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RESUMEN

El vino es un producto complejo resultado de una interaccion biologica y bioquimica entre el
jugo de uva y diferentes microorganismos como levaduras y bacterias. A lo largo del proceso
fermentativo participan diferentes especies de levaduras, en las fases iniciales predominan las
cepas no-Saccharomyces, mientras que en otras fases fermentativas predominan las cepas
Saccharomyces debido a la produccion de etanol y una disminucion de pH que restringen a las
especies no-Saccharomyces, sin embargo se ha observado que muchos géneros de no-
Saccharomyces estan involucrados hasta el final de la fermentacion. La identificacion de las
cepas nativas fermentativas es muy importante para los productores ya que les permite
seleccionar aquellas con las mejores caracteristicas fenotipicas para obtener vinos con
cualidades sensoriales asociadas a una region geografica ademas de que las cepas nativas
seleccionadas minimizan fluctuaciones en la calidad del vino. En este trabajo se plante6 como
objetivo general caracterizar fenotipicamente cepas de levaduras obtenidas en el proceso de
fermentacion de 11 variedades de uva cultivadas en Cananea, Sonora. Se realizé la
observacion de la morfologia colonial y microscépica, la produccion de H.S, el crecimiento en
medio lisina, asi como la determinacion de su perfil de carbohidratos con las cuales se llevo a
cabo un andlisis de similitud entre cepas. Se aislaron 660 cepas de las cuales 645
correspondian a levaduras y 15 a bacterias, segun la morfologia colonial y microscépica. 117
cepas no crecieron en agar lisina y 528 si crecieron, por lo que se sospecha de 117 cepas de
Saccharomyces. 215 cepas dieron negativo a la de produccion de H.S mientras que 430 fueron
positivas. Los carbohidratos mas utilizados por las levaduras al inicio y durante el curso de la
fermentacion fueron glucosa, sacarosa y fructosa. Con los andlisis de similitud se observaron
112 perfiles de cepas, donde también se pudo observar que hay grupos de cepas con perfiles
idénticos que agrupan cepas que provienen de la misma variedad o no, o de cepas encontradas
en los diferentes tiempos de fermentacion aislados. Sin embargo, no se encontraron similitudes
con las cepas control de la Coleccién Espafiola de Cepas Tipo en el andlisis de similitud con las
cepas asiladas en este estudio. Se realiz6 un segundo andlisis de las cepas aisladas entre las
cepas aisladas y las encontradas en la bibliografia el cual muestra altos porcentajes de similitud
entre Hansenula polymorpha (100 %), Kluyveromyces marxianus (90 %) y Pichia guillermondii y

Saccharomyces cerevisiae (80 %).
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INTRODUCCION

El vino ha sido acompafante del ser humano desde las antiguas civilizaciones. Los primeros
cultivos de la vid de los que se tienen conocimiento datan desde 12,000 a. C. en Asia menor y
3000 a. C en Egipto donde las uvas pasas encontradas en el yacimiento de EI Omari, situado al
sudoeste de la actual ciudad de El Cairo, dan fe de que la Vid fue una de las primeras plantas
cultivada en Egipto; y los hallazgos en las tumbas de los primeros faraones de figuras de
cerdmica, destinadas a contener vino para su utilizaciébn en la otra vida, manifiestan su
consumo. (Ortiz, 2013; Terrufios, 2006).

Hoy en dia, la industria vinicola de México se integra por los productores de uva de
mesa, uva pasa, jugo de uva concentrado, de vino y de los licores de uva (brandy) (Font y cols.,
2009). De acuerdo con los datos de SAGARPA, se tiene un registro de catorce estados que se
dedican a la produccién de uva para vino en la Republica Mexicana, entre ellos destaca Baja
California como la principal region vinicola de México, Coahuila, Querétaro, Zacatecas y
Aguascalientes (SAGARPA, 2005).

