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RESUMEN

La uva Isabella (Vitis labrusca) es una variedad de uva negra que se cultiva en el municipio de la Union (Valle del
Cauca). Este municipio, es uno de los mayores productores de este tipo de uva en la region, para consumo en la
canasta familiar; siendo esta variedad de uva una de las principales fuentes de levaduras nativas, las cuales
podrian ayudar positivamente en el proceso fermentativo para elaboracion de vino. El objetivo principal de esta
investigacién fue aislar algunas cepas de levaduras en uvas negras, con el fin de estandarizar un vino tinto. En
cuanto a la metodologia usada, se evalué el proceso de fermentacion alcohélica de una manera espontanea,
realizando un proceso de re-fermentacion a partir de un lote de vino. Para lograr lo anterior, se analizaron
parametros como el pH, temperatura, densidad y porcentaje de alcohol. Los resultados demuestran que la uva
Isabella de la Unién Valle, puede ser utilizada en el proceso de fermentacion y es apta para la obtencién de vino,
debido a que en ella se encuentran levaduras nativas idéneas para la realizacion de un adecuado proceso
fermentativo. Como conclusion, se determiné que la carga microbiana es apta para corroborar que, dentro de los
parametros anteriormente mencionados, el porcentaje alcohdlico se encuentra dentro de lo indicado por la
normatividad colombiana para vinos de fruta comerciales y, ademas, las caracteristicas sensoriales del vino
obtenido son 6ptimas y adecuadas para la produccion de este tipo de vino favoreciendo a la economia de la regién
principalmente.

Palabras clave: levaduras, fermentacion, crioconservacién, uvas, viabilidad, aislamiento.

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 Uni6n (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 Union
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. INTRODUCCION

En Colombia, la produccién de vino en los ultimos afios ha venido en aumento, més especificamente en el area
de la siembra y la produccién 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 mas destacado por los vifiedos gracias a su
aroma, sabor y cuerpo. El vino es el resultado de una fermentacién alcohdlica del mosto de uvas (Vitis vinifera)
(Navarre, 1998). En el proceso de elaboracién de esta bebida, existen factores como la vinificacion, la variedad y
el método de cultivo, que marcan diferencias en las propiedades del producto final (Kennedy, 2008); no obstante,
el llamado terrufio (terroir), influenciado por la luminosidad, altitud, latitud, régimen pluvial, pendiente, orientacion
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 azlcar, acidez, color y aroma, entre otros (Tonietto, 2007). En general, la calidad de una vendimia
esta determinada por la interaccion del cultivar con el suelo y el clima predominante en una regién, en un afio
determinado (Ferrer et al., 2007). Existen miles de cultivares de Vitis vinifera, pero el mercado mundial de la
produccion de vino esta dominado por sélo unos pocos cultivares debido, en gran parte, a la forma en que se
comercializa actualmente el vino. Los cultivares se clasifican generalmente segin su produccion final: uvas de
vino, uvas de mesa y uvas pasas (This, Lacombe y Thomas, 2006). Dentro de las uvas usadas para producir vino,
ademas de estar presente la especie Vitis vinifer 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
viniferas, en Colombia se ha elaborado vino con uva Isabella (Vitis labrusca) produciendo vinos tintos en donde
se han determinado factores fisicoquimicos, densidad del mosto, relacion de azlcares 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 (Hernandez et
al., 2011).

La flora microbiana de la uva incluye levaduras, responsables de la transformacion del azlcar en etanol y bacterias
acéticas, las cuales se encargan de oxidar el etanol produciendo &cido acético. El proceso mediante el cual la uva
se transforma en vino difiere segun el lugar donde se produce, las tradiciones de la elaboracién 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 elaboraciéon y produccion; es la fermentacion alcohdlica la que se considera la
mas importante y contundente en la produccion del vino (Cruz de Aquino, Mario A, 2012). Los vinos tintos, son
aguellos obtenidos del mosto de uvas tintas, sometidos a un proceso de elaboracion 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 elaboracién, el método tradicional y el de maceracion carbénica. 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 (Gonzéalez-Neves, 2007).

