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RESUMEN 
La uva Isabella (Vitis labrusca) es una variedad de uva negra que se cultiva en el municipio de la Unión (Valle del 
Cauca). Este municipio, es uno de los mayores productores de este tipo de uva en la región, para consumo en la 
canasta familiar; siendo esta variedad de uva una de las principales fuentes de levaduras nativas, las cuales 
podrían ayudar positivamente en el proceso fermentativo para elaboración de vino. El objetivo principal de esta 
investigación fue aislar algunas cepas de levaduras en uvas negras, con el fin de estandarizar un vino tinto. En 
cuanto a la metodología usada, se evaluó el proceso de fermentación alcohólica de una manera espontánea, 
realizando un proceso de re-fermentación a partir de un lote de vino. Para lograr lo anterior, se analizaron 
parámetros como el pH, temperatura, densidad y porcentaje de alcohol. Los resultados demuestran que la uva 
Isabella de la Unión Valle, puede ser utilizada en el proceso de fermentación y es apta para la obtención de vino, 
debido a que en ella se encuentran levaduras nativas idóneas para la realización de un adecuado proceso 
fermentativo. Como conclusión, se determinó que la carga microbiana es apta para corroborar que, dentro de los 
parámetros anteriormente mencionados, el porcentaje alcohólico se encuentra dentro de lo indicado por la 
normatividad colombiana para vinos de fruta comerciales y, además, las características sensoriales del vino 
obtenido son óptimas y adecuadas para la producción de este tipo de vino favoreciendo a la economía de la región 
principalmente. 
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DETERMINATION OF FERMENTATIVE CAPACITY IN NATIVE YEASTS OF BLACK GRAPES IN 

THE VALLE DEL CAUCA 
 

ABSTRACT 
Isabella grape (Vitis labrusca) is a black grape variety grown in the municipality of La Unión (Valle del Cauca). This 
municipality is one of the largest producers of this type of grape in the region, for consumption in the family basket; 
this grape variety is one of the main sources of native yeasts, which could help positively in the fermentation 
process for winemaking. The main objective of this research was to isolate some yeast strains in black grapes, to 
standardize a red wine. Regarding the methodology used, the alcoholic fermentation process was evaluated in a 
spontaneous way, performing a re-fermentation process from a batch of wine. To achieve this, parameters such 
as pH, temperature, density, and alcohol percentage were analyzed. The results show that the Isabella de la Unión 
Valle grape can be used in the fermentation process and is suitable for obtaining wine, since it contains native 
yeasts suitable for carrying out an adequate fermentation process. In conclusion, it was determined that the 
microbial load is suitable to corroborate that, within the parameters, the alcoholic percentage is within what is 
indicated by Colombian regulations for commercial fruit wines, and, in addition, the sensory characteristics of the 
wine obtained are optimal and suitable for the production of this type of wine, mainly favoring the economy of the 
region. 
 
Keywords: yeast, fermentation, cryopreservation, grapes, viability, isolation. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En Colombia, la producción de vino en los últimos años ha venido en aumento, más específicamente en el área 
de la siembra y la producción de uva, donde se estiman cifras equivalentes a toneladas, especialmente en el Valle 
del Cauca, debido a sus vinos artesanales; siendo el vino tinto el más destacado por los viñedos gracias a su 
aroma, sabor y cuerpo. El vino es el resultado de una fermentación alcohólica del mosto de uvas (Vitis vinífera) 
(Navarre, 1998). En el proceso de elaboración de esta bebida, existen factores como la vinificación, la variedad y 
el método de cultivo, que marcan diferencias en las propiedades del producto final (Kennedy, 2008); no obstante, 
el llamado terruño (terroir), influenciado por la luminosidad, altitud, latitud, régimen pluvial, pendiente, orientación 
y tipo de suelo, es el que define la tipicidad de la uva y del vino (Torres et al., 2006), lo cual se expresa en el 
contenido de azúcar, acidez, color y aroma, entre otros (Tonietto, 2007). En general, la calidad de una vendimia 
está determinada por la interacción del cultivar con el suelo y el clima predominante en una región, en un año 
determinado (Ferrer et al., 2007). Existen miles de cultivares de Vitis vinífera, pero el mercado mundial de la 
producción de vino está dominado por sólo unos pocos cultivares debido, en gran parte, a la forma en que se 
comercializa actualmente el vino. Los cultivares se clasifican generalmente según su producción final: uvas de 
vino, uvas de mesa y uvas pasas (This, Lacombe y Thomas, 2006). Dentro de las uvas usadas para producir vino, 
además de estar presente la especie Vitis vinífer la cual permite producir variedades como Cabernet Sauvignon, 
Pinot Noir, Chardonnay y Merlot entre otros. Se conocen otras especies como lo es Vitis labrusca (dentro de esta 
se encuentra la variedad Isabella, cultivada en el Valle del Cauca) al no ser esta considerada una de las variedades 
viníferas, en Colombia se ha elaborado vino con uva Isabella (Vitis labrusca) produciendo vinos tintos en donde 
se han determinado factores fisicoquímicos, densidad del mosto, relación de azúcares y la acidez que establecen 
la calidad de la uva. Para uvas tintas es muy importante su contenido en polifenoles que se encuentras en la piel 
y las semillas que dan un aporte importante en los sabores, colores y aromas de este tipo de vinos (Hernández et 
al., 2011).  
 
