semi anaerobiosis.
La fermentacién se considerd completa cuando el peso de los matraces se mantuvo

constante.
e Analisis post fermentacion

Una vez completa la fermentacion, se tomaron 10 mL de vino para su analisis de etanol,

glucosa y fructosa por cromatografia de liquidos; asimismo, se tomaron 15 mL y se
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centrifugaron a 8,872 g por 5 min. a 4 °C y se determin6 °Bx segun lo establecido en
Garcia-Cazorla y Xirau-Vayreda, 2000; la acidez total titulable con base en lo establecido
en Chévaro-Ortiz, 2014, empleando un potencidometro calibrado (HANNA H 1 4211).

De igual forma, se determiné la cuenta de levaduras al final de la fermentacion con base en
lo establecido en la NOM-111-SSA1-1994, con la tnica modificacion de que el volumen
inicial tomado de la muestra homogeneizada fue de 0.1 mL en vez de 1 mL recomendado
por la normativa y se realizaron diluciones pares, es decir, de 10° se procedio a 102 y asi

sucesivamente hasta 10®, incluyendo también y unicamente a la dilucion 107

e Determinacion de contenido de antocianinas adsorbidas en la pared celular de las
levaduras

Al final de la fermentacion, se decanto el vino y se determiné el volumen total producido
(considerando los volumenes tomados en la caracterizacion post fermentacion). Las “lias”
(residuos solidos depositados en el vino) producidas al final de la fermentacion se
mantuvieron en el fondo del matraz respectivo y fueron suspendidas en 50 mL del vino
producido correspondiente. A partir de esta suspension, se tomaron tres alicuotas de 12.5
mL de cada una de las fermentaciones y se sigui6 el procedimiento con lavados de aguay
acido formico:metanol (10:90 v/v) propuesto por Morata, et al., 2003 para extraer las
antocianinas adsorbidas en la pared celular de las levaduras.
Posteriormente, se aplicé la metodologia del pH diferencial para cuantificacion de
antocianinas por medio de espectroscopia UV-visible propuesta por Giusti y Wrolstad,
2001. Se empled un factor de dilucion de 0.4 mL de muestra en 9.6 mL de buffer empleado.

Se considero al malvidin-3-glucésido como la antocianina de referencia.

e Cromatografia de liquidos de alto rendimiento y de gases para determinar etanol,
glucosa y fructosa en jugo de uva pre y post fermentacion

Las alicuotas tomadas para el andlisis de fructosa y glucosa en mosto y prensados, asi como

las alicuotas tomadas para el andlisis de glucosa, fructosa y etanol en vino se congelaron

tras su obtencion.

70



Posteriormente, se descongelaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a 8,872 x ga 4
°C por 5 minutos. Tras esta operacion, se filtr6 1.6 mL de cada muestra, empleando
jeringas estériles y nuevas de 1 mL vy filtros acoplables Titan 3 de Nylon (0.45 pm). Las
muestras fueron sometidas a un analisis en un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion
acoplado a un detector de indice de refraccion (HPLC-RI, marca Waters). Se utiliz6 una
columna BioRad (Aminex HPX-87H 300 mm x 7.8 mm), como fase movil se empled una
solucion de agua estéril desionizada con 4 mM de acido sulfurico grado HPLC (Fluka), a
una temperatura de 50 °C y con un flujo isocratico de 0.6 mL/min.

Asimismo, se analizaron las muestras en un cromatografo de gases (Agilent) para
cuantificar el etanol en las muestras con un detector de ionizacion de flama. Se emple6 una
columna Carbowax/BTR (J&W Scientific) con un tamafio de particula de 1 pm y unas
dimensiones de 60 m x 0.25 mm. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:
tras un periodo inicial isotérmico de 5 minutos a 40 °C, se establecid un gradiente de 5
°C/min hasta alcanzar 140 °C, posteriormente, se aumentd el gradiente a 10 °C/min hasta
alcanzar 240 °C, la temperatura se mantuvo constante durante 5 minutos con un tiempo
total de corrida de 40 minutos. La temperatura del inyector y del detector fue de 250 °C. Se
empled una relacion de split 1:5; se utilizo aire a 300 mL/min, hidrégeno a un flujo de 40

mL/min y nitrégeno a 28 mL/min, como gas acarreador.
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8. Resultados y discusion

La uva fue recibida en huacales de plastico sin refrigeracion y espolvoreadas previamente
con Na,S,0; (empleado como conservador) en una proporcion 20 g por cada 2.5 kg de uva,
el cual no tiene influencia en la fermentacion.

Las uvas se lotificaron, se pesd cada lote y se determind el rendimiento promedio de uva

por racimo (Tabla 4).

Tabla 4. Registro del total de uva recibida, uva despalillada y rendimiento de uva.

Peso de uva con tallos, hojasy ~ Peso de uva despalillada (g) Rendimiento de uva por
uvas defectuosas (g) racimo
16,798 15,656 93%
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Posteriormente, se seleccionaron siete lotes de manera aleatoria para dar inicio a la
fermentacion natural a temperatura ambiente (T= 23 °C, en promedio). A los lotes
seleccionados se les determind °Bx y acidez titulable expresada como (g/L de acido

tartarico) (Tabla 5).

Tabla 5. Caracterizacion de mosto seleccionado previa fermentacion natural.

Lote Peso om. A acidez titulable promedio pH
mosto Matraz mosto (g) Bx (g 4cido tartarico/L mosto) ® inicial
15 1 187.93 26.2 7.7+0.1 3.67
19 2 184.18 25.0 79+0.2 3.71
14 3 222.15 25.6 7.3+0.1 3.63
18 4 191.13 23.6 7.6 £0.6 3.68
1 5 198.16 26.6 8.1+0.2 3.64
16 6 206.63 26.6 7.6+0.1 3.74
17 7 188.43 24.6 7.8+0.1 3.58

Nota: #: la lectura efectuada por refractometria se corrige a la temperatura de medicion (24
°C). B se realiza la determinacion con potenciometro, considerando el punto de

equivalencia en un pH de 6.9-7.1

Se realiz6 la correccion de Miconi para el resultado en °Bx con el objetivo de obtener g
aziicar/100 cm® de mosto ((°Bx*1.2)-4); asimismo, se determin el indice de maduracion
de De Cillis y Odifredi (Tabla 6). Los resultados del indice de maduracion correspondieron

a los de uva en madurez industrial, que corresponde a un valor entre 3 y 5 (Hidalgo, 2003).

Tabla 6. Contenido de azicar y grado de maduracion de la uva.

Matraz Correccion de Miconi (g azlicar/ Indice de De Cillis y Odifredi

( g aztcar/ 100 cm3 mosto)
g ac. Tartarico/ Lmosto

100 cm® mosto)

1 27.44 3.6
2 26.00 33
3 26.72 3.7
4 24.32 3.2
5 27.92 34
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Viasa mosto (g)

6 27.92 3.7
7 25.52 33

e Inicio de micro vinificacion natural con mosto de uva variedad Cabernet Sauvignon
Se inicid la fermentacion natural en matraces Erlenmeyer de 250 mL recubiertos con gasa
para mantener alejados a algun insecto. Se siguié la fermentacion mediante
determinaciones del peso de cada matraz y, ademads, se determind la temperatura tanto
ambiental como de cada matraz. La fermentacidon natural transcurrié dentro del rango de
temperatura recomendado para la fermentacion del mosto de uva (15-30 °C) (Hidalgo,
2003) (Tabla 7). Tras alcanzarse el dia 7, se aprecia en el Figura 15 que la reduccion del
peso fue ya mayor para algunas fermentaciones (2, 3 y 6), hecho asociado con el avance de
la fermentacion y la consecuente producciéon de etanol por parte de las levaduras
(Moreno-Arribas y Polo, 2009), razon por la que se decidid comenzar el aislamiento de

levaduras en ese dia (Figura 15).

Tabla 7. Temperatura de cada fermentacion y temperatura ambiental durante la
fermentacion natural.

Dia Temperatura promedio Temperatura ambiente (°C)

fermentaciones (°C)

1 23 24
2 23 23
3 23 23
4 23 23
5 23 23
6 23 22
7 23 24
230
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Figura 15. Seguimiento del peso de cada fermentacion natural en funcion del tiempo de
fermentacion.

Cada fermentacion se desarrolld en matraces de 250 mL estériles con 175 mL de mosto de
uva variedad Cabernet Sauvignon, sulfitados a una concentracién de 70 mg SO,/L mosto.

La determinacion del peso de cada matraz se realizd una vez por dia hasta alcanzar peso

constante.

A los siete dias de fermentacion, se inocularon 3 cajas con YPDA con ampicilina por
fermentacion para obtener un desarrollo masivo de levaduras; ademas, se inocul6 el mosto
en agar papa dextrosa para la determinacion del nimero de levaduras de cada fermentacion
natural (Tabla 8). Con base en la literatura (Moreno-Arribas y Polo, 2009) y la cuenta
obtenida, se puede concluir que las levaduras de los matraces 1 y 5 se encontraban en la
fase estacionaria (la literatura menciona una cuenta de levaduras en esta fase del orden
10’-10® UFC/mL) y el resto de los matraces en la fase exponencial pre estacionaria
(reportada en valores de 10°-107 UFC/mL). Esto es de relevancia pues es en estas fases de
crecimiento donde se presenta la mayor cantidad de levaduras en toda la fermentacion.
Entonces, al haber inoculado los mostos en YPDA con ampicilina en este periodo dentro de
la fermentacion, se garantiza la presencia en el indculo de una amplia variedad y cantidad

de las levaduras involucradas en la fermentaciéon (Moreno-Arribas y Polo, 2009).
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Tabla 8. Cuenta de mohos y levaduras al alcanzar peso constante en las fermentaciones.

Fermentacién Cuenta de mohos y levaduras (UFC/mL mosto fermentado)
1 42x107 (valor estimado)
2 58x10°
3 27x10°
4 87x10°
5 12x107
6 37x10°
7 57x10°

Asimismo, relacionando la cuenta de levaduras y mohos con lo observado en la Figura 17,
se puede corroborar como la disminucidn del peso fue menos marcada al dia siete, lo que
puede asociarse justamente con la entrada de las levaduras en la fase estacionaria o pre
estacionaria.

Al mosto fermentado se le determind °Bx y acidez titulable (Tabla 9). Con base en las
Tablas 5 y 9, se aprecia una reduccion en los °Bx en el medio de mas del 50%, hecho que
coincide con lo reportado en la literatura para 7 dias de fermentacion (Hidalgo, 2003); sin
embargo, la acidez aumentd, hecho que se puede atribuir a la produccion de diferentes
acidos organicos por parte de las levaduras a partir de piruvato como el acido acético,

succinico, etc. o por otras rutas metabodlicas (Hidalgo, 2003).

Tabla 9. Caracterizacion de mosto fermentado tras fermentacion natural.

Acidez titulable promedio (g acido tartarico/L

Matraz °Bx * pH tras fermentacion

vino) ®
1 13.6 10.0+£1.0 3.50
2 8.6 10.0+1.0 3.68
3 9.6 8.0+1.0 3.57
4 10.8 11.0+1.0 3.55
5 12.6 11.0+£1.0 3.62
6 14.6 11.0+1.0 3.55
7 14.6 14.0+1.0 3.44
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Nota: *: la lectura efectuada por refractometria se corrige a la temperatura de medicion (24
°C). B se realiza la determinacion con potenciometro, considerando el punto de

equivalencia en un pH de 6.9-7.1

e Siembra post fermentacion en medio selectivo para obtener crecimiento de
levaduras
Como se mencion6 previamente, el mosto se inoculdé en medio YPD con ampicilina ([100

ng/mL]) (siembra 1), los cuales mostraron un desarrollo masivo de levaduras (Figura 16).