La vinicultura es una de las actividades mas rentables en México, la cual se encuentra
concentrada en el Noroeste de México principalmente en Sonora. En este estado se tiene la
mayor produccién de vid, aunque la mayoria de la uva producida es uva de mesa. La actividad
vinicola en México genera 2.5 millones de jornales y 200 millones de délares en divisas
(INIFAP, 2010).

En Sonora, hace algunos afios, hubo intentos fallidos para la producciéon de uva
destinada a la produccion de vinos de mesa. Los resultados indicaron que la calidad de las uvas
producidas en el desierto fueron bajas para los estandares necesarios para la produccion de
vino principalmente por la inadecuada seleccion del sitio, en zonas de elevadas temperaturas y
el control de esta en la fermentacion, motivos que derivaron en un producto de baja calidad que
no fue aceptado en el mercado (IICA-COFUPRO, 2010).

Sin embargo, durante la década de 1980, se volvio a explorar la posibilidad de producir
vinos en el Estado. Se observo que en la localidad de Elgin, Arizona, en los Estados Unidos de
Ameérica, ubicado aproximadamente a 100 Km al norte de Cananea, se encuentran cultivos de
uva para vino de los cultivares de Cabernet Sauvignion asi como otras variedades. Por lo
anterior, se propusé que en el municipio de Cananea seria un lugar apropiado para el
establecimiento de plantaciones de uva para vino. Se analizaron y compararon datos climéticos

con respecto a esta localidad de Arizona y Cananea y se encontraron caracteristicas muy
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similares entre las localidades y se llegd a la conclusién que la vid puede ser cultivada en la
zona (INIFAP, 2010).

De acuerdo con estudios realizados en el proyecto de la Fundacién Sonora para
vinicultura en Cananea, desde el afio 2008 con ayuda de técnicos chilenos y franceses se
busca la creacion de un nuevo polo vitivinicola en el estado de Sonora, donde actualmente se
encuentran cultivos de prueba de diferentes tipos de vid como Malbec, Toriga y Roussane por
mencionar algunos. Ademas se lograra en mediano plazo el desarrollo de un cluster dedicado a
la produccion de vinos de diferentes grados de calidad. Ademas esto se ligara con un
empaguetamiento turistico y econdmico que complemente la actividad y genere un derrame en
la region.

El vino es un producto complejo resultado de una interaccion bioldgica y bioquimica
entre el jugo de uva y diferentes microorganismos como levaduras, bacterias acido lacticas y
bacterias acido acéticas. El proceso de vinificacion comienza en los vifiedos, continua hacia la
fermentacion posteriormente a la maduracién y concluye en el empaguetamiento de botellas.
De todos los microorganismos involucrados, las levaduras juegan el papel mas importante, ya
gue conducen la fermentacion alcohdlica, la cual consiste en la conversién de los azucares
presentes en la uva a etanol y CO: (Jolly y col., 2006).

Durante las primeras fases de las fermentaciones espontdneas pueden desarrollar
diferentes géneros de levaduras como las especies conocidas como no-Saccharomyces:
Kloeckera, Hanseniaspora, Debaryomyces, Hansenula, Candida y Pichia, procedentes de la uva
o de los tanques de fermentacién. En estos procesos naturales las especies de Saccharomyces
acaban sustituyendo al resto de los microorganismos en el caldo de cultivo y son las que
completan la fermentacion (Zuzuarregui, 2006).