La flora microbiana de la uva incluye levaduras, responsables de la transformación del azúcar en etanol y bacterias 
acéticas, las cuales se encargan de oxidar el etanol produciendo ácido acético. El proceso mediante el cual la uva 
se transforma en vino difiere según el lugar donde se produce, las tradiciones de la elaboración o el tipo de vino 
que se realice. Sin embargo, todos los grandes vinos, sean blancos, tintos, del norte o del sur, responden siempre 
a unos patrones generales en su elaboración y producción; es la fermentación alcohólica la que se considera la 
más importante y contundente en la producción del vino (Cruz de Aquino, Mario A, 2012). Los vinos tintos, son 
aquellos obtenidos del mosto de uvas tintas, sometidos a un proceso de elaboración que permite transmitir al 
mosto la materia colorante contenida en los hollejos de las uvas. Fundamentalmente, este tipo de vinos se pueden 
obtener mediante dos procesos distintos de elaboración, el método tradicional y el de maceración carbónica. El 
color del vino depende de factores como las variedades de uva empleadas, la forma en que se ha elaborado o su 
edad. Las tonalidades de los tintos van desde el rojo claro hasta el negro (González-Neves, 2007). 
 
Las comunidades microbianas presentes durante la fermentación del mosto de uva contribuyen en gran medida a 
las características sensoriales y organolépticas de los vinos. Algunos de estos estudios sugieren que las propias 
variedades de uva condicionan la población microbiana durante la fermentación espontánea. (Raymond y Rosa, 
2019). Apoyando esta idea, los viñedos que cultivan diferentes variedades de uva parecen albergar cepas más 
diversas de Saccharomyces cerevisiae y no Saccharomyces, que los viñedos que cultivan una sola variedad de 
uva. Además, se ha observado que determinadas especies de levaduras muestran preferencias para ciertas 
variedades de uva (por ejemplo, los basidiomicetos rojos o rojizos predominan en las uvas blancas, mientras que 
se observaron cantidades iguales de ascomicetos y basidiomicetos en uvas tintas). (Raymond y Rosa, 2019). En 
cuanto a las especies de levaduras, se encuentran principalmente, géneros de metabolismo oxidativo y forma 
apiculada como: Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Picchia y Hansenula, y en mucha menor cantidad y 
raramente las del tipo fermentativo: Saccharomyces. Sin embargo, estas últimas también se hallan en mayor 
número en las bodegas, sobre suelos, paredes, depósitos, conducciones y maquinaria de procesado, de tal forma 
que se considera a las instalaciones como parte de la ecología en las fermentaciones espontáneas (Hidalgo 
Togores, 2003). Por otro lado, en uvas Vitis novinifera también se han aislado algunas especies encontradas en 
Vitis vinífera como lo es Hanseniaspora uvarum (identificada como la especie de levadura no Saccharomyces más 
frecuente en variedad de uvas Isabel o Isabella y Burdeos), además de otras levaduras como Issatchenkia 
orientalis e Issatchenkia occidentalis (Raymond y Rosa, 2019). En estudios posteriores con uvas de la variedad 
Isabella se reconocieron especies poco frecuentes de levaduras no Saccharomyces como lo son: Candida 
azymoides, Pichia cecembensis, Candida californica, Candida bentonensis, Issatchenkia hanoiensis y Candida 



 

 

apícola (Raymond y Rosa, 2019). No obstante, aunque existen levaduras comerciales, teóricamente apropiadas 
para realizar vinificaciones, resulta mucho más adecuado usar cepas autóctonas (locales) seleccionadas (Lema 
et al., 1994).  
 
Algunos productores de vino seleccionan y cultivan sus propias levaduras, mientras que otros, compran cepas 
levaduriformes comerciales, especiales para esta producción. Generalmente estas especies de levadura se 
encuentran en el hollejo de la uva (Chávez, 1998). En la actualidad, las industrias optan por levaduras enológicas 
seleccionadas en vez de las “nativas” ya que las enológicas fermentan a bajas temperaturas, produciendo bastante 
alcohol con poca espuma y sustancias aromáticas amenas (terpenos y ésteres). Además, éstas toleran mayores 
cantidades de dióxido de azufre y de alcohol en el medio y son vectores del factor “killer” que cooperan con la 
eliminación de otras levaduras no deseadas. Los agentes fisicoquímicos del jugo de uva influyen en la producción 
y funcionalidad de las enzimas microbianas. Por lo tanto, el curso y resultado final de cada fermentación puede 
ser diferente según las características fisiológicas de la levadura y las condiciones ambientales en que se realice 
el proceso de fermentación del vino (Suárez Lepe, 1997). En la vinificación, la inoculación se realiza con levaduras 
enológicas seleccionadas en plena actividad, donde se reproducen con mucha más velocidad que las nativas. En 
la vinificación, se agrega dióxido de azufre al mosto para inhibir el desarrollo de microorganismos indignos, que 
perduran en estado latente La mayoría de los productores de vinos objetan que las levaduras enológicas masifican 
la calidad del vino; ya que se han creado bancos de levaduras autóctonas donde se busca mantener una calidad 
diferente y conservar la biodiversidad (Chávez, 1998). 
 