Figura 16. Desarrollo masivo de levaduras en YPDA con ampicilina ([100 pg/mL]),
fermentacion 7.
e Aislamiento de colonias de levaduras por pases consecutivos en medio selectivo
Posteriormente, se tomaron aleatoriamente cinco indculos provenientes de cualquiera de las
tres cajas con crecimiento por fermentacion. Se sembraron mediante estria cuadrante radial

para obtener colonias aisladas (Figura 17), (siembra 2).

Figura 17. Desarrollo de colonias aisladas. Primer resiembra en YPDA ampicilina ([100

ug/mL]). Indculo proveniente de la caja I, fermentacion 1.
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Tras incubacidn, se seleccionaron colonias aisladas que presentaron un color blanquecino,
forma redonda, apariencia y textura cremosa, asi como una elevacion convexa, ya que es la
morfologia reportada como tipica para Saccharomyces spp. (Fernandez-Espinar, et al.,
2005). Se seleccionaron algunas colonias con elevacion apicular y algunas en forma de
papila (con una elevacion marcada en el centro). Se seleccionaron un total de 82 colonias
sospechosas de pertenecer al género Saccharomyces (numeradas del 1 al 82 para su facil
identificacion).

Estas colonias se resembraron dos veces mas en agar YPD con ampicilina ([100 png/mL])

para obtener colonias de levaduras con un unico morfotipo (siembra 3) (Figura 18).
] N

Figura 18. Desarrollo de colonia aislada inoculada en YPDA ampicilina ([100 pg/mL]).
Inoculo proveniente de la colonia 69.
e Pruebas en agar lisina de levaduras aisladas
A partir de la ultima siembra en YPDA ampicilina ([100 pg/mL]), se comenzaron las
pruebas en agar lisina. Las colonias se dividieron en dos lotes de 20 colonias y uno de 19
colonias y se realizaron dos pases hasta conseguir 10 a 12 colonias sospechosas de

pertenecer al género Saccharomyces.

El medio lisina se ha empleado para la identificacion de levaduras del género
Saccharomyces, 1o que se debe a la incapacidad de estas levaduras para desarrollarse con
lisina como principal fuente de nitrégeno (a pesar de que el medio presenta otros
aminoacidos y sales de amonio como fuente de nitrégeno, las cuales se encuentran en
cantidad inferior a lisina); sin embargo, se ha reportado la posibilidad de que las levaduras
puedan desarrollarse ligeramente (crecimiento apreciado como micro colonias continuas)

en el medio debido a la presencia de impurezas del medio del cual proviene el inoculo,
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YPDA en este caso (Eddy y Morrys, 1956). Experimentalmente, fue posible discriminar
entre posibles levaduras Saccharomyces y no Saccharomyces (Figura 19) por un desarrollo
abundante para levaduras no Saccharomyces (Figura 19, I) y un pobre desarrollo para
levaduras del género Saccharomyces (Figura 19, II). Asimismo, se inoculd un control de

una levadura Saccharomyces spp. para tener una clara referencia del crecimiento esperado

(Figura 20).

Figura 19. Desarrollo de segundo pase en agar lisina.
I: desarrollo de colonia abundante, interpretada como no Saccharomyces. 11: desarrollo de

colonia puntual y pobre, interpretada como Saccharomyces spp.

Figura 20. Desarrollo de segundo pase de levadura Saccharomyces spp. (control) inoculada

en agar lisina.

De las colonias seleccionadas como posibles Saccharomyces, se realizd una tincion simple

con safranina para comprobar su pureza, a partir de la siembra en YPDA ampicilina ([100
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ng/mL]) de la cual se inoculd el agar lisina (Tabla 10). Se observo contaminacion

bacteriana en los cultivos 6 y 35.

Tabla 10. Resultados de tincion simple con safranina de primeras colonias seleccionadas
como posibles Saccharomyces.
Observacion microscopica Caracteristicas
Colonia: 30
Aumento: 40x
Descripcion: levaduras con forma ovoide y

algunas elipsoidales, gemacion polar.

Es importante aclarar que las pruebas en agar lisina arrojaron también como nuevas
sospechosas a las colonias identificadas como 3 y 23, por lo que se sembraron también en
YPDA ampicilina ([100 pg/mL]). No se encontré6 contaminacién bacteriana tras tincion

simple de estas colonias.

e Resiembra de levaduras seleccionadas en medio selectivo

A partir de las colonias sospechosas de pertenecer al género Saccharomyces (3, 23, 35, 31,
9, 69, 6, 30, 19, 10, 5 y 22), se busco eliminar a las bacterias presentes en algunos cultivos
(6 y 35, especificamente) y también verificar la morfologia colonial mediante una re
siembra en medio YPDA ampicilina ([100 pg/mL]), buscando aquellas con elevacion
convexa-apicular, cremosa, color crema blanquecino, borde redondo y circular (Kovacevic,
2015, Gonzalez, 2015).

Las levaduras seleccionadas se resembraron con éxito y se desarrollaron en YPDA
ampicilina ([100 pg/mL]). De este desarrollo se analiz6 la morfologia de los aislados y se

realizd una tincion Gram para verificar si la carga bacteriana se redujo. Con respecto a la
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morfologia colonial en YPDA ampicilina ([100 pg/mL]), se aprecid6 que muchas de las
levaduras consideradas como “positivas” para Saccharomyces no coincidieron con la
descripcion morfolégica esperada ((Kovacevic, 2015, Gonzélez, 2015), por lo que se

propuso inocular en agar WL para una adecuada y certera identificacion.

En cuanto a la tincion, se encontrd que la contaminacion bacteriana persistio y se habia
hecho atn mds evidente gracias a la tincion (Tabla 11); sin embargo, el desarrollo de las
bacterias resultd marginal en comparacion con el desarrollo de las levaduras, con base en lo

observado en las tinciones.

Tabla 11. Tincidon Gram colonias seleccionadas como posibles Saccharomyces.

Colonia: 30
Aumento: 100x
Descripcion: cocos Gram +.

Colonia: 30

Aumento: 40x

Descripcion:  forma  ovoide,  gemacion
multipolar.

La presencia de bacterias en los cultivos levantd la sospecha de posibles falsos positivos en
los resultados observados en el agar lisina, razon por la cual se realizaron tinciones a

distintos crecimientos (elegidos al azar) en el agar lisina para evaluar su pureza. Se
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encontrd que las bacterias no se desarrollaron ni influyeron en el desarrollo de las levaduras

en el agar lisina (Figura 21), lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (Eddy y

Morris, 1956).

Figura 21. Observaciones microscopicas de desarrollo en agar lisina de colonias 23,3y 9,

aumento 100x.

Debido a la persistencia de la contaminacién microbiana en los cultivos de levaduras, estas
se resembraron en agar papa dextrosa (PDA) con cloranfenicol ([50 pg/mL]), ya que el
cloranfenicol se reporta como un antibidtico de amplio espectro contra bacterias gram
positivas y gram negativas (Facultad de Medicina. Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, 2018) con una actividad 6ptima al pH del PDA (pH reportado por el fabricante de
5.6+0.2). Tras inoculacion e incubacion, se aprecid mediante tincidon Gram una notable
reduccion en la cantidad de bacterias presentes (Tabla 12) y, en algunos casos, incluso la

completa inhibicion de las bacterias.

Tabla 12. Resultados de tincion Gram de algunas colonias seleccionadas como posibles

Saccharomyces provenientes de PDA con cloranfenicol ([50 pg/mL])
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Colonia: 30

Colonia: 30 Aumento: 100x
Aumento: 100x Descripcion: contaminacién bacteriana no
Descripcion: forma ovoide, gemacion polar. apreciable.

e Primer pase de levaduras seleccionadas en medio diferencial WL
Tras lograr una siembra con baja contaminacidn, se inician pruebas en agar WL para las 12
colonias sospechosas de pertenecer al género Saccharomyces (identificadas como 3, 23, 22,
10, 5, 31, 19, 30, 35, 6, 69 y 9) y un control positivo (proveniente de inoculacién en agar

YPDA ampicilina ([100 ug/mL])).

El agar WL es un medio diferencial que permite identificar levaduras pertenecientes al
género Saccharomyces por el color y la morfologia de las colonias desarrolladas en el agar,
siendo esta de color verde azulado, superficie opaca y lisa, elevacion convexa y
consistencia cremosa y colonias brillantes (Gonzalez, 2015). Con base en esta descripcion,
se probaron las 12 colonias seleccionadas y se obtuvieron resultados positivos
(identificacion como Saccharomyces spp.) para 4 colonias (identificadas como 23, 30, 31 y
69) y control (Tabla 13). En el caso de la colonia 69 no se tuvo completa certeza de que se

trate de una levadura Saccharomyces, sin embargo, se conservo para el resto de las pruebas.

Tabla 13. Resultados de crecimiento en agar WL para colonias seleccionadas.

Desarrollo colonial Descripcion

Colonia 30 (tercera de derecha a izquierda).
Aspecto: crecimiento brillante, consistencia
cremosa, verde azulado con centros oscuros a

lo largo del estriado.

NOTA: la flecha sefiala el crecimiento referido en la columna a la derecha de la imagen.
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e Pruebas de tolerancia a etanol
Las colonias 23, 30, 31, 69 y control se sometieron a pruebas de tolerancia a etanol de 4%
v/v hasta 14% v/v. Para esto, las cinco colonias se inocularon en caldo YPD (tomando el
inéculo del agar PDA con cloranfenicol ([50 pg/mL])) y se incubaron hasta observar
crecimiento evidente. Tras 24 horas de incubacion, se observd amplio desarrollo en los
caldos (Figura 22), por lo que se decidi6 dar inicio a la prueba. Las cinco colonias probadas
mostraron crecimiento positivo en agar YPD tras cada adicion de etanol a lo largo de toda
la prueba (Tabla 14). La concentracion méxima (14% v/v etanol) probada es aquella

considerada como maximo para un vino de mesa convencional (Rebolo, 2007).

Figura 22. Caldo YPD inoculado con colonia a analizar, incubado por 24 horas. Colonia 30,

control y 23 (de izquierda a derecha).
Tabla 14. Pruebas de etanol. Evaluacion de la sobrevivencia de las levaduras evaluando

crecimiento en YPDA tras adiciones crecientes de etanol.

Desarrollo Descripcion
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Prueba 4% v/v etanol. Desarrollo positivo en

todas las levaduras.

Prueba 7% v/v etanol. Desarrollo positivo en

todas las levaduras.

Prueba 10% v/v etanol. Desarrollo positivo en

todas las levaduras.

Prueba 12% v/v. Desarrollo positivo en todas

las levaduras.

Prueba 14% v/v. Desarrollo positivo en todas

las levaduras.
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A partir del crecimiento en YPDA para las sobrevivientes a 14% v/v etanol, se efectu6 una
tincion Gram previa re inoculacion en agar WL con el objetivo de evaluar su pureza (Tabla

15).

No se encontrd presencia de bacterias en estos cultivos, hecho asociado a la concentracion
de etanol en el medio ya que, precisamente, la literatura reporta que las bacterias son
inhibidas en gran medida de la fermentacion de mosto de uva debido a la creciente
concentracion de etanol en el mosto (hasta 14% v/v etanol) (Universidad de California

Davis, 2018).

Tabla 15. Tincidon Gram para colonias supervivientes a 14% v/v etanol.

Observacion Descripcion

Colonia: 30

Aumento: 100x

Descripcion: forma ovoide, gemacion polar.