Las comunidades microbianas presentes durante la fermentacién del mosto de uva contribuyen en gran medida a
las caracteristicas sensoriales y organolépticas de los vinos. Algunos de estos estudios sugieren que las propias
variedades de uva condicionan la poblacion microbiana durante la fermentacion espontanea. (Raymond y Rosa,
2019). Apoyando esta idea, los vifiedos que cultivan diferentes variedades de uva parecen albergar cepas mas
diversas de Saccharomyces cerevisiae y no Saccharomyces, que los vifiedos que cultivan una sola variedad de
uva. Ademas, 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 Ultimas también se hallan en mayor
namero en las bodegas, sobre suelos, paredes, depdsitos, conducciones y maquinaria de procesado, de tal forma
gue se considera a las instalaciones como parte de la ecologia en las fermentaciones espontaneas (Hidalgo
Togores, 2003). Por otro lado, en uvas Vitis novinifera también se han aislado algunas especies encontradas en
Vitis vinifera como lo es Hanseniaspora uvarum (identificada como la especie de levadura no Saccharomyces mas
frecuente en variedad de uvas Isabel o Isabella y Burdeos), ademas 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



apicola (Raymond y Rosa, 2019). No obstante, aunque existen levaduras comerciales, teéricamente apropiadas
para realizar vinificaciones, resulta mucho mas adecuado usar cepas autdctonas (locales) seleccionadas (Lema
etal., 1994).

Algunos productores de vino seleccionan y cultivan sus propias levaduras, mientras que otros, compran cepas
levaduriformes comerciales, especiales para esta produccién. Generalmente estas especies de levadura se
encuentran en el hollejo de la uva (Chavez, 1998). En la actualidad, las industrias optan por levaduras enolégicas
seleccionadas en vez de las “nativas” ya que las enolégicas fermentan a bajas temperaturas, produciendo bastante
alcohol con poca espuma y sustancias aromaticas amenas (terpenos y ésteres). Ademas, éstas toleran mayores
cantidades de diéxido de azufre y de alcohol en el medio y son vectores del factor “killer” que cooperan con la
eliminacién de otras levaduras no deseadas. Los agentes fisicoquimicos del jugo de uva influyen en la produccién
y funcionalidad de las enzimas microbianas. Por lo tanto, el curso y resultado final de cada fermentacién puede
ser diferente segun las caracteristicas fisiolégicas de la levadura y las condiciones ambientales en que se realice
el proceso de fermentacion del vino (Suarez Lepe, 1997). En la vinificacién, la inoculacién se realiza con levaduras
enoldgicas seleccionadas en plena actividad, donde se reproducen con mucha mas velocidad que las nativas. En
la vinificacion, se agrega diéxido de azufre al mosto para inhibir el desarrollo de microorganismos indignos, que
perduran en estado latente La mayoria de los productores de vinos objetan que las levaduras enol6gicas masifican
la calidad del vino; ya que se han creado bancos de levaduras autéctonas donde se busca mantener una calidad
diferente y conservar la biodiversidad (Chéavez, 1998).

La identificacién de levaduras se puede llevar a cabo atendiendo a cuatro criterios: morfolégicos, fisiologicos,
inmunoldgicos y genéticos. Identificar las levaduras presentes durante el proceso de fermentacién permite
establecer los factores principales y contrastarlos con las caracteristicas organolépticas del producto terminado,
generando valor agregado en el proceso productivo (Ochiuzzi, 2014). Esta identificacién 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 suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de
forma automética. Este es un equipo que identifica y establece el patrén de sensibilidad de diversos
microorganismos. La tarjeta YST permite identificar levaduras de importancia industrial y organismos relacionados
a través de 47 pruebas bioquimicas fluorescentes, las cuales incluyen asimilacion de carbohidratos y acidos
organicos y deteccion de oxidasas y arilamidasas. Diversos estudios han demostrado que mediante este sistema
se puede identificar correctamente mas del 93% de las cepas analizadas en aproximadamente 18 horas (Beatriz
Romeu, et al. 2010).

El propésito de esta investigacion fue identificar especies de levaduras nativas presentes en uva negra Isabella y
evaluar su capacidad fermentativa en la elaboracién de un vino tinto ya que, en el Valle del Cauca no se han
realizados hasta el momento estudios relacionados con la identificacion de levaduras nativas en esta variedad de
uva que cumpla con los pardmetros establecidos para este tipo de productos. En este estudio, ademas, se usaron
métodos de identificacion y caracterizacion de levaduras por medio de siembra en cultivos diferenciales,
evaluacion de la viabilidad celular, identificacion microscopica mediante tincion Gram, reactivacion de las cepas
conservadas en caldo YGC con glicerol e identificacion de géneros y especies, por medio del sistema VITEK.

2. MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, la obtencion del mosto de uva Isabella se realizé en los laboratorios de la universidad Santiago
de Cali, para ello se utilizaron 24 Kg de uva Isabella (Vitis labruca) provenientes de la Unién Valle. Se obtuvieron
de forma artesanal 3 litros de mosto, los cuales se distribuyeron en 3 ensayos: el primer ensayo se realizd en un
fermentador de vidrio con capacidad de 6 litros con un airlock el cual disponia de un tapén, en este fermentador
se agregaron 8 Kg de uva Isabella, la cual fue previamente estrujada de forma manual. Posteriormente se incub6
en un estado de anaerobiosis durante 10 dias, periodo en el cual se determinaron paradmetros como pH (pHmetro),
temperatura (termémetro digital), densidad (picnémetro de 25 mL) y porcentaje de alcohol (densimetria). Para la
realizacion del ensayo 2, se usaron los datos del ensayo 1y, el producto resultante se transvasé de la siguiente
forma: pasado el periodo de fermentacion del ensayo se procedio a filtrar el mosto y se agregoé a otro fermentador
con la misma capacidad que el anterior, posterior a esto se afiadieron nuevamente 8 Kg de uva Isabella y se dio
inicio nuevamente al proceso de fermentacion; por ultimo, para el ensayo 3, se procedio 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 envasé en botellas &mbar de 1 litro, estas se almacenaron a una
temperatura de 8 °C 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 ningun tipo de
microorganismo al vino y esto se realizé con el fin de identificar en esta uva la posibilidad de obtener levaduras
nativas, de lograr identificar las levaduras propias, responsables del proceso de fermentacion del alcohol en el
mosto obtenido a partir de la Uva Isabella.
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Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 1. Diagrama del proceso de re-fermentacion del mosto.

A partir del vino obtenido en los ensayos 1, 2 y 3, se procedio a realizar la etapa de aislamiento de las levaduras,
donde se separaron 20 mL de cada muestra en tubos falcon, luego se centrifugd cada muestra durante 7 minutos
a 3000 rpm. Del precipitado resultante, se tomaron 100 uL para ser sembrados en superficie en agar YGC y agar
WL. En paralelo, se tomé el mismo volumen de muestra, es decir, 100 puL 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 dias para el medio YGC y 8 dias para el medio WL.

Posteriormente, se realizé una tincion Gram a partir de las colonias crecidas en las placas anteriores, con el fin de
evaluar las caracteristicas microscdpicas 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 dilucién 107 y se seleccionaron aleatoriamente las diluciones 103, 10-° y 107 para realizar una siembra
en superficie por duplicado en agar WL, este medio se incubd a 27°C por 8 dias. Luego se seleccionaron las
placas con mayor crecimiento y sin contaminacioén visual, estas, se analizaron macroscépicamente, evaluando la
textura, color, forma, elevacion y tamafio de las colonias. Se seleccionaron 4 cepas, las cuales se aislaron en agar
YGC por la técnica de puncidon y se incubaron a 27°C por 3 dias. Pasado el tiempo de incubacion se
crioconservaron por 3 meses en medio YGC usando glicerol como agente crioprotector, con el fin de conservarlas
adecuadamente para su posterior activacion y asi continuar con los analisis planteados en esta investigacion.

Reactivacion de las cepas y determinacion de la viabilidad

Cada cepa se reactivd en agar YGC, por duplicado, mediante la siembra por agotamiento y se llevé a incubar por
5 dias. Una vez pasado el periodo de incubacién se verifico la viabilidad mediante la reactivacion de estas.
Posterior a esto, se aislaron cada una de las cepas obtenidas en agar WL durante 5 dias a 27°C en anaerobiosis.
Se determind la viabilidad mediante recuento en camara de Neubauer, usando como colorante azul de metileno
para su observacion 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 us6 la siguiente formula para obtener el porcentaje de viabilidad:



Células totales—Células no viables

% Viabilidad = ( ) x 100

Células totales

@)

Identificacion 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 solido WL para una mejor
identificacion.

Determinacion de la capacidad fermentativa — Microvinificacion

Con las cepas identificadas (cepa 3 y cepa 4) se realizaron dos procesos de microvinificacion para cada una. En
dos frascos de vidrio se afiadieron uvas, las cuales fueron previamente estrujadas y maceradas, posteriormente,
de las cajas Petri donde se encontraban las cepas aisladas se tomé una asada de cada una y se procedi6 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 fermentacion espontaneo a temperatura
ambiente durante 8 dias. Pasado el tiempo se determiné la capacidad fermentativa calculando el porcentaje de
alcohol a partir de la densidad inicial y final del mosto de cada ensayo, para ello se utilizdé un picnémetro de 5mL
el cual fue pesado previamente para tener el registro del peso seco, seguido se agreg6 el mosto de cada ensayo
y se registré el peso para asi calcular la densidad y previamente el porcentaje de alcohol.