La identificación de levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a cuatro criterios: morfológicos, fisiológicos, 
inmunológicos y genéticos. Identificar las levaduras presentes durante el proceso de fermentación permite 
establecer los factores principales y contrastarlos con las características organolépticas del producto terminado, 
generando valor agregado en el proceso productivo (Ochiuzzi, 2014). Esta identificación se puede realizar, por 
ejemplo, por medio del sistema VITEK, el cual es un sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las 
cuales son inoculadas con la suspensión de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de 
forma automática. Este es un equipo que identifica y establece el patrón de sensibilidad de diversos 
microorganismos. La tarjeta YST permite identificar levaduras de importancia industrial y organismos relacionados 
a través de 47 pruebas bioquímicas fluorescentes, las cuales incluyen asimilación de carbohidratos y ácidos 
orgánicos y detección de oxidasas y arilamidasas. Diversos estudios han demostrado que mediante este sistema 
se puede identificar correctamente más del 93% de las cepas analizadas en aproximadamente 18 horas (Beatriz 
Romeu, et al. 2010). 
 
El propósito de esta investigación fue identificar especies de levaduras nativas presentes en uva negra Isabella y 
evaluar su capacidad fermentativa en la elaboración de un vino tinto ya que, en el Valle del Cauca no se han 
realizados hasta el momento estudios relacionados con la identificación de levaduras nativas en esta variedad de 
uva que cumpla con los parámetros establecidos para este tipo de productos. En este estudio, además, se usaron 
métodos de identificación y caracterización de levaduras por medio de siembra en cultivos diferenciales, 
evaluación de la viabilidad celular, identificación microscópica mediante tinción Gram, reactivación de las cepas 
conservadas en caldo YGC con glicerol e identificación de géneros y especies, por medio del sistema VITEK. 
 
    

2. MATERIALES Y METODOS  
 
En primer lugar, la obtención del mosto de uva Isabella se realizó en los laboratorios de la universidad Santiago 
de Cali, para ello se utilizaron 24 Kg de uva Isabella (Vitis labruca) provenientes de la Unión Valle. Se obtuvieron 
de forma artesanal 3 litros de mosto, los cuales se distribuyeron en 3 ensayos: el primer ensayo se realizó en un 
fermentador de vidrio con capacidad de 6 litros con un airlock el cual disponía de un tapón, en este fermentador 
se agregaron 8 Kg de uva Isabella, la cual fue previamente estrujada de forma manual. Posteriormente se incubó 
en un estado de anaerobiosis durante 10 días, periodo en el cual se determinaron parámetros como pH (pHmetro), 
temperatura (termómetro digital), densidad (picnómetro de 25 mL) y porcentaje de alcohol (densimetría).  Para la 
realización del ensayo 2, se usaron los datos del ensayo 1 y, el producto resultante se transvasó de la siguiente 
forma: pasado el periodo de fermentación del ensayo se procedió a filtrar el mosto y se agregó a otro fermentador 
con la misma capacidad que el anterior, posterior a esto se añadieron nuevamente 8 Kg de uva Isabella y se dio 
inicio nuevamente al proceso de fermentación; por último, para el ensayo 3, se procedió a hacer lo mismo del 
ensayo 2, con la diferencia que en el ensayo 3 se obtuvo una mezcla entre el ensayo 1 el ensayo 2. De esta 



 

 

mezcla se obtuvo el mosto final, el cual, se envasó en botellas ámbar de 1 litro, estas se almacenaron a una 
temperatura de 8 ºC durante un mes. El procedimiento anteriormente descrito se puede observar en la Figura 1. 
En esta etapa es importante resaltar que en el proceso de refermentacion no se adiciono ningún tipo de 
microorganismo al vino y esto se realizó con el fin de identificar en esta uva la posibilidad de obtener levaduras 
nativas, de lograr identificar las levaduras propias, responsables del proceso de fermentación del alcohol en el 
mosto obtenido a partir de la Uva Isabella. 
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Figura 1. Diagrama del proceso de re-fermentación del mosto. 
 

A partir del vino obtenido en los ensayos 1, 2 y 3, se procedió a realizar la etapa de aislamiento de las levaduras, 
donde se separaron 20 mL de cada muestra en tubos falcon, luego se centrifugó cada muestra durante 7 minutos 
a 3000 rpm. Del precipitado resultante, se tomaron 100 µL para ser sembrados en superficie en agar YGC y agar 
WL. En paralelo, se tomó el mismo volumen de muestra, es decir, 100 µL provenientes directamente de los 
ensayos de vino y se sembraron en los medios de cultivo mencionados anteriormente. Las placas se llevaron a 
incubar a 27°C, durante 3 días para el medio YGC y 8 días para el medio WL. 
 
Posteriormente, se realizó una tinción Gram a partir de las colonias crecidas en las placas anteriores, con el fin de 
evaluar las características microscópicas de las cepas, como la pureza del cultivo obtenido. Una vez realizada la 
microscopia se hicieron diluciones 1:10 usando como diluyente agua peptona, se realizaron diluciones seriadas 
hasta la dilución 10-7 y se seleccionaron aleatoriamente las diluciones 10-3, 10-5 y 10-7 para realizar una siembra 
en superficie por duplicado en agar WL, este medio se incubó a 27°C por 8 días. Luego se seleccionaron las 
placas con mayor crecimiento y sin contaminación visual, estas, se analizaron macroscópicamente, evaluando la 
textura, color, forma, elevación y tamaño de las colonias. Se seleccionaron 4 cepas, las cuales se aislaron en agar 
YGC por la técnica de punción y se incubaron a 27ºC por 3 días. Pasado el tiempo de incubación se 
crioconservaron por 3 meses en medio YGC usando glicerol como agente crioprotector, con el fin de conservarlas 
adecuadamente para su posterior activación y así continuar con los análisis planteados en esta investigación.  
 