Contaminacion bacteriana no apreciable.

e Segundo pase de levaduras seleccionadas en medio diferencial WL
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Las colonias sobrevivientes a 14% v/v de etanol desarrolladas en medio YPDA, se
reinocularon en agar WL para corroborar los resultados fenotipicos (Tabla 16). Con base en
los resultados obtenidos, se identificaron como levaduras del género Saccharomyces a las
colonias 23, 30 y 31. Considerando que se empezaron las pruebas con 69 colonias, se tiene
una recuperacion de levaduras del género Saccharomyces del 4%. Este hecho concuerda
con lo reportado en la literatura, la cual reconoce que el género Saccharomyces se
encuentra presente en muy baja cantidad en la superficie de uvas sanas y, por lo tanto, no
hay certeza de su desarrollo en la fermentacién (Gonzalez, 2015; Vaduano et a/, 2018); sin
embargo, es importante reconocer que, finalmente, si las levaduras del género
Saccharomyces se encuentran presentes (ain en baja cantidad), son éstas las que
predominaran al final de la fermentacion, ya que son capaces de resistir de mejor forma la
elevada concentracion de solutos del mosto, la creciente concentracion de etanol y el

sulfitado inicial del mosto (Hidalgo, 2003; Jackson, 2014).

Tabla 16. Desarrollo de colonias sobrevivientes a 14% v/v etanol en agar WL.

Desarrollo colonial Descripcion
Colonia 30
Colonias verde azuladas, brillantes, circulares,
borde redondo, elevacion convexa, centro

oscuro ligeramente apreciable.

e Extraccion de ADN
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Posteriormente, se reactivaron las cepas congeladas y se procedio6 a extraer el ADN de cada
cepa y purificarlo. En la Tabla 17 se aprecian los valores de la cuantificacion y purificacion

del ADN extraido de cada una de las muestra de interés (23, 30 y 31).

Tabla 17. Resultados de analisis espectrofotométrico realizado a muestras con ADN
extraido de las cepas 23, 30 y 31.

Muestra Absorbancia Absorbancia Concentracion  Cociente  Concentracion  Cociente

260 280 (ng/pL) 260/280 promedio 260/280
(ng/nL)
23 0.048 0.023 47.948 2.072 45.965 2.178
0.044 0.019 43.981 2.284
30 0.037 0.017 36.545 2.102 36.062 2.149
0.036 0.016 35.579 2.195
31 0.037 0.018 36.800 2.102 36.008 2.122
0.035 0.016 35.217 2.141
Blanco 0.001 0.002 1.362 0.65 - -
0.002 0.002 2312 1.048 - -

El ADN extraido se puede clasificar como puro, pues se encuentra dentro de los valores
Cociente 260/280 recomendados (mayor a 1.5 hasta 2.2) (Martinez, 2009).

Una vez comprobada la pureza y concentraciéon del ADN extraido de cada muestra, se
efectud la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) del dominio
D1/D2 del ADNr 26S. Esta region, con un tamaifio aproximado de 600 pb, es comlin dentro
del filo Ascomycota pero con suficiente variabilidad en su secuencia para discriminar a
nivel de especie entre levaduras (Martinez, 2009; Zanot et. al., 2010). La reaccién de
amplificacion se realizd sobre un control negativo, un control positivo (correspondiente a

Metschnikowia pulcherrima) y las tres cepas de interés (23, 30 y 31).
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Al finalizar la PCR, se evalu¢ la amplificacion por medio de electroforesis en un gel de
agarosa 1% con 3 pL de bromuro de etidio para las tres muestras y los controles,

obteniendo los resultados presentados en el Figura 23. Se corrieron dos geles con el mismo

ADN amplificado.

500 ph -I"l 0 ph

Control negativo Control positive = Cepa 23 Cepa 30

Marcador 1 kb Marcador 50 pb

Figura 23. Gel de agarosa 1%. Se observan de izquierda a derecha: marcador O 'GeneRuler
1 kb DNA Ladder, ready to use (Fermentas), control negativo, control positivo
(Metschnikowia pulcherrima), muestra 23, muestra 30 y muestra 31 y marcador

O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready to use (Fermentas).

Con base en los resultados observados en el gel de agarosa, se pudo apreciar que las bandas
correspondientes a los carriles “cepa 23, cepa 30 y cepa 31” coinciden con el tamafio
esperado del amplicon (600 pb); sin embargo, en estos mismo carriles se aprecid
ligeramente una banda por encima de las bandas mas intensas, lo que se puede asociar a
una amplificacion inespecifica del ADN. Esto fue de relevancia al momento de secuenciar,
pues el procedimiento de purificacion de ADN se tuvo que realizar cortando la banda
deseada del gel para evitar asi la presencia de secuencias no deseadas en la secuenciacion.
De igual forma, se puede apreciar en el carril “control positivo” una amplificacion

adecuada del control positivo.
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Posteriormente, se cortaron las bandas de los dos geles corridos para obtener amplicones

con suficiente pureza para su secuenciacion.

Los resultados de concentracion y pureza del ADN amplificado obtenido en cada una de las

dos purificaciones de bandas cortadas en cada uno de los geles de agarosa 1%, se muestran

en las tablas 18 y 19. La concentracion y pureza obtenidas al combinar ambas disoluciones

con ADN purificado se muestra en la tabla 20.

Tabla 18. Resultados de purificacion de las bandas cortadas del primer gel de agarosa para

cada muestra (23, 30 y 31).

Absorbancia Absorbancia

Muestra
260
0,046
23
0,055
0,046
30
0,042
0,041
31
0,037
-0,002
Blanco
-0,003

280

0,023
0,028
0,028
0,02
0,02
0,018
-0,003
-0,002

Conc

CV Dev Cociente

(ng/uL) (%)

45,593
54,977
45,602
41,947
41,151
36,535
2,043
-2,785

13,2

5,9

8,4

-21,8

Est

6,636

2,584

3,264

0,525

260/280

1,984
1,975
1,647
2,148
2,05

2,081
0,736
1,293

Conc Radio
promedio A260/A280

(ng/uL) promedio
50,285 1,980
43,775 1,898
38,843 2,066
AGUA B.M. N.A.

Tabla 19. Resultados de purificacion de las bandas cortadas del segundo gel de agarosa

para cada muestra (23, 30 y 31).

Absorbancia Absorbancia

Muestra
260
23 0,027
0,029
30 0,034
0,036

280

0,013
0,014
0,016
0,018

Conc
(ng/p
L)
27,167
28,988
33,56
35,842

cv
(%)

4,59

4,65

Dev Cociente

260/280

Est

1,287

1,614

2,136
2,064
2,088
2,009

Conc
A260/A280
promedio
promedio
(ng/pL)
28,078 2,100
34,701 2,049
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31 0,027 0,013 27,207 0,697 0,189 2,051
0,027 0,014 26,94 1,943 27,074 1,997

Tabla 20. Resultados de la mezcla de ambas purificaciones para cada muestra (23, 30 y 31).

Concentracion promedio A260/A280 promedio

Muestra global(ng/uL) global
23 39,181 2,040
30 39,238 1,973
31 32,958 2,031

El ADN extraido se puede considerar como de pureza adecuada, pues se encuentra dentro
de los valores Cociente 260/280 recomendados (1.8-2.0) (Martinez, 2009).

El ADN purificado se envid a Corea del Sur para su secuenciacion en Macrogen.

Los resultados enviados se analizaron para determinar la secuencia consenso. Esto implica
alinear las dos cadenas del ADN secuenciadas, tanto aquella en sentido 5" — 3" (obtenida
con el primer directo o “forward”) como la de sentido 3" — 5’(obtenida con el primer

reverso o “reverse”), para tener una Unica secuencia, en sentido 5" — 3",

Asi se pudo comparar la secuencia consenso (en sentido 5°—3"), por medio de la
herramienta “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST, por sus siglas en inglés),
contra secuencias de referencia, obteniéndose asi la identidad de cada muestra. La identidad

determinada para cada cepa de esta forma se presenta en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultados tras analisis por BLAST de las secuencias correspondientes a los

aislados 23,30 y 31.

Cepa Puntaje Puntaje Covertura  Valor E  Identidad  Levadura con géneroy

maximo total especie
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23 1062 1062 99% 0.0 100% Saccharomyces

cerevisiae
30 1062 1062 100% 0.0 99.66% Saccharomyces

paradoxus
31 1055 1055 99% 0.0 100% Saccharomyces

paradoxus

Es importante mencionar que las secuencias consenso analizadas de los aislados 30 y 31
arrojaron datos confusos acerca de su identidad, pues se identificaron (con % de identidad
considerablemente altos) como Saccharomyces cariocanus y Saccharomyces paradoxus.
Esto permite suponer que las secuencias analizadas muestran un alto grado de conservacion

entre estas especies.
Con el objetivo de obtener resultados mas confiables para cada aislado, se construyé un

arbol de agrupamiento empleando las secuencias obtenidas de los aislados 23, 30 y 31, asi

como secuencias de referencia disponibles en Genbank (base de datos publica).
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Figura 24. Arbol de agrupamiento, inferido usando el método Neighbor-Joining.

El arbol consenso bootstrap se infiriéo de 1000 réplicas. El porcentaje de arboles réplica en
los cuales los organismos asociados se agruparon en el ensayo bootstrap (1000 réplicas) se
muestra enseguida de cada rama. El agrupamiento se calculé empleando el método
Tamura-Nei y se encuentran en unidades de numero de sustituciones de base por sitio. El
analisis involucro 25 secuencias nucleotidicas, Todas las posiciones ambiguas se
removieron para cada par de secuencias (opcion de delecion pairwise). Hubo un total de

587 posiciones en el arreglo final. Andlisis de agrupamiento conducido en MEGA X.
En la Figura 24, se aprecio que los aislados 30b y 31c (cepas 30 y 31, respectivamente), se

agruparon con las cepas de referencia Saccharomyces paradoxus y se se separaron del

grupo de S. cariocanus. La razén por la que el andlisis por BLAST arrojaba datos poco
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convincentes, se debid a que algunas secuencias disponibles en la base de datos de la
herramienta, contra las que se comparaban las muestras de interés, tenian un tamafio menor
a 587 pb, donde no se consideraban las regiones indispensables para la diferenciacion entre
estas especies (altamente variables). El arbol se construyo considerando las secuencias que
cumplieran con el anterior requisito (Figura 24). En el caso del aislado 23a (cepa 23), se

agrupo6 adecuadamente con S. cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae, S. bayannus, S. mikatae, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S.
pastorianus y S. paradoxus forman parte de un grupo denominado Saccharomyces sensu
stricto, el cual agrupa levaduras de interés en la industria de la fermentacion. Las especies
de este grupo se encuentran relacionadas estrechamente y, en algunos casos, incluso no

existe una clara separacion.

Los porcentajes de identidad existentes entre especies son de 46-59% entre S. cerevisiae y
S. paradoxus y hasta de 70% entre S. bayanus y S. pastorianus (Redzepovic et al., 2002;
Franco-Diaz, 2018).

Asimismo, se reporta que, en el dominio D1/D2 del ADNr 268, existen diferencias entre
especies de hasta una unica base (Orbera-Ratén. 2004). Lo anterior concuerda también con
lo reportado para el gen ribosomal 18S, donde existen diferencias de tan s6lo un base entre
S. cariocanus y S. cerevisiae y S. paradoxus; asimismo, se reporta que, aun en regiones
ribosomales que presentan una mayor variacion en sus secuencias, las regiones ITS1 e ITS2
(regiones dentro de la unidad transcripcional que contiene los genes ribosomales), las
diferencias entre las especies anteriormente mencionadas no superan las cinco bases
(Naumov et al., 2000). Lo anterior permite explicar las dificultades al momento de asignar

una identidad definida a las secuencias de las cepas analizadas.