La identificacién de las levaduras presentes en los cultivos de prueba tiene mucha
importancia. De acuerdo a diferentes reportes, es conocido que durante el proceso de
fermentacion de tequila, aguardiente y vino, se produce una sucesion de especies de levaduras,
donde S. cerevisiae predomina al final. Esta sucesiéon natural es posiblemente debido y
afectada por la produccion de etanol por las cepas de S. cerevisiae y una disminucion de pH de
los mostos de fermentacion, lo que restringe a las especies no-Saccharomyces que son mas
sensibles a etanol y pH &cido. Este conocimiento es muy importante para los productores para
seleccionar la levadura con las mejores caracteristicas para el proceso de fermentacion en este
producto (Alvarez-Ainza, y col., (2009), Lachance (1995), Moraias y col, (1997), y Querol y col,
(2003).
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El uso de levaduras comerciales en la fermentacion se ha ido convirtiendo en una
practica comun, sin embargo existe la controversia sobre su uso ya que pueden reducir la
produccion de algunos componentes de utilidad enoldgica tales como alcoholes superiores y
otros subproductos metabdlicos de las levaduras silvestres que originan la fermentacion
espontdnea. Ademas, se le ha atribuido un efecto negativo sobre la biodiversidad de las
levaduras naturales presentes en las bodegas, dado que utilizadas en gran cantidad, las
levaduras comerciales podrian competir y eliminar las cepas autdctonas existentes en las
bodegas (Santamaria y col., 2007; Combina y col., 2005).

Es por eso que hoy en dia existe la tendencia de utilizar levaduras nativas ya que
asegura el mantenimiento de las propiedades sensoriales tipicas de los vinos producidos en
una region dada como la adaptacion a la materia prima (Zamora, 2006), como la humedad, la
temperatura y las caracteristicas del mosto a fermentar asi como el contenido en azlcares
reductores, acidez y pH. Por estas razones, podrian dominar mejor la fermentacion y se
convertirian en el agente biolégico mas importante responsable de la vinificacion (Mas y col.,
2002).

Para obtener vinos con determinadas cualidades, se requiere la seleccién de cepas
adecuadas, de modo que la calidad de los vinos es influenciada directamente por la evolucion
de la flora microbiana durante la fermentacién (Barrajon y col., 2007) y en particular sobre sus
caracteristicas aroméaticas (Ribéreau-Gayon y col., 2000). Es por eso que las levaduras nativas
seleccionadas deben tener ciertas caracteristicas para que sean las convenientes para la
elaboracion de vino otorgando tipicidad (Abad, 2006; Mas y col., 2002) permitiendo lograr un
producto de calidad homogénea y predecible (Barrajon y col, 2007).

Para llevar a cabo el proceso de seleccién es esencial establecer cudles son sus
propiedades enoldgicas asi como identificar los microorganismos presentes por género y
especie mediante caracterizacibon microscopica y macroscoépica, diferenciar cepas
Saccharomyces spp. y no-Saccharomyces spp., evaluar criterios favorables como tolerancia al
etanol y desfavorables como produccion de H2S y produccion de acidos volatiles (Degré, 1993),
determinar la variabilidad de las cepas de mayor predominancia y realizar pruebas de
fermentacion de las cepas enologicamente adecuadas (Mas y col, 2002).

Por lo tanto, la identificacion y seleccion de la cepa adecuada para cada tipo de
fermentacion es una estrategia importante para garantizar una mejora de las caracteristicas del
producto final (Mas y col., 2002). Por lo que el objetivo de este trabajo fue realizar la
caracterizacion fenotipica de cepas de levaduras nativas, obtenidas en el proceso de

fermentacion de 11 variedades de uva en Cananea, Sonora.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar fenotipicamente cepas de levaduras obtenidas en el proceso de fermentacion de

11 variedades de uva cultivadas de Cananea, Sonora.

1)

2)
3)
4)

Objetivos Particulares

Caracterizar la morfologia macro y microscopica de levaduras obtenidas en el proceso
de fermentacion de 11 variedades de uva cultivadas en Cananea, Sonora.

Diferenciar las levaduras obtenidas en grupos Saccharomyces y no-Saccharomyces.
Evaluar la produccién de H;S de las levaduras aisladas.

Determinar el perfil de fermentacién de carbohidratos de las levaduras de la fase Inicial y

fase logaritmica de las cepas que no producen H,S.
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ANTECEDENTES

Historia de la Vinificacion en México

México es considerado el productor més antiguo de vino de América. En la época precolombina
los indigenas utilizaban las vides silvestres para hacer una bebida parecida al vino con frutas y
miel conocida como vino de Acahul, ya que las vides de la regiobn eran muy acidas y no se
podia producir vino con ellas (Ortiz, 2013).