Reactivación de las cepas y determinación de la viabilidad 
 
Cada cepa se reactivó en agar YGC, por duplicado, mediante la siembra por agotamiento y se llevó a incubar por 
5 días. Una vez pasado el periodo de incubación se verificó la viabilidad mediante la reactivación de estas. 
Posterior a esto, se aislaron cada una de las cepas obtenidas en agar WL durante 5 días a 27ºC en anaerobiosis. 
Se determinó la viabilidad mediante recuento en cámara de Neubauer, usando como colorante azul de metileno 
para su observación en el microscopio y con el fin de calcular la viabilidad del cultivo. Se contaron tanto las células 
no viables como las viables; y se usó la siguiente fórmula para obtener el porcentaje de viabilidad: 



 

 

 
  

% 𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 = (
𝑪é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔−𝑪é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒏𝒐 𝒗𝒊𝒂𝒃𝒍𝒆𝒔

𝑪é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔
) × 𝟏𝟎𝟎   

(1) 
  
 
Identificación de levaduras por VITEK 
 
Se seleccionaron  dos cepas, teniendo como criterio el mayor porcentaje de viabilidad obtenido, para ser 
procesadas por el sistema automatizado VITEK del laboratorio de servicios externos de la Universidad Santiago 
de Cali. Dichas cepas se encontraban aisladas y puras en medio de cultivo sólido WL para una mejor  
identificación.  
 
Determinación de la capacidad fermentativa – Microvinificación 
Con las cepas identificadas (cepa 3 y cepa 4) se realizaron dos procesos de microvinificacion para cada una. En 
dos frascos de vidrio se añadieron  uvas, las cuales fueron previamente estrujadas y maceradas, posteriormente, 
de las cajas Petri donde se encontraban las cepas aisladas se tomó una asada de cada una y se procedió a 
inocular cada ensayo con las respectivas cepas, finalmente se sellaron los frascos con su respectiva tapa y una 
trampa de aire para cada uno, dejando que se realice el proceso de fermentación espontáneo a temperatura 
ambiente durante 8 días. Pasado el tiempo se determinó la capacidad fermentativa calculando el porcentaje de 
alcohol a partir de la densidad inicial y final del mosto de cada ensayo, para ello se utilizó un picnómetro de 5mL 
el cual fue pesado previamente para tener el registro del peso seco, seguido se agregó el mosto de cada ensayo 
y se registró el peso para así calcular la densidad y previamente el porcentaje de alcohol. 
 
 

3.      RESULTADOS 
 
En la Figura 2 se observa el proceso de elaboración del vino, el cual comienza con la separación de los tallos y 
las bayas para posteriormente añadirse al fermentador e iniciar el proceso de estrujado, con el fin de extraer la 
mayor cantidad de jugo posible, y, teniendo en cuenta de no afectar la semilla.   
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Figura 2. Elaboración del vino a partir de uva Isabella. 
 

 
En la Figura 3 se muestra el proceso de sellado del fermentador, con el fin de lograr la anaerobiosis de la 
fermentación. En esta etapa se espera un crecimiento exponencial de las levaduras gracias al ambiente anaerobio 
generado. En este proceso, se calcularon los parámetros de pH, temperatura y densidad, para los cuales, se 
elaboró un registro inicial (antes del sellado) y uno final, cuando el proceso de fermentación finalizó.  
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Figura 3.  Sellado y fermentación.  

 
En la Figura 4 se observa el proceso de trasvasado, el cual consta en la mezcla de los mostos resultantes de los 
ensayos 1 y 2, dicha mezcla fue trasvasada a otro recipiente para dar inicio al ensayo 3 y, a partir de este último, 
se obtuvo la última fermentación; para finalmente realizar la maduración en tres botellas ámbar de 1 litro.  
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Figura 4. Trasvasado del mosto y embotellado. 

 
  
En la Tabla 1 se registran los parámetros de fermentación del mosto de uva tomando en cuenta la norma técnica 
colombiana (NTC 708 de 2000), y adicionalmente se determinó el porcentaje alcohólico del producto final (vino).  

 
Tabla 1. Parámetros evaluados durante la fermentación del mosto de uva de los tres ensayos. 

 

 
Parámetros 

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 

Inicial Final Inicial Final Inicial Final 

pH 3.5 3.1 2.9 3.5 3.1 3.2 

Temperatura (ºC) 20.4 20.6 25.2 20.4 20.5 22.8 

Densidad (g/L) 1.0807 1.0837 1.0580 1.0581 1.0679 0.9726 

Alcohol (%) 4.5 5.5 12.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

La Figura 5 muestra el precipitado resultante luego del proceso de centrifugación realizado para los tres ensayos. 
 

 
 

Guerrero Y; Mateus J. (2022) 
Figura 5. Tubos falcon con el pellet obtenido después de la centrifugación (ensayos 1,2 y 3). 

 
La Figura 6 muestra las cajas de Petri luego de realizar las diluciones decimales seriadas (1:10) en medio de 
cultivo YGC. En esta etapa, se sembraron las diluciones 10-3, 10-5 y 10-7 y, además, se realizó la siembra directa 
de los lotes de vino. 
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Figura 6. Siembras realizadas en medio sólido YGC a partir del ensayo 3: a) siembra directa y b) diluciones      

10-3, 10-5 y 10-7 (de izquierda a derecha). 
 