Es importante notar que la literatura reporta que el agar WL, empleado en este trabajo para

la identificacion de levaduras Saccharomyces cerevisiae, permite el crecimiento por igual
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de todas las levaduras pertenecientes al grupo Saccharomyces sensu stricto, lo cual permite
explicar por qué se identificd experimentalmente a especies ajenas a Saccharomyces
cerevisiae pero pertenecientes al género Saccharomyces (Redzepovic et al., 2002).

Ademas, se establece la necesidad de acoplar técnicas genéticas moleculares a las distintas
pruebas fisiologicas existentes para la identificacion de levaduras Saccharomyces, pues
estas ultimas resultan poco confiables al depender de las condiciones de cultivo y de la cepa
en estudio, entre otras tantas desventajas (Smole-Mozina et al., 1997; Redzepovic et al.,

2002).

Una técnica reconocida en la literatura para una efectiva identificacion de levaduras del
grupo Saccharomyces sensu stricto, es la amplificacion del espaciador transcrito interno
(ITS, por sus siglas en inglés) perteneciente al ADNr 18S y el posterior analisis RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) de los amplicones digeridos con
determinadas enzimas, principalmente, Haelll y Mspl (Smole-Mozina, 1997; Redzepovic et

al., 2002).

Smole-Mozina et al. (1997) pudo establecer patrones de restriccion empleando las enzimas
Hae Il y Mspl para S. cerevisiae, S. paradoxus y S. bayanus que permiten la rapida
identificacion de estas levaduras en menos de dos dias; sin embargo, (Naumov, et al.,
2000) propone una serie de pruebas fisioldgicas que permiten distinguir efectivamente entre

especies del grupo Saccharomcyes sensu stricto sin necesidad de pruebas moleculares.

Existe evidencia en cuanto al aislamiento de Saccharomyces paradoxus de uvas empleadas
para vinficacion (Redzepovic et al., 2002; Miranda-Castilleja, et al., 2014). En cuanto a la
viabilidad enologica de S. paradoxus, las referencias bibliograficas indican que presenta un
comportamiento fermentativo adecuado en mosto de uva, es decir, produce etanol hasta en
un 12% v/v, resiste concentraciones elevadas del mismo, algunas cepas presentan una baja
produccion de compuestos relacionados negativamente con el perfil sensorial del vino

(como el H,S) y una baja produccion de acidos volatiles, lo que se relaciona con un impacto

95



discreto en el perfil sensorial del vino (Redzepovic et al., 2002). Asimismo, Orlic ef al.
(2007) evaluod el perfil sensorial de vino blanco producido por distintas cepas de S.
paradoxus y lo compard con el producido por una cepa comercial de S. cerevisiae. Por lo
anterior, los resultados son alentadores en cuanto al uso de S. paradoxus como indculo

iniciador de la fermentacion de mosto de uva.

e C(Cingética de crecimiento. Propuesta para relacionar DO con UFC.
Tras las pruebas de tolerancia a etanol, se comienza el estudio de la cinética de crecimiento
de las levaduras seleccionadas, desarrollando una cinética de crecimiento con la levadura
control. La cinética tiene por objeto relacionar valores de densidad optica (D.O.) con
determinados valores de UFC. Se desarrollaron dos cinéticas en condiciones idénticas para
poder cubrir aquellos tiempos dentro de la cinética que fueran imposibles de determinar en

una u otra fermentacion.

Con base en las Figuras 25 y 26, se puede apreciar que la levadura alcanza la fase
estacionaria tras 24 horas de incubacién. Asimismo, con base en la Tabla 22 se puede
apreciar que existe una clara correlacion entre las lecturas de D.O. y las cuentas obtenidas
en placa, pues los valores correspondientes de 0-6 horas se mantienen relativamente
estables (fase de adaptacion o lag), los valores correspondientes de 12-24 horas van en
aumento (fase exponencial de crecimiento) y los valores correspondientes de 24-36 horas se
mantienen relativamente estables, marcando la entrada de la levadura en la fase estacionaria

de crecimiento.
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Figura 25. Cinética de crecimiento para levadura control con base en las determinaciones

de DO realizadas cada 6 horas
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Figura 26. Cinética de crecimiento para levadura control con base en las determinaciones

de UFC/mL realizadas cada 6 horas
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Tabla 22. Valores promedio de cuenta en placa y D.O. cada 6 horas en la fermentacion.

Tiempo (h) LOG (UFC/mL) DO
0 5,04 0,091
6 5,81 0,113
12 6,67 0,433
18 7,32 0,833
24 7,76 1,574
30 7,86 1,615
36 7,72 1,642

Con base en los resultados obtenidos, se puede generar un grafico que permita relacionar

valores de DO con valores determinados de UFC/mL (Figura 27).
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Figura 27. Ln(UFC/mL) en funcion de Ln(DO).
Se construy6 una curva que permitiera relacionar valores de D.O. con UFC/mL, mediante
la extrapolacion de un valor de D.O. en la region lineal de dicha curva. Ya que tanto los
valores de UFC/mL como de D.O. presentaban una tendencia exponencial, al aplicar el

logaritmo natural se logro linealizar estos valores.
Ahora bien, si se supone la fase exponencial desde Ln(DO)=-2.18 a Ln(DO)=0.45, se

obtiene una recta con un coeficiente de correlacion (r? ) de 0.996 y una ecuacion de la recta

como Ln(UFC/mL)= 1.7269(Ln(DO))+17.053 (Figura 28). Este grafico (Figura 28)
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presenta la utilidad que, conociendo el volumen de una microvinificacion y que se busca
una concentracion inicial en el mosto del orden de 10°-10° UFC/mL mosto
(Moreno-Arribas y Polo, 2009; Miranda-Castilleja, et al., 2015), se puede determinar el
volumen por inocular de un pre inoculo a una determinada concentracion; dicha
concentracion se puede conocer por determinaciones de DO que estarian asociadas, por

medio de la figura 28, a un valor definido de UFC /mL.

Ln (UFC/mL) en funcién de Ln(DO)
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Figura 28. Relacion lineal entre Ln(UFC/mL) y Ln(DO).
El presente grafico permite extrapolar valores de DO para asi obtener valores de UFC

dados.

e Inicio de pruebas de micro vinficacion.
Una vez identificadas las levaduras aisladas, se iniciaron las pruebas de micro vinificacion.
Para cada cepa, se seleccioné un lote de uvas de aquellas recolectadas al inicio del
proyecto. Las uvas se mantuvieron en congelacion hasta su seleccion. Se seleccionaron al

azar los lotes 5, 3 y 7 para las cepas 23, 30 y 31, respectivamente.

Cada uno de los lotes seleccionados fue caracterizado mediante la determinacion de °Bx y

acidez titulable (Tabla 23). Con base en estas determinaciones, se realizé la correccion de
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Miconi (para convertir los °Bx a g azicar/100 cm® mosto) y se determiné el indice de

madurez de De Cillis y Odifredi (g azicar/100 cm® mosto/acidez total) (Tabla 24).

Tabla 23. Resultados obtenidos de °Bx y acidez total titulable de los lotes de uvas

seleccionados.
Lote °Bx Acidez total (g acido tartarico/
L mosto)
5 24.3+0.2 6.1+£0.2
3 24.6+0.0 6.0+£0.2
7 249+0.3 6.5+£0.3

Se presentan los valores promedio con su desviacion estandar.

Tabla 24. Contenido de azucar y grado de maduracion de las uvas.

Lote Correccion de Miconi (g Indice de De Cillis y Odifredi
azicar/100 cm® mosto) (g aztcar/100 cm’
mosto/acidez total)

3 25.1+£0.3 4.1
5 25.5+0.0 4.2
7 259404 4.0

Con base en la Tabla 24, se puede concluir que los tres lotes de uvas se encontraban en un

grado Optimo de madurez (se esperan valores de 3 a 5) (Hidalgo, 2003).

Se tomaron de cada lote 75 g de uva y se estrujaron en condiciones estériles para analizar la
concentracion de glucosa y fructosa en uva previa fermentacion mediante cromatografia de
liquidos de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés). Mediante el método del
patrén externo, empleando la ecuacion Area debajo de pico=1*10"6*%glucosa+10141 para

la cuantificacion de glucosa y la ecuacion Area debajo de pico=1%10"6*%fructosa-34068
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para la cuantificacion de fructosa (Figuras 1 y 2, del apartado II en la seccion de
ANEXOS, respectivamente), se determind la concentracion de glucosa y fructosa en las
muestras (Tabla 25). Los cromatogramas de cada muestra se encuentran en la seccion III
del Anexo.

Tabla 25. Contenido de glucosa y fructosa en uva pre fermentacion.

Muestra Fermentacion en Carbohidrato Area (pn V*s) Concentracion

la que se empleo (%)

Mosto lote 5 23 Glucosa 4003988 7.98
Fructosa 3984057 8.04

Mosto Lote 3 30 Glucosa 4604951 9.18
Fructosa 4646523 9.36

Mosto Lote 7 31 Glucosa 4059333 8.10
Fructosa 4049808 8.16

Las uvas fueron después estrujadas en condiciones estériles y trasvasadas junto al orujo a
matraces de 250 mL estériles. Se aplico un proceso de termovinificacion reportado por
Miranda-Castilleja et al., 2014 (60 °C por 20 minutos), con el objetivo de reducir la
poblaciéon microbiana nativa de las uvas. Posterior al tratamiento térmico, se sulfitd el
mosto con una concentracion de 50 mg SO,/L mosto (considerando un volumen de mosto
de 250 mL en el caso de los lotes de 250 g de uva pesada o 200 mL en el caso de los lotes

de 200 g de uva pesada).

Posteriormente, se aplico una maceracion al mosto sulfitado durante 24 horas a 25 °C con
el objetivo de favorecer la extraccion de diversos compuestos del orujo hacia el jugo.
Transcurrido este periodo de tiempo, se filtro el mosto en manta de cielo estéril y se prenso
el orujo manualmente para extraer la mayor cantidad de componentes del mismo previa
fermentacion y, también, facilitar la recuperacion de las lias (residuos de levaduras) una vez

concluida la fermentacion. Este jugo de uva se recolectd en matraces de 250 mL estériles.
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En la tabla 26, se presentan los volimenes obtenidos de jugo de uva proveniente del
prensado del orujo. Se prepararon dos lotes por fermentacion para tener en cada una un
duplicado.

Tabla 26. Volumen de jugo generado post prensado.

Lote deuva  Volumen producido en matraz 1 (mL)  Volumen producido en matraz 2 (mL)

23 100 100
30 134 138
31 134 144

A partir de estos volimenes de prensado, se tomaron alicuotas de 13 mL para determinar el
contenido de antocianinas previa fermentacion y, unicamente para los lotes 30 y 31, de 10
mL para determinar la concentracion de glucosa y fructosa en el jugo prensado previa
fermentacion, lo anterior con el objetivo de evaluar el efecto del prensado en la extraccion
de carbohidratos fermentables. En la Tabla 27 se presenta la concentracion de glucosa y
fructosa en el jugo de uva prensado pre fermentacion, determinada por HPLC y
cuantificada mediante el método del patrén externo, empleando la ecuacion de las rectas ya
mencionadas para la cuantificacion de estos carbohidratos en uva pre fermentacion. Los

cromatogramas de estas muestras se encuentran en la seccion III del Anexo.

Tabla 27. Contenido de glucosa y fructosa en jugo de uva pre-fermentacion.