Los primeros indicios de la vinicultura mexicana se originaron como tal en el siglo XVI
con la llegada de los espafioles al nuevo mundo. Después de la conquista de México, Hernan
Cortés mando traer de Espafa vides europeas, de las cuales se plantaron mil pies de vid por
cada 100 indigenas. Iniciaron cosechando alrededor de la ciudad de México, capital del
virreinato, en Querétaro, Guanajuato y San Luis Potosi. Posteriormente, se utilizaron las tierras
fértiles del Valle de Parras en Coahuila, Baja California y Sonora para su cultivo. En 1593 la
Hacienda Santa Maria de las parras fue la primera bodega comercial en México (Van de Vyver,
2007).

Con la adaptacién de las vides, se derivo en el desarrollo de la vitivinicultura en la nueva
colonia y como consecuencia se dejaron de traer vinos de Espafia, lo cual provocé que los
productores espafioles tuvieran menos ingresos y un descontento por sus escasas ventas, esto
hizo que el Rey Felipe Il prohibiera plantar méas vides y la destruccion de las mismas, aunque la
iglesia catdlica logro mantener la vid dentro de sus misiones ya que era utilizada para las
ofrendas religiosas. Con la creacion de nuevos conventos y misiones se aumentaban mas
vifiedos, y con ello, el vino iba de la mano con el crecimiento de la religion (Van de Vyver,
2007).

A partir de este hecho, la producciéon del vino en el pais se volvi6 mas dificil,
posteriormente la industria vitivinicola se detuvo por la época del Porfiriato, la guerra de la
independencia y la revolucion siendo estas épocas negras en la vitivinicultura nacional. En el
afio de 1920 los vinos mexicanos se comenzaron a producir seriamente, aunque debido a la
falta de infraestructura, la nula seleccion de variedades y desconocimiento de la vinicultura, los
productos no eran de buena calidad (Font y col, 2009).

En 1948 se forma la asociacion Nacional de vitivinicultores por las empresas productoras
de vino mas importantes (Contreras y Ortega, 2005) cuya finalidad es la de fomentar el

desarrollo del cultivo de la vid, la industrializacion de la uva y comercializar los productos
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obtenidos; asi como proteger y mejorar la calidad de los productos vitivinicolas, es a partir de
esa década que la producciéon de vino mexicano comienza a crecer. Entre 1970 y 1980, la
produccion de vinos se triplico y la calidad de los mismos mejor6, ademéas se crearon casas
productoras de vino como la Fundacién de la Casa de Piedra de Hugo D'Acosta en 1977,
Francisco Javier Gonzalez inicia las Bodegas del Altiplano en Zacatecas en el afio de 1981 y
una de las mas importantes la Fundacion de Monte Xanic por Ricardo Hojel y Hans Backhoff y
Jaime Navarro en Ensenada, Baja California entre otras (Van de Vyver, 2007).

De esta manera en los afios noventa, las bodegas con verdadera vocacion vinicola
iniciaron la produccion de vinos de la méas alta calidad, invirtiendo en equipo y aplicando
tecnologias europeas de punta, para competir con los buenos vinos importados de todas las
regiones vinicolas del mundo. Hoy en dia el vino mexicano se exporta a 21 paises, entre los
cuales destacan Estados Unidos, Alemania, Inglaterra, Japén, Francia y Espafia. (Font y col.,
2009).

Importancia de la Industria Vinicola de México

Produccion de Vinos, Consumo e Ingresos al Pais

La industria vinicola de México se integra por los productores de uva de mesa, uva pasa,
jugo de uva concentrado, de vino y de los licores de uva (brandy). En el pais existen cerca de
3,350 hectareas destinadas al cultivo de uva para la produccién de vino Segun la Asociacién
Nacional de Vitivinicultores (2008) destaca Baja California con 2,500 hectareas, Zacatecas con
150, Coahuila con 200, Querétaro 400 y Aguascalientes con 100. (Font y col, 2009).