En las Figuras 7 y 8 se muestra la siembra por agotamiento en medio sólido WL y siembra por punción en medio 
sólido YGC. De las fotografías es posible observar un crecimiento típico de levaduras mediante las dos técnicas 
anteriormente mencionadas.  
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Figura 7. Resultado de la siembra por agotamiento en agar WL. 

 

1 2 3 
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Figura 8. Resultado de la siembra por punción en agar YGC. 
 
 

En la Figura 9 se muestra la reactivación de las cepas crioconservadas en agar YGC + Glicerol, este proceso se 
realizó por medio del descongelamiento de las cepas, para su posterior reactivación en agar YGC, aquí puede 
observarse un crecimiento abundante de colonias típicas de levaduras.   
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Figura 9. Resultado de la reactivación en agar YGC de las cepas crioconservadas. 
 

 
En la Tabla 2, se detalla el crecimiento de las cepas seleccionadas sembradas en agar selectivo y diferencial 
(WL), su microscopia mediante tinción de Gram y una muestra del conteo en Cámara de Neubauer para determinar 
la viabilidad de las cepas. Es importante aclarar que las 8 cepas mostradas a continuación, corresponden a las 
aisladas del ensayo 3 (final) del proceso de refermentación; y, son las más importantes debido a que para este 
ensayo final, ya se había alcanzado el % de alcohol requerido por la normatividad colombiana para vino de fruta 
comercial (12 %). 

 
 
 
 
 



 

 

Tabla 2. Resultados de la observación macroscópica, microscópica y recuento en cámara Neubauer para las 
cepas aisladas a partir del ensayo 3. 

 

CEPA MACROSCOPIA MICROSCOPIA 
CONTEO EN CÁMARA 

NEUBAUER 

 
 
 
 
 
1 

 

 
 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
2 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
3 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
4 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
5 

 
 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
6 

 

 
 

 

 
 

 

  

 
 
 
 
 
 
7 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 



 

 

En la Tabla 3 se detallan los resultados del recuento realizado en la Cámara de Neubauer a todas las cepas 
aisladas a partir del ensayo final 3 (Tabla 2). Donde V corresponde a las células viables contadas, NV corresponde 
a las células no viables contadas en cada cuadrante seleccionado en la cámara. 
 
 

Tabla 3. Resultados obtenidos a partir del recuento en cámara de Neubauer. 
 

 
Cuadrante 

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5 Cepa 6 Cepa 7 Cepa 8 

V NV V NV V NV V NV V NV V NV V NV V NV 

1 18 4 23 3 19 0 9 0 8 1 8 2 10 3 9 1 

2 17 1 18 2 14 2 7 1 6 2 8 2 14 5 7 1 

3 6 1 12 4 12 2 6 1 8 2 14 4 18 7 9 1 

4 6 2 12 3 15 1 5 0 6 2 15 3 16 4 4 1 

5 11 6 13 1 14 1 9 0 5 1 11 2 17 3 4 1 

Viabilidad(%) 80.5 85.7 92.5 94.7 80.5 81.2 77.3 86.8 

 
 
La fórmula usada para calcular el porcentaje de viabilidad se muestra a continuación.  
 

% 𝒗𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅 =  
𝑪é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔 − 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒏𝒐 𝒗𝒊𝒂𝒃𝒍𝒆𝒔 

𝑪é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔
 × 𝟏𝟎𝟎 

 (1) 
 
Para la identificación por medio del sistema automatizado Vitek, se seleccionaron dos cepas de las analizadas en 
la Tabla 2. El criterio de selección fue elegir las cepas que mostraran el mayor porcentaje (%) de viabilidad, tal 
como se indica en la literatura, (Fernández de Piérola, 2018), donde se destaca microorganismos con porcentajes 
de viabilidad elevados los cuales permiten obtener productos de buena calidad. Cuando se quiere seleccionar una 
cepa para utilizarla, por ejemplo en un proceso de fermentación, se parte de un número elevado de cepas 
diferentes, aplicando lo que se conoce como selecciona masiva por competencia, este método de selección ocurre 
en las fermentaciones espontaneas, y se basa, en la propia competencia entre las cepas por los nutrientes del 
medio para elegir aquellas que tengan una mejor capacidad fermentativa; para ello, se emplean criterios de 
selección como lo son la temperatura de fermentación, la viabilidad de las cepas y los análisis organolépticos del 
vino obtenido (María Jesús Torija, 2002). Estas cepas mostraron los mayores porcentajes de viabilidad siendo de 
92.5% (cepa 3) y de 94.7% (cepa 4) mostradas en la Figura 10. Los resultados del análisis por Vitek indicaron (tal 
como se detalla en ANEXOS) que las cepas identificadas en el vino fabricado en el presente estudio, corresponden 
a Candida sphaerica y Saccharomyces cerevisiae. La primera levadura se utiliza para la producción de etanol y 
también es ampliamente utilizada en la producción de otros metabolitos a través de la fermentación del suero en 
quesos, debido a su capacidad para metabolizar la lactosa. Esta levadura se conoce como la forma no esporulante 
de Kluyveromyces lactis (Setati et al., 2012; Bokulich et al., 2013; Bokulich et al., 2014; Pinto et al., 2015). Sin 
embargo, a la fecha no se ha encontrado en la literatura investigaciones relacionadas con Kluyveromyces lactis 
(Candida sphaerica) en la producción de vino. Por lo que el resultado hallado abre puertas en este campo de 
investigación y permitirá profundizar más en el estudio de esta cepa levaduriforme para producción de vinos. 
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Figura 10. Cepas crecidas en medio WL y seleccionadas para el análisis VITEK a) cepa 2 y b) cepa 4. 