3. RESULTADOS
En la Figura 2 se observa el proceso de elaboracion del vino, el cual comienza con la separacion de los tallos y

las bayas para posteriormente afiadirse 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.

Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 2. Elaboracién 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
fermentacion. En esta etapa se espera un crecimiento exponencial de las levaduras gracias al ambiente anaerobio
generado. En este proceso, se calcularon los parametros de pH, temperatura y densidad, para los cuales, se
elaboro un registro inicial (antes del sellado) y uno final, cuando el proceso de fermentacion finalizo.



Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 3. Sellado y fermentacion.

En la Figura 4 se observa el proceso de trasvasado, el cual consta en la mezcla de los mostos resultantes de los
ensayos 1y 2, dicha mezcla fue trasvasada a otro recipiente para dar inicio al ensayo 3y, a partir de este Ultimo,
se obtuvo la ultima fermentacién; para finalmente realizar la maduracién en tres botellas ambar de 1 litro.
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Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 4. Trasvasado del mosto y embotellado.

En la Tabla 1 se registran los parametros de fermentacién del mosto de uva tomando en cuenta la norma técnica
colombiana (NTC 708 de 2000), y adicionalmente se determiné el porcentaje alcohdlico del producto final (vino).

Tabla 1. Parametros evaluados durante la fermentacién del mosto de uva de los tres ensayos.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Parametros Inicial Final Inicial Final Inicial Final
pH 35 3.1 2.9 35 3.1 3.2
Temperatura (°C) 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 centrifugacion realizado para los tres ensayos.

Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 5. Tubos falcon con el pellet obtenido después de la centrifugacion (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 103, 10° y 107 y, ademas, se realizo la siembra directa
de los lotes de vino.

Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 6. Siembras realizadas en medio sdlido YGC a partir del ensayo 3: a) siembra directa y b) diluciones
103, 10° y 107 (de izquierda a derecha).

En las Figuras 7 y 8 se muestra la siembra por agotamiento en medio sélido WL y siembra por puncion en medio
sélido YGC. De las fotografias es posible observar un crecimiento tipico de levaduras mediante las dos técnicas
anteriormente mencionadas.

Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 7. Resultado de la siembra por agotamiento en agar WL.



Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 8. Resultado de la siembra por puncién en agar YGC.

En la Figura 9 se muestra la reactivacion de las cepas crioconservadas en agar YGC + Glicerol, este proceso se
realiz6 por medio del descongelamiento de las cepas, para su posterior reactivacion en agar YGC, aqui puede
observarse un crecimiento abundante de colonias tipicas de levaduras.

Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 9. Resultado de la reactivacion 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 tincion de Gram y una muestra del conteo en Camara de Neubauer para determinar
la viabilidad de las cepas. Es importante aclarar que las 8 cepas mostradas a continuacion, corresponden a las
aisladas del ensayo 3 (final) del proceso de refermentacion; y, son las mas importantes debido a que para este
ensayo final, ya se habia alcanzado el % de alcohol requerido por la normatividad colombiana para vino de fruta
comercial (12 %).



Tabla 2. Resultados de la observacion macroscopica, microscépica y recuento en camara Neubauer para las
cepas aisladas a partir del ensayo 3.

CONTEO EN CAMARA

CEPA MACROSCOPIA MICROSCOPIA NEUBAUER







En la Tabla 3 se detallan los resultados del recuento realizado en la Camara 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 camara.

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

Cepal Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa 5 Cepa 6 Cepa7 Cepa 8

Cuadrante ' nv V. NV V. NV OV N V NV V N V NV 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 1 12 4 12 2 6 1 8 2 14 4 18 7 9 1

4 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 férmula usada para calcular el porcentaje de viabilidad se muestra a continuacion.
% viabilidad Células tota,les — células no viables % 100

Células totales )

Para la identificacion por medio del sistema automatizado Vitek, se seleccionaron dos cepas de las analizadas en
la Tabla 2. El criterio de seleccion fue elegir las cepas que mostraran el mayor porcentaje (%) de viabilidad, tal
como se indica en la literatura, (Fernandez 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 fermentacién, se parte de un nimero elevado de cepas
diferentes, aplicando lo que se conoce como selecciona masiva por competencia, este método de seleccion 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
seleccion como lo son la temperatura de fermentacion, la viabilidad de las cepas y los analisis organolépticos del
vino obtenido (Maria Jesus 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 analisis 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 produccién de etanol y
también es ampliamente utilizada en la produccién de otros metabolitos a través de la fermentacién 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 produccién de vino. Por lo que el resultado hallado abre puertas en este campo de
investigacion y permitir profundizar mas en el estudio de esta cepa levaduriforme para produccion de vinos.