Muestra Fermentacion en la que Carbohidrato Area (nV*s)  Concentracion

se empled (%)

Jugo de uva, 30 Glucosa 4567861 9.12
matraz |

Fructosa 4553842 9.18

Jugo de uva, 30 Glucosa 4672395 9.32
matraz II

Fructosa 4652894 9.38

Jugo de uva, 31 Glucosa 4483917 8.94
matraz [
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Fructosa 4433910 8.94

Jugo de uva, 31 Glucosa 4724034 9.42

matraz 11
Fructosa 4677287 9.42

Con base en la Tabla 25 y Tabla 27, se aprecia un incremento de entre 10 y 18% en el
contenido de carbohidratos fermentables tras el prensado del orujo. De igual forma, se
puede apreciar que la relacion glucosa-fructosa coincide con lo reportado en la literatura

para uvas con un grado adecuado de madurez (una proporcion 1:1) (Jackson, 2014).

Al mismo tiempo que se preparaban los lotes con jugo de uva se comenzé la preparacion
del inéculo de cada una de las levaduras correspondientes. El indculo se encontraba en
congelacion con glicerol al 15% v/v, el cual se descongeld a temperatura ambiente y se
tomaron 0.3 mL que fueron inoculados en 4.5 mL de caldo YPD. Este caldo se incub6
durante 24 horas a 25 °C. Posteriormente, se inocularon 0.12 mL de este caldo en 11.88 mL
de caldo YPD en el caso de las cepas 30 y 31 y 0.06 mL en 11.94 mL de caldo YPD en el
caso de la cepa 23. Lo anterior asociado a un desarrollo lento de las cepas 30 y 31 en

comparacion con la cepa 23.

Los caldos inoculados se incubaron a 25 °C por 16 horas hasta alcanzar valores de D.O.
entre 0.113 y 0.600, pues estos valores se encuentran dentro del intervalo lineal de la
ecuacion propuesta para relacionar D.O. con UFC/mL. En la Tabla 28, se muestran los
valores de D.O. obtenidos y la cuenta asociada a dicha medicion, tomando como base la

ecuacion de la recta obtenida: Ln(UFC/mL)=1.7269Ln(D.0.)+17.053
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Tabla 28. Valores de D.O. del pre in6culo de cada levadura y la cuenta asociada a dicho

valor.

Levadura (cepa) D.O. (600 nm) UFC/mL
Saccharomyces cerevisiae (23) 0.448 10’
Saccharomyces paradoxus (30) 0.495 107
Saccharomyces paradoxus (31) 0.431 107

Con base en las cuentas obtenidas del pre indculo, se inocul6 el jugo de uva para lograr una

concentracion de 10° UFC/mL al inicio de la fermentacion.

Se di6 inicio a la microvinificacion y se sigui6 el peso y temperatura a lo largo del proceso
fermentativo hasta que se alcanzara un peso constante en ambos matraces por fermentacion

(Figura 29 a Figura 34).

Cambio de peso en funcién de tiempo de
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Figura 29. Avance de la fermentacion. Fermentacion 23, lote 1.
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Figura 30. Avance de la fermentacion. Fermentacion 23, lote I1.
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Figura 31. Avance de la fermentacion. Fermentacion 30, lote 1.
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Figura 32. Avance de la fermentacion. Fermentacion 30, lote I1.
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Figura 33. Avance de la fermentacion. Fermentacion 31, lote 1.
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Figura 34. Avance de la fermentacion. Fermentacion 31, lote I1.

Al segundo dia de iniciada la fermentacion, se removié la manta de cielo estéril que
recubria cada matraz (colocada para favorecer la aireacion al inicio del proceso y favorecer
asi el desarrollo de las levaduras) (Chavaro-Ortiz, 2014) y se cambid por una tapa de

plastico para favorecer condiciones de semi anaerobiosis.

Una vez alcanzado peso constante en ambos matraces, se considerd la fermentacion como
completa, pues las levaduras dejan de consumir el mosto cuando la aparicion de etanol es
maxima; asimismo, la apariciéon de etanol (con menor densidad que el agua, modificando
asi el peso de cada matraz) y a la transformacion de nutrimentos en CO, y otras especies
volétiles por parte de las levaduras influyen en el cambio de peso de cada matraz
(Chavaro-Ortiz, 2014). Posteriormente, se tomaron alicuotas para determinar °Bx, acidez
titulable y concentracion de antocianinas adsorbidas en la pared celular de las levaduras

(Tabla 29).
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Tabla 29. °Bx, acidez total y % adsorcion de antocianinas para cada una de las cepas

probadas.
Cepa Acidez total (g acido tartarico/L °Bx residuales % adsorcion
vino) antocianinas
S. cerevisiae 8.8° 7.4° 2.27°%
S. paradoxus b 10.35° 8*? 3.86°
S. paradoxus c 9.2° 8.3° 5.77°

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre muestras (p <5%).

Los vinos obtenidos presentan un contenido °Bx post fermentacion desde 7.4 hasta 8.3; sin
embargo, es importante considerar que los °Bx no permiten determinar azucares
directamente, sino unicamente solidos solubles. Con base en los valores iniciales, se aprecia
una reduccion de °Bx al final de la fermentacion, lo que se puede asociar con un evidente

avance de la fermentacion.

En cuanto a la acidez total, los valores producidos por la cepa de S. paradoxus b son
superiores a los deseados para un vino (4-9 g/L acido tartarico). Una posible solucién seria
una fermentacién malo lactica (Miranda, et al., 2014, lowa State University, 2018); esta
operacion reduce la acidez del vino mediante la inoculacion de bacterias acido-lacticas
(generalmente, Oenococcus oeni) para transformar el acido malico en acido lactico,
reduciendo asi la percepcion de acidez, incrementando el pH, aportando una mayor
complejidad sensorial y estabilidad microbioldgica al vino (Chéavaro-Ortiz, 2014; Jackson,

2014).

Con respecto a la adsorcidon de antocianinas en la pared celular de las levaduras al final de
la fermentacion, no existe diferencia significativa entre las cepas evaluadas; de igual forma,
los valores concuerdan con lo reportado en la literatura para antocianinas glucosiladas

adsorbidas (% adsorcion de 3.07 reportado para vinificaciones con uva variedad Cabernet
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Sauvignon) y no representan un impacto significativo al contenido de antocianinas
glucosiladas en el vino (Morata, et al., 2003). Los diferentes porcentajes de adsorcion se
pueden asociar a diferencias en la pared celular de cada una de las cepas evaluadas

((Morata, et al., 2003; Minaar, et al., 2018).

En la Tabla 30 se presentan los datos de glucosa y fructosa post-fermentacion y etanol
producido. En el caso de los carbohidratos fueron detectados mediante HPLC vy
cuantificados empleando las mismas ecuaciones de las rectas presentadas previamente para
la cuantificacion de estos carbohidratos; para el etanol, se detectd mediante cromatografia
de gases y se cuantificé mediante el método del patron externo empleando la ecuacion de la
recta obtenida de la curva patron Area=2590%(% v/v etanol) - 143.45, presente en la figura
3 del apartado II en la secciéon de Anexos. Los cromatogramas de cada muestra se

encuentran en la seccion III del Anexo.

Tabla 30. Contenido de etanol, glucosa y fructosa post-fermentacion para cada una de las

cepas probadas.

Levadura Fructosa (% m/v) Glucosa (% m/v) Etanol (% v/v)

S. cerevisiae 0.16+0.01° 0.00* 12.56 £0.40°
S. paradoxus b 0.17+0.01° 0.00* 12.98 +£0.03*
S. paradoxus c 0.14+0.0* 0.00* 13.25 £0.14*

-Se presentan valores promedio y su desviacion estandar.

-Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p <5%).

Todas las cepas evaluadas presentaron un contenido residual de azucares desde 0 hasta 1.8
g/L (ya fuése glucosa o fructosa) al final de la fermentacion, pudiendo considerarse los
vinos producidos como secos. Este comportamiento fermentativo es el deseable para una
levadura de interés enologico (Miranda, et al., 2014); asimismo, se reporta en la literatura

que al final de la fermentacion, es de esperar que la fructosa esté en mayor concentracion
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que la glucosa, pues ésta ultima se prefiere como fuente de carbono por las levaduras (V.

Moreno-Arribas y C. Polo, 2009).

Con respecto al contenido de etanol, se aprecia que las tres levaduras evaluadas produjeron
concentraciones de etanol dentro de los valores esperados para vino (8-5 %v/v hasta 14%
v/v), siendo S. paradoxus c la mayor productora (Jackson, 2014; Miranda, et al., 2014); sin
embargo,, no existe diferencia significativa entre las tres levaduras en cuanto al contenido

de etanol en vino (p<5%).

Con los datos de la Tabla 30, se puede determinar el rendimiento producto biomasa (Yp/x)
con respecto al etanol y la eficiencia fermentativa, comparando el contenido de etanol
esperado (calculado con la ecuaciéon 0.6757*°Bx -2.0839) (Garcia-Cazorla vy
Xirau-Vayreda, 2000) y el valor obtenido al final de la fermentacion. (Tabla 31).

Tabla 31. Rendimiento producto-biomasa con respecto al etanol (Y, ), eficiencia

fermentativa y la conversion azucar:etanol al final de la fermentacion.

Levadura Yo ( %l}/;:v Ce/’;’g’l Eficiencia fermentativa *
S. cerevisiae 107713 87.59%
S. paradoxus b 1076400 89.27%
S. paradoxus ¢ 107634« 89.89 %

a: los valores de etanol esperados son: para el lote de la cepa 23 de 14.34% v/v, para el lote
de la cepa 30 de 14.54% v/v y para el lote de la cepa 31 de 14.74% v/v

b: Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p <5%).
Con base en los resultados de la Tabla 31, se aprecia que las levaduras S. paradoxus by c

presentan un mayor rendimiento producto-biomasa (Y,y) en comparacion con S.

cerevisiae, lo que se traduce en una mayor produccion de etanol con un desarrollo limitado
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de biomasa. Con respecto a la eficiencia fermentativa, se observa también el mismo
comportamiento, donde las cepas de S. paradoxus presentan los mejores rendimientos
fermentativos. En la literatura, se reportan valores de eficiencia fermentativa de entre 82%
al 90% para cepas de S. cerevisiae y S. paradoxus, por lo que los valores obtenidos en el
presente trabajo se pueden interpretar como un comportamiento fermentativo optimo para

levaduras de interés enologico (Miranda-Castilleja, et al., 2014):

Una vez concluida cada una de las microvinificaciones, se evalud el aroma que desprendia
cada lote de vino producido, notando un marcado olor a huevo en aquellos lotes
correspondientes a S. paradoxus tanto b como c. Esto se puede asociar a una elevada
produccion de compuestos azufrados, pues son estos los que se asocian con las notas
detectadas. En el apartado III de la seccion de ANEXOS se puede apreciar en los
cromatogramas correspondientes a cromatografia de gases, ciertos picos al inicio de la
corrida, los cuales podrian estar relacionados precisamente con estos compuestos azufrados
altamente volatiles (Moreno-Arribas y Polo, 2009). Es importante destacar que la literatura
reporta como posible solucion a la aparicion de compuestos azufrados, el efectuar varios
trasiegos, ya que al ser altamente volatiles, de esta forma se favorece su liberacion antes

del embotellado del vino (Jackson, 2014).