 
En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para el ensayo final de capacidad fermentativa 
(microvinificación) realizado a las cepas 3 y 4, aisladas del mosto final e identificadas mediante el equipo Vitek. 
 

 
Tabla 4. Resultados del ensayo de microvinificación para determinar la capacidad fermentativa de las cepas 

aisladas del mosto final. 
 

Cepa  

# 

Densidad Inicial 

(g/mL) 

Densidad Final 

(g/mL) 

Alcohol 

(%) 

3 

4 

1.4283 

1.4372 

1.4145 

1.4155 

1.8 

2.8 
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4. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
Ya que el propósito de esta investigación fue identificar especies de levaduras nativas presentes en uva negra 
Isabella y evaluar su capacidad fermentativa en la elaboración de un vino tinto; es importante resaltar que en el 
presente trabajo se realizó un proceso de re-fermentacion, el cual se llevó a cabo en 3 etapas denominadas 
ensayo 1, ensayo 2 y ensayo 3. Para iniciar el proceso de fermentación se usaron 8 kilos de uva, a partir de este 
proceso se obtuvo un mosto y de este, se realizaron las re-fermentaciones posteriores necesarias hasta lograr 
obtener un % de alcohol mayor al 12% o lo equivalente a 6° alcoholímetros, según el Decreto 162 de 2021 
(Ministerio de Salud y Protección Social). Ya que en el último ensayo (ensayo 3) se obtuvo este valor de porcentaje 
(%) de alcohol deseado, en esta etapa se detuvo el proceso de la re-fermentacion. 
 
Las uvas tintas permiten obtener un vino fino, con cuerpo y complejidad, que posee un sabor y aroma a notas 
frutales y dulces, cítricas, algo de madera, cuero, entre otras (Soto, A. 2009), lo anterior fue corroborado por el 
catador y maestro cervecero Carlos Orejuela de la Universidad Santiago de Cali (Anexo 1), también se observó 
un color intenso a jugo de uva debido a su maceración en frio. Como se observó en la sección de resultados 
(Figuras 2,3 y 4) la elaboración del vino se realizó de forma artesanal, iniciando con el estrujado de las bayas 
para la extracción del zumo de uva, este zumo se compone en un 86% de agua aproximadamente (Soler, M.E. 
2018). En este proceso los hollejos fueron incluidos debido a que estos producen una liberación de compuestos 
fenólicos como antocianinas, flavonas y taninos, con la finalidad de obtener un vino tinto (María A. Muñoz, 2008).  
Este proceso se realizó a partir de la fermentación espontánea siendo esta una forma natural en la cual las 
levaduras nativas se adaptan a un entorno biológico, y las fermentaciones realizadas con la variedad de uva 
Isabella, permitieron obtener en primera instancia un vino con buenas características enológicas.  
 
Es importante aclarar que la metodología llevada a cabo implicó un proceso de re-fermentación, este proceso se 
realizó con la intención de aumentar la biomasa en el mosto de uva, ya que, se comprobó que, al traspasar la 
biomasa del primer ensayo al segundo, y de este último al tercero, aumentaron las probabilidades de encontrar 

a b 



 

 

diversidad de especies de levaduras, creando así un método diferente para la elaboración del vino, logrando un 
buen proceso fermentativo, el cual cumplió con el porcentaje mínimo de acuerdo al Decreto 162 de 2021.Sin 
embargo, no es posible encontrar investigaciones relacionadas, este método se realizó libremente para lograr una 
diversidad de microorganismos en el vino. 
 
El alcohol producido durante las dos primeras etapas de fermentación fue considerable (4.5% y 5.5% para los 
ensayos 1 y 2 respectivamente), teniendo en cuenta que no se agregó a la fermentación un cultivo iniciador. 
Además de la levadura de fermentación tradicional Saccharomyces cerevisiae, existe una creciente contribución 
de las especies de levadura no Saccharomyces a las características sensoriales del vino y al grado alcohólico de 
este (González y Morales, 2017). Como se observó en la Tabla 1, la correlación entre las temperaturas de los tres 
ensayos y el porcentaje de alcohol, de acuerdo con la literatura, un rango de temperaturas entre 15 y 35°C 
disminuye la duración de la fase de latencia y aumenta la velocidad de fermentación; y, al incrementar la 
temperatura, aumenta la velocidad de consumo de azúcar y nitrógeno. Además, al modificarse el metabolismo de 
las levaduras, también se varía la composición del vino final. Así, las temperaturas más elevadas favorecen una 
mayor producción de la mayoría de los productos de la fermentación gliceropirúvica a costa de una menor 
producción de etanol. Aun así, los compuestos cuya formación está más influenciada por la temperatura son los 
alcoholes superiores, los ácidos grasos de cadena corta y sus ésteres, ya que tienen su máximo de producción a 
los 20°C, para progresivamente ir disminuyendo a medida que aumenta la temperatura del proceso (Cirene F. 
González-Silva, 2015). 
 