Guerrero Y; Mateus J. (2022)
Figura 10. Cepas crecidas en medio WL y seleccionadas para el analisis VITEK a) cepa 2 y b) cepa 4.

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

Tabla 4. Resultados del ensayo de microvinificacion para determinar la capacidad fermentativa de las cepas
aisladas del mosto final.

Cepa | Densidad Inicial | Densidad Final | Alcohol
# (9/mL) (9/mL) (%)
3 1.4283 1.4145 1.8
4 1.4372 1.4155 2.8

Guerrero Y; Mateus J. (2022)

4. DISCUSION DE RESULTADOS

Ya que el proposito de esta investigacion fue identificar especies de levaduras nativas presentes en uva negra
Isabella y evaluar su capacidad fermentativa en la elaboracién de un vino tinto; es importante resaltar que en el
presente trabajo se realizé un proceso de re-fermentacion, el cual se llevd a cabo en 3 etapas denominadas
ensayo 1, ensayo 2 y ensayo 3. Para iniciar el proceso de fermentacion 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° alcoholimetros, segin el Decreto 162 de 2021
(Ministerio de Salud y Proteccidn Social). Ya que en el Gltimo 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, citricas, 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 observé
un color intenso a jugo de uva debido a su maceracién en frio. Como se observo en la seccion de resultados
(Figuras 2,3 y 4) la elaboracion del vino se realizé de forma artesanal, iniciando con el estrujado de las bayas
para la extraccion 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 liberacién de compuestos
fendlicos como antocianinas, flavonas y taninos, con la finalidad de obtener un vino tinto (Maria A. Mufioz, 2008).
Este proceso se realiz6 a partir de la fermentacion espontanea siendo esta una forma natural en la cual las
levaduras nativas se adaptan a un entorno biol6gico, y las fermentaciones realizadas con la variedad de uva
Isabella, permitieron obtener en primera instancia un vino con buenas caracteristicas enologicas.

Es importante aclarar que la metodologia llevada a cabo implicé un proceso de re-fermentacion, este proceso se
realizé con la intencién de aumentar la biomasa en el mosto de uva, ya que, se comprob6 que, al traspasar la
biomasa del primer ensayo al segundo, y de este ultimo al tercero, aumentaron las probabilidades de encontrar



diversidad de especies de levaduras, creando asi un método diferente para la elaboracion del vino, logrando un
buen proceso fermentativo, el cual cumplié con el porcentaje minimo de acuerdo al Decreto 162 de 2021.Sin
embargo, no es posible encontrar investigaciones relacionadas, este método se realizé libremente para lograr una
diversidad de microorganismos en el vino.

El alcohol producido durante las dos primeras etapas de fermentacion fue considerable (4.5% y 5.5% para los
ensayos 1 y 2 respectivamente), teniendo en cuenta que no se agregé a la fermentacién un cultivo iniciador.
Ademas de la levadura de fermentacion tradicional Saccharomyces cerevisiae, existe una creciente contribucion
de las especies de levadura no Saccharomyces a las caracteristicas sensoriales del vino y al grado alcohdlico de
este (Gonzélez y Morales, 2017). Como se observé en la Tabla 1, la correlacion entre las temperaturas de los tres
ensayos Yy el porcentaje de alcohol, de acuerdo con la literatura, un rango de temperaturas entre 15 y 35°C
disminuye la duracion de la fase de latencia y aumenta la velocidad de fermentacion; y, al incrementar la
temperatura, aumenta la velocidad de consumo de azlcar y nitrdgeno. Ademas, al modificarse el metabolismo de
las levaduras, también se varia la composicion del vino final. Asi, las temperaturas mas elevadas favorecen una
mayor produccién de la mayoria de los productos de la fermentacién gliceropirivica a costa de una menor
produccion de etanol. Aun asi, los compuestos cuya formacion estd més influenciada por la temperatura son los
alcoholes superiores, los acidos grasos de cadena corta y sus ésteres, ya que tienen su méximo de produccion a
los 20°C, para progresivamente ir disminuyendo a medida que aumenta la temperatura del proceso (Cirene F.
Gonzélez-Silva, 2015).