Con base en los resultados obtenidos, se recomendaria el uso de la levadura Saccharomyces
cerevisiae para su aplicacion en la industria enologica. Lo anterior con base en que esta
levadura presenta la menor adsorcién de antocianinas de las tres levaduras evaluadas, una
produccion de etanol dentro de los valores esperados, la completa fermentacion de los
carbohidratos fermentables en el mosto de uva, la produccion de una acidez total dentro de
los valores esperados para un vino comercial y un impacto sensorial esperado en el

producto terminado.
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9. Conclusiones

Se lograron aislar levaduras pertenecientes al género Saccharomyces a partir de una
fermentacion natural de uvas variedad Cabernet Sauvignon de la region de El Marqués,
Querétaro.

Las levaduras aisladas probaron tolerar concentraciones de SO, (empleadas tipicamente en
la industria vitivinicola) de 70 mg/L mosto de uva y concentraciones de hasta 14% v/v de
etanol.

Las levaduras de interés (denominadas cepa 23, 30 y 31) fueron identificadas, analizando la
secuencia del dominio D1/D2 del ADNr 26 S, como Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces paradoxus y Saccharomyces paradoxus, respectivamente.

Las tres levaduras presentaron un comportamiento fermentativo adecuado para una
levadura de interés enologico, es decir, cada una fue capaz de utilizar fructosa y glucosa
segun lo previsto para una levadura enoldgica.

Las levaduras S. cerevisiae y S. paradoxus c presentaron una produccion de acidez total
adecuada para un vino comercial; por el contrario, S. paradoxus b presentd valores
elevados.

Con respecto a la concentracion de antocianinas adsorbidas en la pared celular de las
levaduras, se concluyd que no existe diferencia significativa entre las tres levaduras
evaluadas. Lo anterior permite concluir que cualquiera de las tres levaduras aisladas podria
emplearse en la elaboracion de vinos tintos, considerando como unico criterio su baja
adsorcion de antocianinas.

Con respecto al producto-biomasa (Y,), las levaduras S. paradoxus b y c presentaron
mejores valores (mas grandes) en comparacion con la cepa de S. cerevisiae evaluada. El
mismo comportamiento se encontrd para el contenido de etanol al final de la fermentacion
y para el rendimiento fermentativo.

La levadura S. cerevisiae aislada se considera como la mas adecuada para su aplicacion en
la industria enoldgica debido a su adecuado contenido de etanol, una acidez total dentro del
rango esperado, una completa fermentacion de los carbohidratos fermentables del mosto de

uva y la menor adsorcion de antocianinas de entre las levaduras aisladas; sin embargo, el
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bajo rendimiento producto-biomasa de esta levadura implicaria que se tendria que eliminar

una mayor cantidad de biomasa del mosto fermentado.

10. Perspectivas
Evaluar el perfil sensorial de los vinos producidos por las tres cepas aisladas.
Evaluar el acoplamiento de una fermentacion malo l4ctica en el vino producido por la cepa

30.

Identificar por métodos analiticos los compuestos quimicos relacionados con la acidez y el

perfil azufrado del vino.
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12. Anexos
I. Calculos

II. Curvas patron

Curva patron para glucosa

Curva patron para glucosa

Curva patron para etanol

III. Cromatogramas

Cromatogramas obtenidos por cromatografia de liquidos

Cromatogramas obtenidos por cromatografia de gases
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I. Calculos

a) Acidez total:

vV 0.1 mol NaOH 1 mol 4c. tartarico 150.087 g éc. tartarico 1 30 mL muestra ¢ 1000 mL
gastado NaOH 0.1M \ 1000 mL disoluci(')n) ( 2 mol NaOH ) 1 mol 4c. tartarico (30 mL muestra) 3 mL vino 1 L vino ))

— 0.1 mol NaOH 1 mol ac. tartarico 150.087 g ac. tartarico 1 30 mL muestra ¢ 1000 mL
3.9mL ( 1000 mL disoluci()n) ( 2 mol NaOH ) ( 1 mol ac. tartarico (30 mL muestra) ( 3 mL vino 1 L vino ))

=9 8 8cido tartérico
2L

b) Correccion de Miconi:
((°Bx)*1.2)-4; si se tiene °Bx=24.6:
— 8azicar
((24.6)*1.2)-4=25.52 | | “oe

¢) Indice de De Cillis y Odifredi:
indice de De Cillis y Odifredi = ((Correccionde M ooty = (25'52 g aztiear/100 cm® mosw) =44

Acidez total mosto 5.8 g acido tartarico/L mosto

d) Concentracién de antocianinas:
1) En mosto pre fermentacion:
Empleando el método del pH diferencial, se considera la siguiente ecuacion para

obtener una Absorbancia corregida:

Abs corrregida = (Asyg ym — A700 nm)pH:LO ~ (520 um — A700 nm)pH:4.5

sustituyendo con valores experimentales se tiene que:

Abs corrregida = (1.001 = 0.009),;,_; o — (0.156 — 0.004) ., s = 0.840

Se considera al malvidin-3-glucésido como la antocianina de referencia (P.M.=493.2
g/mol; Coeficiente de absorcién molar (&)=28,000 L/mol*cm), un factor de dilucién de 0.4
mL aforados a 10 mL con el buffer en cuestion. Se sustituyen los valores en la siguiente

ecuacion:
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[malvidin — 3 — glucosido] (mg/L) = (Abs * (Peso molecular) * (F actor dilucion) * (1000)/(g) * (1 cm)

corregida)

tal que,
= [malvidin -3 — glucbsido] (mg/L) = (0.840)  (493.2 g/mol) * (, JOmLds 1y (10 "€)/(28,000 , L ) * (1 cm)
=369.90 mg malvidin-3-gluc6sido/L mosto

i1) Adsorbidas en superficie de levaduras:
Las lias producidas se resuspenden en 50 mL de vino y se toman alicuotas de 12.5 mL para
llevar a cabo la extraccion de antocianinas adsorbidas en la pared celular de las levaduras.
Posteriormente, se sigue el mismo procedimiento del pH diferencial para cuantificar las

antocianinas adsorbidas:

Abs corrregida = (Aszo am — 4700 nm)pH:],O - (Aszo am — 4700 nm)pH:4.5
sustituyendo con valores experimentales se tiene que:

Abs corrregida = (0.058 —0.012) ,,_, o — (0.013 - 0.002) ;4 5 = 0.035

Se considera al malvidin-3-glucésido como la antocianina de referencia (P.M.=493.2
g/mol; Coeficiente de absorcion molar (€)=28,000 L/mol*cm), un factor de dilucion de 0.4
mL aforados a 10 mL con el buffer en cuestion. Se sustituyen los valores en la siguiente
ecuacion:

[malvidin — 3 — glucosido] (mg/L) = (Abs ) * (Peso molecular) * (F actor dilucion) * (1000)/(g) * (1 cm)

corregida

tal que,

= [malvidin —3 — glucbsido] (mg/L) = (0.035) * (493.2 g/mol) * (, JOrtds 1y (101 "€)/(28,000 L )+ (1 cm)

mL muestra

=15.41 mg malvidin-3-glucésido/L vino

Ahora bien, se sabe que se produjo en total un volumen de 103.1 mL de vino, por lo que, si

existen 15.41 mg antocianinas adsorbidas en las levaduras correspondientes a 1L de vino,
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para 103.1 mL de vino habran 1.58 mg antocianinas adsorbidas a la pared celular de las

levaduras.

Tal que, si al inicio se tenia una concentracion de 369.90 mg antocianinas/L mosto, para un
volumen de 103.1 mL, se tendrda un valor inicial del antocianinas de 38.14 mg
antocianinas/L mosto. De tal forma que, si se adsorben 1.58 mg antocianinas se tendria un

% de adsorcion con respecto al contenido inicial de antocianinas, del 4.14%.
e) Ejemplo de calculos de concentracion empleando cromatogramas y método de
patron externo (concentracion de fructosa):
Si se tiene un area debajo del pico observado en el cromatograma (asociado a la fructosa)

para una muestra de uva estrujada de 4567861 ul'/s y se tiene una recta obtenida de una

curva patron (ANEXO, seccion 11, figura 2) de:

Area debajo de pico=1*10"6*%fructosa-34068, se sustituye el drea debajo tal que:

Yfructosa= (4567861 wV /s + 34068)/(1076))*2= 9.2% m/v.

IMPORTANTE: El valor se multiplica por dos debido a que la muestra que se analizo6 en el

cromatografo se diluy6 en proporcion 1:1 con la fase movil.

f) Calculo de UFC/mL a partir de una lectura de D.O.:
Se tiene la ecuacién de la curva que permite relacionar valores de Densidad Optica (D.O.) a
600 nm con UFC/mL, la cual es:

Ln(UFC/mL)= 1.7269(Ln(DO))+17.053

Ahora bien, si se tiene una lectura en el pre indculo de D.0.=0.495, se tiene que:
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Ln(UFC/mL)= 1.7269(Ln(0.495))+17.053=15.84
Ahora bien, se aplica exponencial al valor obetnido para obtener UFC/mL, tal que:

UF C/mL = "% =7562014.7 UF C/mL , aplicando Log ,, se tiene una cuenta de
10°° UFC/mL.

Ahora bien, si se tiene un volumen de jugo prensado de uva de 134 mL y un volumen por
inocular de 111 mL (tras la toma de 10 mL para analizar fructosa y glucosa y 13 mL para
analizar antocianinas pre fermentacién) y se desea una concentracion inicial de 10°
UFC/mL, se sustituye en la siguiente ecuacion:

Vi*=C,=V,%C,
donde V,=111mL, C,=10°UFC/mL, V,=?mL, C, =10®° UFC/mL

Entonces se tiene que
v, *10%° UFC/mL =111 mL * 10°UF C/mL
V', = 1.40 mL se tienen que inocular del pre indculo en 111 mL de mosto para lograr una

concentracion inicial de 10°UF C/mL

g) Célculo de rendimiento producto-biomasa (Y ):

. S _ ( %v/v etanol final — %v/V etanol inicial
Se tiene la ecuacion: YP/X = ( ) ,

UFC/mL final ~ UFC/mL

inicial
sustituyendo valores experimentales se tiene que:

y = ( 13.35 %v/v — 0 %v/v etanol ) — 107640
X 34%10° UF CImL g,y =10° UF CImLiia

NOTA: se supone que la concentracion inicial del etanol en el mosto de uva es 0% v/v.
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h) Eficiencia fermentativa:
Con base en las determinaciones de °Bx se puede calcular el contenido de etanol esperado

como sigue:

0.6757*°Bx-2.0839, sustituyendo valores experimentales se tiene:

0.6757*(24.6 °Bx)-2.0839=14.54% v/v etanol.

Experimentalmente, se obtuvo una concentracion de etanol de 12.98% v/v, tal que la

eficiencia fermentativa se calcula como sigue:

.. , . % v/v etanol imental
Eficiencia fermentativa = ", " "% P 100 = 89.27%
% vlv etanol esperado
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II. Curvas patron

Curva Glucosa

y=1E+06x+ 10141
R*=0.084

N

9% glucosa

Figura 1. Curva patron de glucosa.

Curva Fructosa

000000
7000000 |
i y = 1E+06x - 34068
Z _|
—— R?=0.9974
& 4000000
£
= 3000000 |
% 2000000 |
1000000
0
0 1 2 3 4 z 1 7 g
% fructosa
Figura 2. Curva patron de fructosa.
Curva patron de etanol
250000 |
y=2500x- 14345
- 200000 R*=0:9988
= 150000 _—
& 100000 i
£ 50000 .
.