Con respecto al crecimiento de las levaduras, aunque se conocen algo más de 100 géneros distintos, las levaduras 
enológicas que están presentes de manera significativa en la uva, en el mosto, que intervienen en el proceso 
fermentativo, o son capaces de desarrollar alteraciones en el vino, están representadas por algo más de una 
quincena de géneros, entre ellos Hanseniaspora/Kloeckera, Candida, Pichia, Hansenula, Torulaspora, 
Rhodotorula, Metschnikowia, Debaryomyces, Kluyveromyces, Brettanomyces/Dekkera, Cryptococcus, 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces y Zygosaccharomyces (Kurtzman y Fell, 1998; Ribéreau-Gayon et al., 
1998; Hidalgo, 2002). Como se observó en las Figuras 6,7 y 8 se utilizaron medios de cultivo nutritivos como YGC 
el cual se compone de extracto de levadura que es una fuente de vitaminas esenciales para el crecimiento de las 
levaduras, también se usó un medio de cultivo diferencial como el WL el cual permite encontrar diferencias entre 
las especies por la morfología de las colonias de acuerdo con el color, textura, forma, tamaño, consistencia y brillo.  
 
Este medio es utilizado para estudios en vinificaciones con el fin de diferenciar cepas nativas del género 
Saccharomyces (Carol, et al., 1987, Carrau, et al., 1988). En esta investigación se demostró que el WL es un 
medio viable para el crecimiento de este tipo de levaduras ya que, se observó crecimiento de diferentes colonias 
que tomaron la coloración del medio y esto, permitió diferenciarlas entre sí. Se realizaron las siembras en este 
medio y se seleccionaron las cepas que presentaron características morfológicas correspondientes a levaduras a 
partir del ensayo 3, de acuerdo con lo mencionado al inicio de la discusión, por presentar dicho ensayo el % de 
alcohol mínimo de acuerdo con la normatividad colombiana (NTC 708 del 2000). Para la supervivencia de estas 
colonias se usó el método de preservación denominado crioconservación, que consiste en congelar las células de 
las cepas aisladas del mosto de uva Isabella a una temperatura de -20ºC en medio YGC con glicerol, con la 
finalidad de reducir el metabolismo celular. Luego de dos meses en crioconservación, se reactivaron las cepas y 
se sembraron en agar YGC para verificar el estado de pureza y viabilidad de las levaduras. En la Tabla 2 se 
observó el crecimiento de las cepas del 1 a la 8 en el medio WL, con diferentes morfologías, donde fue posible 
apreciar que algunas de ellas presentaron formas circulares e irregulares, con bordes enteros, ondulados y 
lobulados, presentan una elevación convexa, acuminada, plana y elevada y se observan superficies lisas, rugosas, 
brillantes, secas y cremosas, también tienen un crecimiento invasivo y superficial; además, estas levaduras 
adsorbieron el color del medio WL y presentaron diversas coloraciones como crema, verde pálido y blanco. 
 
Las cepas aisladas mostraron un porcentaje de viabilidad mayor al 77% (José Luis Hoyos, et al 2010), como lo 
muestra la Tabla 3, dichos valores se determinaron mediante recuento en cámara de Neubauer; los resultados 
mostraron a las cepas 3 y 4 como las que presentaron el mayor porcentaje de viabilidad entre las ocho cepas 
aisladas del ensayo 3, con valores de viabilidad superiores al 90% (92.5% y un 94.7% respectivamente). S. 
cerevisiae es un microorganismo modelo utilizado en muchas aplicaciones industriales debido a su capacidad 
para sintetizar etanol a partir de diversas fuentes de azúcar. Actualmente está levadura se emplea en varios 
procesos tecnológicos como la elaboración de cerveza, horneado y vinificación. En esta última, la fermentación 
alcohólica implica la sucesión y coexistencia de una gran diversidad de géneros y especies de levaduras. Al 



 

 

comienzo de la fermentación, las poblaciones de levadura no Saccharomyces son altas, y géneros como 
Hanseniaspora, Issatchenkia, Starmerella (sym. Candida), Torulaspora, Metschnikowia se encuentran 
comúnmente. Durante la fermentación, las especies no Saccharomyces son reemplazadas por S. cerevisiae 
debido a su rendimiento superior durante este proceso y su capacidad para producir altas concentraciones de 
etanol (Fleet, 2003; Heard y Fleet, 1988). Sin embargo, varios estudios confirmaron recientemente las 
contribuciones positivas de estas levaduras no Saccharomyces al vino: son capaces de producir ciertos 
compuestos aromáticos adicionales que mejoran el sabor y el aroma, además de contribuir al incremento del grado 
alcohólico del vino (Fleet, 2003; Jolly et al., 2014; Lleixà et al., 2016). Como se mencionó anteriormente, las 
fermentaciones fueron espontáneas, por lo tanto, no hubo inoculación con un cultivo iniciador, sino que la 
fermentación del mosto fue llevada a cabo por levaduras nativas presentes en la uva Isabella, las cuales fueron 
las encargadas de realizar la fermentación alcohólica de manera espontánea. Por último, en esta investigación, al 
vino obtenido se le realizó la identificación de dos cepas de levaduras nativas halladas: Sacchromyces cerevisiae 
y Candida Spherica (Kluyveromyces lactis) por medio del equipo de VITEK el cual proporcionó de manera 
estimada el género y especie.  Solo se realizó la identificación de estas cepas debido a que, estas presentaron un 
porcentaje de viabilidad mejor a comparación de las otras cepas como se muestra en la Tabla 3 ya que como se 
mencionó antes, un parámetro importante a la hora de elegir levaduras fermentativas es su viabilidad, entre mayor 
sea mejor será el proceso en cuanto a su calidad y rendimiento (José Luis Hoyos, et al 2010). 
 