Con respecto al crecimiento de las levaduras, aunque se conocen algo mas de 100 géneros distintos, las levaduras
enoldgicas que estan 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, estan representadas por algo mas 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 observé 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 usé un medio de cultivo diferencial como el WL el cual permite encontrar diferencias entre
las especies por la morfologia de las colonias de acuerdo con el color, textura, forma, tamafio, 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 investigacion se demostré que el WL es un
medio viable para el crecimiento de este tipo de levaduras ya que, se observo crecimiento de diferentes colonias
que tomaron la coloracién del medio y esto, permitié diferenciarlas entre si. Se realizaron las siembras en este
medio y se seleccionaron las cepas que presentaron caracteristicas morfolégicas correspondientes a levaduras a
partir del ensayo 3, de acuerdo con lo mencionado al inicio de la discusién, por presentar dicho ensayo el % de
alcohol minimo de acuerdo con la normatividad colombiana (NTC 708 del 2000). Para la supervivencia de estas
colonias se us6 el método de preservacion denominado crioconservacion, que consiste en congelar las células de
las cepas aisladas del mosto de uva Isabella a una temperatura de -20°C en medio YGC con glicerol, con la
finalidad de reducir el metabolismo celular. Luego de dos meses en crioconservacion, 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
observo el crecimiento de las cepas del 1 a la 8 en el medio WL, con diferentes morfologias, donde fue posible
apreciar que algunas de ellas presentaron formas circulares e irregulares, con bordes enteros, ondulados y
lobulados, presentan una elevacion convexa, acuminada, planay elevada y se observan superficies lisas, rugosas,
brillantes, secas y cremosas, también tienen un crecimiento invasivo y superficial; ademas, estas levaduras
adsorbieron el color del medio WL y presentaron diversas coloraciones como crema, verde palido 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 camara 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 azlicar. Actualmente esta levadura se emplea en varios
procesos tecnoldgicos como la elaboracion de cerveza, horneado y vinificacion. En esta dltima, la fermentacion
alcohdlica implica la sucesién y coexistencia de una gran diversidad de géneros y especies de levaduras. Al



comienzo de la fermentacion, las poblaciones de levadura no Saccharomyces son altas, y géneros como
Hanseniaspora, Issatchenkia, Starmerella (sym. Candida), Torulaspora, Metschnikowia se encuentran
comunmente. Durante la fermentacion, 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 aromaticos adicionales que mejoran el sabor y el aroma, ademas de contribuir al incremento del grado
alcohdlico del vino (Fleet, 2003; Jolly et al., 2014; Lleixa et al., 2016). Como se menciond anteriormente, las
fermentaciones fueron espontaneas, por lo tanto, no hubo inoculacién con un cultivo iniciador, sino que la
fermentacion del mosto fue llevada a cabo por levaduras nativas presentes en la uva Isabella, las cuales fueron
las encargadas de realizar la fermentacién alcohdlica de manera espontanea. Por Ultimo, en esta investigacién, al
vino obtenido se le realizé la identificacion de dos cepas de levaduras nativas halladas: Sacchromyces cerevisiae
y Candida Spherica (Kluyveromyces lactis) por medio del equipo de VITEK el cual proporcioné de manera
estimada el género y especie. Solo se realiz6 la identificacion de estas cepas debido a que, estas presentaron un
porcentaje de viabilidad mejor a comparacién de las otras cepas como se muestra en la Tabla 3 ya que como se
menciono antes, un pardmetro importante a la hora de elegir levaduras fermentativas es su viabilidad, entre mayor
sea mejor serd el proceso en cuanto a su calidad y rendimiento (José Luis Hoyos, et al 2010).