0 10 20 30 40 50 &0 70 -] 90

% wfv etanol
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Figura 3. Curva patrén de etanol

ITI. Cromatogramas

Tabla para identificacion de cromatogramas

Clave

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

Identidad
Estrujado de uva. Lote 5 para fermentacion 23

Mosto fermentado por cepa 23 (S. cerevisiae).
Lote I de fermentacion

Mosto fermentado por cepa 23 (S. cerevisiae).
Lote II de fermentacion

Estrujado de uva. Lote 3 para fermentacién 30
Jugo prensado. Lote I para fermentacion 30
Jugo prensado. Lote II para fermentacion 30

Mosto fermentado por cepa 30 (S. paradoxus
b). Lote I de fermentacion

Mosto fermentado por cepa 30 (S. paradoxus
b). Lote II de fermentacion

Estrujado de uva. Lote 7 para fermentacion 31
Jugo prensado. Lote I para fermentacion 31
Jugo prensado. Lote Ii para fermentacion 31

Mosto fermentado por cepa 31 (S. paradoxus
c). Lote I de fermentacion

Mosto fermentado por cepa 31 (S. paradoxus
¢). Lote II de fermentacio

C.L.=cromatografia de liquidos

C.G.= cromatografia de gases

F= fructosa
G= glucosa

E= etanol

Analisis efectuados

CL:F, G

CL:F G
CG.:E

CL.:F,G
CG.:E

CL:F G
CL.:F,G
CL:F, G

CL:F G
CG.:E

CL.:F,G
CG.:E

CL:F G
CL.:F,G
CL:F, G

CL:F G
C.G.:E

CL.:F,G
CG.:E
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Cromatogramas obtenidos por cromatografia de liquidos

-Tiempo de retencion asociado a fructosa: 9 min. aprox.

-Tiempo de retencion asociado a glucosa: 10 min. aprox.

j 220,004
200 00
180 .00
160 00
140 00
12000
1z
= 10000
80.004
E0.004
40,00
[un) — = [du]
2000 o I = bE)
=} =+ o [}
o004 | o 4
- et I T T
F T T T T T T T T T T T
1.00 200 3.00 4.00 500 6.00 7.00 .00 Q.00 10.00 11.00 12.00 13.00
hinutes
Kl L] |
| rame RE{BE:I:)T"“B (uc::cj U Area ':3'3? Irt Type |Amount |LUnits Pesk Type Peak Codes
1 0153 [ 117406 145 BT |BY Unknowen
2 4571 4104 0.as 136 |YB Unknown
3 E.704 4704 0.08 513 | BB Unknowwn
4 56465 10447 013 704 | B Unknawen
5 9.419 | 4003906 | 4820 | 212320 WY Unknowin
] 10,246 | 3984057 49.04 (204917 (VB Unknown

Figura 1. Cromatograma para muestra 1.
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5.004

4.00+

3.00+
s
=
2.004
1.00+
0.00
=
g T T T T T T T T T T T T
1.00 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 800 aon 10.00 11.00 1200 13.00
31447 Minutes, 0.0792 My Mirites
Al L 1]
k’@ Retention Time Ares Height
hame gl (veaney |Arem | oy [ Type |Amount |Unts | Pesk Type | Pesk Codes
1
2 6724 20076 | 1288 | 1137 |BB Unkniasvn
3 §.085 14602 6.32 860 | BB Unknown
4 8.761 29508 [ 1278 760 | BB Unknawn
B 10274 | 115402 | 4996 | 5109 (BB Unknaswn
] 12267 25323 ( 1086 1285 BB Unknown
35.004
30.004
25.00+
20.00+
J = 15.00
=
10.00
5.004 o
m
0.00 o ©
o — % )
™ s = o
-5.004 w < o /;\_
=l aomd T T T T T T T T T T T T
1.00 200 3.00 4.00 500 6.00 7.00 .00 a.00 1000 11.00 12.00 1300
Minutes
&l L H
Retertion Time Area Heigt
K | ame i (e % Area (o Int Type |Amourt |Units Peak Type Peak Codes
1
2 6731 6353 043 B45 | BY Unknowen
3 7437 [ 1392969 | 97.59 (43962 | WE Unknowen
4 9158 9385 0.5 526 | BB Unknowen
5 10183 | 131469 8.27 | 9965 | BB Unknowen
& 12136 30374 1.91 | 1936 |BB Unknowen

Figura 3. Cromatograma para muestra 3.
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Figura 5. Cromatograma para muestra 5.
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Figura 6. Cromatograma para muestra 6.
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Figura 7. Cromatograma para muestra 7.
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Figura 9. Cromatograma para muestra 9.
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Figurall. Cromatograma para muestra 11.
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Figura 13. Cromatograma para muestra 13.
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Cromatogramas obtenidos por cromatografia de gases

Data File C:“HPCHEM\L\DATA\MANUCERV\winooOOL.D

Feq. Line : 1

Location : Wial 102

Inj Wolume : 1 nl

Iniection Date @ 24/04/2018 01:28:Z2Z2 p.m.
Sanvle Name : 2

Acg., Operator i Manuel

Secuence File + C:\HPCHEM\1\SEQUENCEV\DEF GC.3
Method i CiMHPCHEMY IVMETHODGY 2016C0-1. 00

Last chanoed H
IDENTIFICACION ¥ DETERMINACION DE CONGENERICOS EN

14/12/2018 02:12:39 p.n. by Manuel
EBEEIDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADD DESPUES

e

DE LAS REPARACIONES DEL CG, estandares con columna de 60 mts

Sample Name: 2

FID1 A, (MANUCERVIVINDGOD1 D)
PA 8
£
ano04 T
35004
30004
25004
20004
1500
1000
500
o o
= w o= [ 2
2 E R -
g 5 85 =
S 6 w2 o
o
r T
0 10 n

fil mi

Area Percent Report

Sorted By H Hignal
Calib. Data Modified 14/03/2018 02:57:47 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution H 1.0000

650N 24704720159 01:42:26 p.w. Manuel

Data File C:‘\HPCHEM\1\DATA\MAWUCERY'winoo0OLl.D

gignal 1: FIDL &,

Peak RetTime Type Width Area Area  Name
# Tninl fninl Toi*s1 %
gzl lissesns | 1 | 1
1 1.304 BF 0.4760 35.10283 0.10960 7
2 5.545 BV 0.0417 3.09290 0.00966 2
3 5.708 VB 0.0793 3.84378 0.01200 Acetaldehide
4 7.118 BB 0.1119 1.45016 0.00453 2
5 8.334 BY 0.0431 10,58565 0.03308 7
[ 8.470 VP 0.0439 3.49745e-1 0.00109 Acetato de etilo
7 8.835 PV 0.0797 12.55828 0.03921 7
g 9.018 VB 0.0339 1.36109 0.00425 Metanal
9 10.065 PV 0.1061 3.19420ed 99,72543 Etanol
10 10.756 VE 0.1061 5.38040 0.01680 Diacetilo
11 12.963 EBA 0.0531 12.92382 0.04035 Z-Butanol
lz 13.180 0.0000 0.00000 0.00000 1-Propanol
13 1l4.601 0.0000 0.00000 0.00000 Iscbutanol
14 14.787 0.0000 0.00000 0.00000 Tsobutanoll
15 1g.342 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol isocamilico
16 18.393 0.0000 0.00000  0.00000 Alcohol amilico
17 22.267 0.0000 0.00000 0.00000 Lactato de etilo
18 22.542 I 0.0000 0.00000 0.00000 1-Hexanol
19 25.450 0.0000 0.00000 0,00000 Furfural
20 33.063 0.0000 0.00000 0.00000 2-fenil ertanol
Totals : 3.202687e4

Results obtained with enhanced integrator!
2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration
Warning : ISTD compound(s) not found

table listing)

*** End of Report **%

Figura 1. Cromatograma obtenido para muestra 2

Page 1 of

Hample Name:

2
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Data File C:\HPCHEMY1}DATA\MANUCERW)\vinoo00Z.D

sample Name: 3

Iniection Date
Sauvle Name
Aeq. Operator

Sequence File
Method
Last changed

: 24/04/201% 01:47:00 w.m. Sed. Line :
3 Location
: Manuel Inj

Inj Volume :

: C:\HPCHEM\ 1\ SEQUENCE\DEF GC.5
: C:\HPCHEM\1\METHOD3\2018C0~1. 1
: 1471242018 02:12:39 p.n. by Manuel

I
1 Wial 103
% »

1l

IDENTIFICACION ¥ DETERMINACION DE CONGEMERICOS EN EEBIDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADO DESPUES

DE LAS REPARACIONES DEL CG, estandares com columna de 60 mts

FIDT A, (MANUCERVWINDOUOZ [)
pA &
5
4000-{ b
3500-]
2000
2500
2000
1500
1000
s00-|
= o
2 85
g &
- woo ||
o
T T T T T
10 0 0 40 0 mi
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified 14/03/2018 02:57:47 p.u
Multiplier : 1.0000
Dilurion : 1.0000

6590N 24/04/20139 01:58:15 p.m. Manuel

Data File C:“\HPCHEHM\1'DATA\MANUCERVwinoo00Z.D

Sigmal 1: FIDL &,

Page L of 2

Sanple Name:

Peak RetTime Type Widch Area Area Name
# fminl fuinl oars1 3
et e e |
1 1.484 EB 0.2407 25.38625 0,07579 2
2 5.540 BV 0.0495 3.458292  0.01044 7
3 5.696 VE 0.0663 3.22653 0.00964 Acetaldehido
4 6.9Z6 BV 0.0542 3.01204 0.00900 2
5 7.110 VB 0.0690 1.17791 0.00352 2
[ G.327 BV 0.0452 9.0453%9 0.02703 7
7 §.466 VB 0.0445 3.06501e-1 0.0009Z Acetato de etilo
g §.8l4 PV 0.08Z5 12.19293 0.03643 2
] 9.007 VB 0.1026 2.51819 0,00752 Metanol
10 10.051 PE 0.1058 3.34085e4 99.51972 Etanol
11 1l.006 0.0000 0.00000 0,00000 Diacetilo
1z l2.768 0.0000 0.00000 0.00000 Z-Butanol
13 153.1&0 0.0000 0.00000 0.00000 1-Pronanol
14 14.601 0.0000 0.00000 0.00000 Isobutanol
15 14.7387 0.0000 0.00000 0,00000 Isobutanoll
15 16.342 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol isoamilico
17 15.393 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol amilico
18 Zz2.26e7 0.0000 0.00000 0.00000 Lactato de etilo
19 22.542 I 0.0000 0.00000 0.00000 1-Hexanol
20 25.450 0.0000 0.00000 0.00000 Furfural
21 33.063 0.0000 0.00000 0,00000 Z-fenil etanol
Totals : 3.34688ed

Fesults obtained with
2 Warnings or Errors :

enhanced integrator!