El trabajo de identificación suele ser largo y tedioso y requiere cierta experiencia para identificar las diferentes 
levaduras de un mosto. Aunque si se desea identificar un único género o especie, el trabajo se simplifica y puede 
solamente ser necesario realizar alrededor de 20 pruebas. Este trabajo se complica con los diversos cambios que 
se han producido en la taxonomía de levaduras en los últimos años, lo cual ha llevado a una confusión en la 
clasificación y nomenclatura de las levaduras con interés en la enología (Jose Antonio, 1997). Todos los cambios 
organolépticos que sufre el mosto hasta convertirse en vino suceden durante esta etapa de fermentación 
alcohólica, resultado en gran medida, de los metabolitos que surgen del crecimiento microbiano durante la 
fermentación. Posteriormente, el vino puede seguir sufriendo modificaciones. De entre las levaduras más 
conocidas de este proceso, el género Saccharomyces ha tenido la mayor parte de la atención del mundo científico 
por su utilidad como cepa fermentadora, y así especies tales como S. cerevisiae (SC), S. bayanus, S. pastorianus 
y S. paradoxus entre otros, son bien conocidas en el campo. Pero Saccharomyces es sólo una pequeña fracción 
de la comunidad microbiana que habita el mosto. De hecho, este género rara vez se aísla de la superficie de la 
uva o del suelo de los viñedos. Géneros tales como Candida, Brettanomyces, Zygosaccharomyces, etc. aparecen 
también en el jugo de la uva y tienen una importancia notoria en las características organolépticas del vino, aunque 
los datos genómicos sugieren que la diversidad puede ser mucho mayor (Javier Gutierrez, 2018).  Es bien sabido 
que las levaduras no- Saccharomyces modifican los aromas y sabores del vino, pero también pueden interactuar 
con Saccharomyces en su crecimiento o metabolismo. De acuerdo con los resultados obtenidos para determinar 
la capacidad fermentativa de las levaduras aisladas del vino obtenido en este trabajo, se observó que la cepa 3 
tuvo un porcentaje de alcohol de 1.8% y la cepa 4 un porcentaje de 2.8%, estas levaduras están caracterizadas 
por un bajo poder fermentativo y una sensibilidad importante frente al etanol. Las no-Saccharomyces son las 
encargadas de iniciar la fermentación y sus poblaciones van variando conforme lo hace el grado alcohólico. De la 
mano con el aumento de grado alcohólico va la reducción de nutrientes y juntas generan una presión selectiva 
que determinará la especie que predomine en cada etapa. S. cerevisiae es la más cualificada para la alta 
graduación alcohólica y por eso es ella la que lleva a cabo la mayor parte de la fermentación (Javier Gutiérrez, 
2018). Hasta muy reciente, entre los enólogos europeos predomina la idea que la fermentación espontanea 
inducida por flora autóctona conduce a la obtención de vinos de mejor aroma y sabor, apoyando la idea de que 
una flora autóctona consolidada a través de una ancestral tradición vitivinícola produce mejores mostos. La 
tendencia es distinta hoy en día, ya que se ha comprobado que el uso de levaduras seleccionadas tiene importante 
ventaja frente a la fermentación espontanea tradicional (José Antonio, 1997). 
 
 

5. CONCLUSIONES  
 
Se logró elaborar vino a partir de levaduras nativas aisladas de la uva Isabella y esto, se evidencia en estudios 
donde se destaca el uso de levaduras no Saccharomyces en los procesos fermentativos que aportan 
características diferentes en la producción de vino con propiedades organolépticas y sensoriales óptimas.  
 



 

 

En el proceso de re-fermentación del vino elaborado, no se adiciono ningún tipo de microorganismo y esto permitió 
identificar en la uva estudiada, a las levaduras nativas responsables del proceso de fermentación espontánea del 
alcohol en el mosto proveniente de la uva Isabella. 
 
Se fabricó un vino artesanal a partir de uvas de la variedad Isabella, obtenidas del municipio de la Unión Valle, 
dicho producto mostró características organolépticas acorde con los requisitos comerciales de acuerdo con el 
Decreto 1686 de 2012 de Colomba.  
 
Las cepas aisladas 3 y 4, no lograron completar el proceso fermentativo, ya que se obtuvieron valores de alcohol 
por debajo de lo requerido en la normatividad colombiana (NTC 708 de 2000). 
 
Esta investigación es sumamente importante, ya que en la región del Norte del Valle hay muchos cultivos de uvas; 
se espera que, en un futuro, la región tenga un reconocimiento en la producción de vino y, además lograr impactar 
económicamente a la región en el campo vitivinícola con el aporte de un producto de excelente calidad además 
de impulsar la investigación en el campo de la enología. 
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Anexos  
 
Anexo 1. Cata del vino por el maestro cervecero Carlos Orejuela (USC).   
 

 
 



 

 

 Anexo 2. Resultados del análisis  - equipo VITEK 2 
 
 
 

 
 
 

 
 



 

 

 
 



 

 

 
Anexo 3.  Parámetros de la NORMA TÉCNICA NTC COLOMBIANA 708 del 2000. 
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