El trabajo de identificacién suele ser largo y tedioso y requiere cierta experiencia para identificar las diferentes
levaduras de un mosto. Aunque si se desea identificar un Unico 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 taxonomia de levaduras en los Ultimos afos, lo cual ha llevado a una confusién en la
clasificacién y nomenclatura de las levaduras con interés en la enologia (Jose Antonio, 1997). Todos los cambios
organolépticos que sufre el mosto hasta convertirse en vino suceden durante esta etapa de fermentacién
alcohdlica, resultado en gran medida, de los metabolitos que surgen del crecimiento microbiano durante la
fermentacion. Posteriormente, el vino puede seguir sufriendo modificaciones. De entre las levaduras mas
conocidas de este proceso, el género Saccharomyces ha tenido la mayor parte de la atencién del mundo cientifico
por su utilidad como cepa fermentadora, y asi especies tales como S. cerevisiae (SC), S. bayanus, S. pastorianus
y S. paradoxus entre otros, son bien conocidas en el campo. Pero Saccharomyces es s6lo una pequefa fraccion
de la comunidad microbiana que habita el mosto. De hecho, este género rara vez se aisla de la superficie de la
uva o del suelo de los vifiedos. Géneros tales como Candida, Brettanomyces, Zygosaccharomyces, etc. aparecen
también en el jugo de la uva y tienen una importancia notoria en las caracteristicas organolépticas del vino, aunque
los datos genoémicos 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 observé que la cepa 3
tuvo un porcentaje de alcohol de 1.8% y la cepa 4 un porcentaje de 2.8%, estas levaduras estan caracterizadas
por un bajo poder fermentativo y una sensibilidad importante frente al etanol. Las no-Saccharomyces son las
encargadas de iniciar la fermentacion y sus poblaciones van variando conforme lo hace el grado alcohdlico. De la
mano con el aumento de grado alcohdlico va la reduccién de nutrientes y juntas generan una presién selectiva
que determinara la especie que predomine en cada etapa. S. cerevisiae es la mas cualificada para la alta
graduacion alcohélica y por eso es ella la que lleva a cabo la mayor parte de la fermentacién (Javier Gutiérrez,
2018). Hasta muy reciente, entre los endlogos europeos predomina la idea que la fermentacion espontanea
inducida por flora autéctona conduce a la obtencion de vinos de mejor aroma y sabor, apoyando la idea de que
una flora autéctona consolidada a través de una ancestral tradicion vitivinicola produce mejores mostos. La
tendencia es distinta hoy en dia, ya que se ha comprobado que el uso de levaduras seleccionadas tiene importante
ventaja frente a la fermentacion espontanea tradicional (José Antonio, 1997).

5. CONCLUSIONES

Se logré 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
caracteristicas diferentes en la produccién de vino con propiedades organolépticas y sensoriales éptimas.



En el proceso de re-fermentacion del vino elaborado, no se adiciono ningln tipo de microorganismo y esto permitié
identificar en la uva estudiada, a las levaduras nativas responsables del proceso de fermentacién espontanea del
alcohol en el mosto proveniente de la uva Isabella.

Se fabricé un vino artesanal a partir de uvas de la variedad Isabella, obtenidas del municipio de la Union Valle,
dicho producto mostro caracteristicas 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 investigacion es sumamente importante, ya que en la regién del Norte del Valle hay muchos cultivos de uvas;
se espera que, en un futuro, la regién tenga un reconocimiento en la produccion de vino y, ademas lograr impactar
econémicamente a la regién en el campo vitivinicola con el aporte de un producto de excelente calidad ademas
de impulsar la investigacion en el campo de la enologia.
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Anexos

Anexo 1. Cata del vino por el maestro cervecero Carlos Orejuela (USC).
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Anexo 2. Resultados del analisis - equipo VITEK 2

icnte de bioMéricux:

/S] waed X Informe de examen Editado por: Elizala
Revision n® 2 de 2

A_islamicnto: CEPA3I-1 (Revisado)

Tipo de tarjeta: YST Cadigo de barras: 2431715403336871 Prucba de instrumento: 00001 AOFCC72 (22456)

Téenico de preparacion: Angelica Elizalde(Elizala)

Biontmero: 4002545201304100

Cantidad de organismo: Organismo seleccionado: Saccharomyces cerevisiae

C tarios:

Patron McFarland: 2.15 (1.80 - 2.20)

;e Tarjeta:  YST N° de lote: 2431715403  |Fecha caduc.: 07-ago-2022 12:00 COT
Informacién de E " T 7 13 2022 11-13 COT
identificacién Estado:  Final Tiempo de 17,80 horas Finalizado: -may- 2

andlisis:

Origen del organismo VITEK 2

97% Probabilidad Saccharomyces cerevisiae

Organismo seleccionado | = | R i .
Bionimero: 40025452¢1304100 Nivel de confianza: Identificacion excelente

Organismo SRF

Organismos de andlisis y pruebas a separar:

Mensajes andlisis:

Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Saccharomyces cerevisiae dTREa(20),dMLZa(13),

Detalles bioquimicos

3 LysA - 4 IMLTa |- 5 LeuA + |7 ARG - 10 |ERYa - 12 [GLYLa |-

13 [TyrA - 14 [BNAG |- 15 |ARBa |- 18 |AMYa |- 19 |dGALa |+ |20 |GENa |-

21 |dGLUa [+ |23 |LACa - |24 |MAdGa |+ [26 |dCELa |- (27 |GGT - 28 |dMALa |+

29 |dRAFa |+ |30 |NAGAI |- [32 |dMNEa |+ |33 |dMELa |- |34 |dMLZa |+ |38 |ISBEa |-