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : ISTD compound(s) not found

*%% End of Report #%%

Figura 2. Cromatograma obtenido para muestra 3.
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Data File C:\HFCHEM 1% DATA\MANUCERY,winoo003.D

Sample Wame: 7

Injection Date : 24/04/2019 02:02:35 p.n. Seq. Line
Famnle Neme ft Location
Acy. Operator @ Marmel

Inj Volume :
Sequence File “HPCHEEM 1} SEQUENCE)DEF GC.5

Hethod “HPCEEMY 1\METHODS4 2018C0~1. 11

Last changed  : 14/12/2018 02:12:39 p.m. by Manm

X
: Vial 104
2

1ul

el
IDENTIFICACION ¥ DETERMINACION DE CONGENERICOS EN BEBIDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADO DESFUES

DE LA5 REPARACIONES DEL CG, estandares con columna de 60 mts

FIDT &, (MANUCERVVINDOOD3.D)
PA 4
5
000
35004
32000
25600
20004
1500
1000
500
= o
g 3R
5 Eals
wom o2
o =y
T T T T T
10 n n a0 0

mil

Area Percent Report

Sorted Bv : Sicmal
Calib. Data Modified : 14/03/2018 02:57:47 p.m.
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
6890N 24/04/2019 02:15:06 p.m. Manuel Page 1 of

Data File C::\HPCHEMY1\DATA\MANUCERYYvinooOO3.D

Gigmal 1: FIDL &,

Pealk RetTime Type Width Area Area Nane
# Tminl Tuini roi+s1 B3
-1 |==mmmn | | | |
1 5.574 PY 0.0496 2.85490 0.00840 2
2 5.728 VB 0.0628 Z.086283 0.00807 Acetaldehido
3 6.973 BV 0.0626 4.96252  0.01459 2
4 7.140 V¥ 0.1710 17.34743 0.05102 =
5 7.544 VB 0.2194 127.04257 0.37362 7
[ 8.211 PP 0.0664 4.13864e-1 0.00122 2
7 §.360 VB 0.0459 5.91695  0,01740 =
8 8.737 PV 0.0436 4.00524e-1 0.00118 Acetato de etilo
9 8.544 V¥ 0.0913 13.63646 0.04010 2
10 a.04z V¥ 0.1087 3.22670 0.00948 Metanol
11 9.236 VB 0.0622 6.10331e-1 0.00179
12 10,079 BV 0.1044 3.38175e4 99,45450 Etanol
13 10.771 VB 0.1053 6.43553 0.01893 Diacetila
14 11.767 PB 0.0583 4.39348e-1 0.00129 2
15 1z.7a88 0.0000 0.00000 0.00000 Z-Butanol
16 13.180 0.0000 0.00000 0.00000 1-Propanol
17 14,601 0.0000 0.00000 0.00000 Isobutanol
158 14.787 0.0000 0.00000 0.00000 Isobutanoll
13 18.342 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol isoamilico
20 18.393 0.0000 0,00000 0.00000 Alcohol amilico
21 2z.267 0.0000 0.00000 0.00000 Lactato de etilo
22 2z.54z I 0.o000 0.00000 0.00000 l-Hexanol
23 &5.450 0.0000 0.00000 0,00000 Furfural
24 33.083 0. 0000 0.00000 0.00000 2-fenil etanol
Totals : 3.400z29e4

Results obtained with enhanced integrator!
2 Warnings or Errors

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : ISTD compound(s) not found

***% End of Report **%

Figura 3. Cromatograma obtenido para muestra 7.
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Sample Name:

7
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MANUCERV\winoo004.D

Sample Wame: 8

Injection Date : 24/04/2019 02:19:56 p.m.
Semnle Name : 8
Acq. Operator : Manuel

Sequence File
Method H
Last changed : 14/12/2018 02:12:39 p.m. by

Seq.
Location

Inj Volume :
\HPCEEM\ 1} SEQUENCEADEF GC. 5
:\HPCHEM\ 1\ METHODS 2015C0~1.1
Hanue

1

Line :

X
1 Vial 105
X

1l

IDENTIFICACTION ¥ DETERMINACION DE CONGENERICOS EN BEETDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADO DESPUES
DE La5 REPARACIONES DEL CG, estandares con columna de 60 mts

FIDT A, (MANUCERWWINDDO0S.0)
pA B
2
4000+ 1
35004
30004
28004
20004
1500
1000
600 4
v ocewl|? I8
5 3880 3
S FSEI5 3
5 owre|2 ¥
52 = -3
T T T T
10 0 an n m
Area Fercent Report
Sorted By Simal
Calib. Data Modified 140372018 02:57:47 p.n.
Hultiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

6B890N 24/04/2019 02:35:00 p.m. Manuel

Data File C;\HPCHEMY1'\DATA\MANUCERY\vinooO04.D

Signal l: FIDL A,

Page 1 of 2

Sanple Name:

Peak RetTime Type Width Area Area Nane
4 Twinl Muinl Tok*s1 %
st i
1 3.137 BB 0.2671 11.81342 0.03465 7
2 5.541 BV 0.0499 2.868458 0,00841 ¢
3 5.697 ¥E 0.0668 Z.05363 0.00602 Acetaldehido
4 6.926 PV 0.0419 2.55304e-1 0.00075 ¢
5 6.996 ¥V 0.05086 3.65656e-1 0.00107 =2
[ 7.106 VB 0.0818 1.31511 0.00386 2
7 §.324 BV 0.0870 28.26732 0.08292 ¢
8 8.665 ¥V 0.1388 91.38451 0.26806 Acetato de etilo
2 §.793 VB 0.0813 26.61917 0.08395 ¢
in 9.048 0.0000 0.00000 0.00000 Metanol
11 10.04% BY 0.1070 3.37123e4 G, 808850 Etanol
1z 10.743 VE 0.1504 11.01800 0.03232 Diacetilo
13 12.944 PP 0.0678 14.39206  0.042Z2 Z-Butanol
14 13.289 PE 0.0514 4.25317e-1 0.00125 l-Fropanol
15 14,216 BV 0.0658 33.33949 0.08780 7
16 14.331 VB 0.075% 140.21838 0.41130 Iscbutanol
17 14.777 EE 0.0735 12.58785 0.03692 Isobutanoll
18 18.342 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol iscamilico
19 15.393 0.0000 0.00000 0.00000 Alcohol amilico
20 22.287 0.0000 0.00000 0,00000 Lactato de etilo
21 ZE.54Z I 0.0000 0.00000 0.00000 1-Hexanol
2Z  25.450 0.0000 0.00000  0.00000 Furfural
23 33.063 0.0000 0.00000 0,00000 Z-fenil etanol
Totals : 3.40012e4

Results obtained with enhanced integrator!

2 Warnings or Errors

Warning : Calibration warnings (see calibration

Warnitg @ ISTD compound(s) not found

table listing)

**% End of Report *%%

Figura 4. Cromatograma obtenido para muestra 8.

]
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Data File C:\HPCHEM)1\DATA\MANUCERYwinoo005.D

Sample Name: 12

Injection Date : 24/04/2019 02:40:45 p.m. Seq. Line :
Sauvle Name 1z Location
Acq. Operator @ Manuel Inj

Inj Volume :
Seauence File : \HPCHEM\ 1} SEQUENCEADEF GC. 5

Method

La

s \HPCHEM\1\METHOD3% 2015C0~1.20

st changed 14/12/2018 02:12:39 p.n. by Nanuel

I
Vial 106

1l

IDENTIFICACION ¥ DETERMINACION DE CONGENERICOS EN BEBIDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADO DESPUES
con columna de 60 mts

DE La% REPARACIONES DEL CG, estandare:

FID1 A, (MANUCERVWINOOOOS.L)
s g
g
000
3500
3000
2500
2000
1500
10004
500
&
q2 8=
BE 2|8
iy
52! e
T T T T T
i 10 0 n an 0 m
Area Percent Report
Sorted By simal
Calib. Data Modified 14/03/201% 02:57:47 p.o.
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

6B890N 24/04/2019 02:52:41 p.m. Manuel

Data File C:\HFCHEMY1)DATA\MANUCERVYwinoo005.D

Signal 1: FID1 A&,

Page 1 of 2

Sample Name:

Peak RetTime Type Tidth Area hrea Name
# lwinl fwinl lod*sl %
et lszmems | |
1 5.523 BV 0.0537 3.38551 0.008969 2
2 5.688 VB 0.0745 2.55581 0.00731 Acetaldehido
3 7.102 BY 0. 1430 2.97502 0.00851 #
4 7.308 VP 0.0530 5.2592Z05e-1 0.00151 #
5 8.309 FE 0.0514 6.21393 0.01778 2
[ 8.578 0. 0000 0.00000 0.00000 Acetato de etilo
7 5§.795 BY 0.0872 14.15163 0.04050 *
& 9.003 WV 0.1271 4.23528 0.0121Z Metanol
g 9.2l WP 0.0685 1.02838 0.00294 2
10 10.040 BV 0.1057 3.47196ed 99.36191 Etanol
11 10.713 WV 0.1036 43.93953  0.12575 ¥
1z 10.599 VE 0.1212 143.95103 0.41196 Diacetilo
13 12.766 0. 0000 0.00000 0.00000 z-Butanol
14 13.180 0. 0000 0.00000 0.00000 l-Propanol
15 14.601 0. 0000 0.00000 0.00000 Isobutanol
16 14.787 0. 0000 0.00000 0.00000 Isobutanoll
17 18.342 0.0o00 0.00000 0.00000 Alcohol iscamilico
18 18.383 0. 0000 0.00000 0.00000 Alcohol amilico
1% 22.267 0. 0000 0.00000 0.00000 Lactato de etilo
20 ZE.54E I 0.0000 0.00000 0.00000 l-Hexanol
21 Z5.450 0.o0o00 0.00000 0.00000 Furfural
2z 33.063 0.0o00 0.00000 0.00000 Z-fenil etanol
Totals : 3.49426ed

Rezults obtained with enhanced integrator!

2 Warnings or Errors

Warnineg : Calibration warnings (see calibration
Warning : ISTD compound(s) not found

table listindg)

#%% End of Report #+##%

Figura 5. Cromatograma obtenido para muestra 12.
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Data File C:ZHPCHEM: 13DATANMANUCERVAvinooQ0&,Dr

Injection Date

Sawple I

Acyq. Operator

ame

Sequence File

Hethod

Lazt changed

DE LAY REPARACIONES DEL CG

2440472019 03:06:44 p.m.
13

: Mamuel

Seq. Line :
Location :
nj :

Inj Volume : 1 pl

C: ZHPCHEM\ 1\, SEQUENCE\DEF GC.3
C: \HECHEM, I\METHODS2016C0~1. 1
14/12/2018 02:12:39 p.m. by Manuel
IDENTIFICACION ¥ DETERMINACION DE CONGENERICOZ EN EEEIDAS ALCOHOLICAS, ACTUALIZADO DESPUES
con columna de 60 mes
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\MANUCERV\vineo006.D

Sigmal 1: FIDL &,

Peak RetTime
minl

10 10,
11 10,
1z 10.
13 11.
14 1z,
15 13,
16 14,
17 14,
18 18,
18 16,
20 2z,
21 2z,
22 25.
23 33

Totals i

34z
393
267
54z
450
g3

Type

Width Area Area Mame
minl d*s1 %
| |
0545 3.33304 0.00973 2
0677 1.91416 0.00559 Acetaldehido
1271 4.37400  0.01276 2
0786 1.35060 0.00384 2
0502 6.78425 0.01980 2
0932 14.40521 0.04204 Acetato de etilo
1175 3.81242 0.0111Z Metanol
0538 5.55679e-1 0.0016Z 7
1405 1.52195 0.00444 2
1087 3.42034ed4 99.80797 Etanol
0539 13.26004 0.03869 2
1631 14.49551 0.04230 2
oooo 0.00000 0.00000 Diacetilo
oooo 0.00000 0.00000 Z-Butanol
o000 0.00000 0.00000 1-Propanal
o000 0.00000  0.00000 Tsobutanal
oooo 0.00000 0.00000 Isobutanoll
oooo 0.00000 0.00000 Alcohol isoamilico
oaon 0.00000 0.00000 Alcohol amilico
onon 0.00000 0.00000 Lactato de etila
oooo 0.00000 0.00000 l-Hexanol
oaon 0.00000  0.00000 Furfural
oogo 0,00000 0.00000 2-fenil etanol

Results obtained with
2 Warnings or Errors :

Varning :
Varning :

3.42692e4

enhanced integrator!

Calibration warnings (see calibration
ISTD compound(s) not found

table listing)

Figura 6. Cromatograma obtenido para muestra 13.
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