39 |IRHAa |- |40 |XLTa - |42 |dSORa |- |44 |SACa + [45 |URE - |46 |AGLU |-

47 |dTURa |+ 48 |dTREa [+ [49 [NO3a - 51 [IARAa |- 52 |[dGATa |- 53 |ESC -

54 [IGLTa |- 55 |[dXYLa |- [56 |LATa + |58 |ACEa + |59 |[CITa - 60 |GRTas |-

61 |IPROa |- 62 |2KGa - |63 |NAGa |- |64 [dGNTa |-

Version instalada de VITEK 2 Systems: 9.02

Guia de interpretacion de CMI: Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juego de parimetros de AES: Ultima modificacién de parametros de AES: i

Pagina 1 de 2



Cliente de bioMéricux:
Equipo N°

Aislamicnto: CEPA4I-1 (Revisado)

Tipo de tarjeta: YST Codigo de barras: 2431715403

Informe de examen

Técnico de preparacion: Angelica Elizalde(Elizala)

Editado por: Elizala
Revision n® 2 de 2

336870 Prucba de instrumento: 00001 AOFCC72 (22456)

Bionimero: 4003105021204110

Cantidad de organismo:

Organismo seleccionado: Candida spherica

Comentarios:

Patrén McFarland: 2.12 (1.80 - 2.20)

Organismo seleccionado

Bionimero: 4003105021204110

Inf in d Tarjeta:  YST N° de lote: 2431715403  |Fecha caduc.: 07-ago-2022 12:00 COT
nformacién de — :
identificacion Estado:  Final Tie’n?p‘o de 17,78 horas  |Finalizado:  13-may-2022 11:12 COT
andlisis:
Origen del organismo  |VITEK 2
93% Probabilidad Candida spherica

Nivel de confianza: Identificacion muy buena

Organismo SRF

Organismos de andlisis y pruebas a separar:

Mensajes analisis:

Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)

Candida spherica LACa(94),dSORa(83),

Detalles bioquimicos

3 LysA - 4 IMLTa |- 5 LeuA + |7 ARG - 10 |ERYa - 12 |GLYLa |-
13 |TyrA - 14 |BNAG |- 15 |ARBa - 18 |AMYa |(+) |19 |dGALa [+ 20 |GENa -
21 |dGLUa |+ 23 |LACa - 24 |MAdGa |- 26 |[dCELa |- 27 |GGT - 28 |dMALa |-
29 |dRAFa |+ 30 |NAGAI |- 32 |dMNEa |+ |33 |dMELa |- 34 |dMLZa |- 38 |ISBEa -
39 |[IRHAa |- 40 |XLTa 42 |dSORa |- 44 |SACa + |45 |URE - 46 |AGLU -
47 |dTURa |- |48 |dTREa 49 |NO3a - |51 |IARAa |- |52 |dGATa |- |53 |ESC -
54 |IGLTa - 55 |[dXYLa |- 56 |LATa + |58 |ACEa + [59 |CITa - 60 |GRTas |-
61 |IPROa + 62 |2KGa - 63 |NAGa - 64 |dGNTa |-

Version instalada de VITEK 2 Systems: 9.02
Guia de interpretacion de CML:
Nombre de juego de pardmetros de AES:

) Guia de interpretacion terapéutica:
Ultima modificacion de parimetros de AES:

Pégina | de 2



Anexo 3. Parametros de la NORMA TECNICA NTC COLOMBIANA 708 del 2000.

3.2 REQUISITOS ESPECIFICOS
Los vinos de frutas deberan cumplir con los requisitos especificos establecidos en la Tabla 1.
Tabla 1. Requisitos especificos de los vinos de frutas
Valores
Requisitos Minimo Maximo
Contenido del alcohol en grados alcoholimétricos a 20 *C i
Acidez total expresada como acido tartarico en g!'dma (libre de S0,
C0; y acido sarbico). i5 10
Acidez volatil expresada como acido acético en gfdrn" (libre de S0, ,
CO: y Acido sorbico). - 1,2
Metanol en mg/dm” de alcohol anhidra - 1000
Aziicares totales previa inversion expresados como glucosa, en g/dm
- Seco 0 15
- Semiseco 15,1 50
- Dulce 50,1
Extracto seco reducido en g/dm” . 10,0
Sulfatos expresados como sulfato de sodio, en g/dm” 20
Cloruros expresados como cloruro de sodio, en gldm” 1.0
Anhidrido sulforoso total en mg/dm * 350
Acido sérbico o sus sales de sodio o potasio en r'rngﬁtlrrnl1 , expresado 150
como dcido sorbico.
Hierro expresado como Fe en mg/dm” . 8,0
Cobre expresado como Cu en mgldm . 1.0
pH 28 4,0
Colorantes artificiales negativo
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