El mercado de vino mexicano crecié un 10.2 % en 2011 para alcanzar un valor de
$723.4 millones de pesos, obteniendo una tasa de crecimiento anual de 10.8% en el periodo
2007-2011. Por otro lado el volumen de litros crecié un 9.1 % en 2011 para llegar a 57.7
millones de litros, obteniendo una tasa de crecimiento anual de 9.7 % en el periodo 2007-2011.
Hablando sobre la categoria de segmentacion, el vino es el mayor segmento del mercado
representando el 89.6% (2011) del valor total del mercado siguiéndole el champagne con el 5.7
%, vino fortificado con el 2.5 % y el vino espumoso con el 2.2 % (E. Internacional, 2013).

El consumo per céapita de vino en México también se ha incrementado, ya que en el
2003 se consumian aproximadamente 200 mL/persona/afio, cifra que aumentd a 340 y para
2007 alcanzo los 500. Con el tiempo, el bajo consumo inicial de vino en el pais ha cambiado, ya

que el vino mexicano empieza a ser considerado importante internacionalmente, gracias al
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sector restaurantero, en busca de romper las fronteras nacionales e incrementar la demanda, lo
cual ayudaria a lograr mejores condiciones laborales y por ende aumentar el empleo en el

sector.

Variedad de Uvas Utilizadas en México

Actualmente, en el territorio mexicano, la plantacion de vifiedo cubre alrededor de 70 mil
hectareas de cultivo, de las cuales la mayor parte de las variedades son de uvas blancas y
tintas. De las variedades tintas para vino tinto se encuentran: Barbera, Cabernet sauvignon,
Merlot, Pinot Noir, Zinfandel, Carignane, Ruby cabernet, Garnacha, Misién, Nebbiolo, Cabernet
franc, Petit syrah, Ruby red, Malbec, Tempranillo, uva Lenoir, rosa del Pert, Gamay y Pinot gris.
Entre las variedades blancas para vino blanco se encuentran: Chardonnay, Sauvignon blanc,
French colombard, Chenin blanc, semilléon, Ugni blanc, Traminer y Malaga (Cata del Vino,
2014).

Principales Estados Productores de Vino en México

De acuerdo con datos de la SAGARPA (2005), se tiene un registro de catorce estados
que se dedican a la produccién de uva en la Republica Mexicana, sin embargo, los principales
estados productores de vino se encuentran en el centro. Comenzando con Aguascalientes con
sus regiones de Calvillo, Paredén y Los Romo, donde la tradicién viticola se inici6 a finales del
siglo XVI, siendo tan antigua como la misma ciudad. Querétaro cuenta con un clima templado
sub humedo y de lluvias abundantes, en esta region, en la que se ubica la empresa Freixenet, a
la altura de 1,900 m del suelo, la drenacion es un factor importante para el desarrollo de uvas
blancas como Chenin, Sauvignon blanc y Macabeu y tintos como Pinot noir, Gamay, Malbec y
Cabernet sauvignon. También cuenta con las zonas de San Juan del Rio, Ezequiel Montes y
Tequisquiapan, caracterizada por un excelente clima éptimo para la produccion de la vid.
Zacatecas posee zonas de Ojo Caliente y Valle de la Macarena, destacada por estar situada en
la parte mas alta y fresca de México, y su bodega de mayor renombre es Casa Cachola, la cual
produce vinos de excelente calidad, las cuales las principales uvas para vino blanco son
Chenin blanc y Colombard, mientras que para los tintos son Ruby cabernet y Petit syrah. Un
elemento muy importante en la maduracion del vino de esta region es la acumulacion de grava,

arcilla 'y arena en el terreno (Cata del vino, 2014).
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Hacia el norte, se encuentra el estado de Coahuila, nombrada la cuna del vino
americano, con un clima muy caluroso y una precipitacion media, mas abundante en los meses
de abril a octubre. Los valles de Parras, Arteaga y Saltillo son las principales zonas de cultivo,
sus empresas productoras de vino mas importantes son Casa Madero y Bodega Ferrifio. La
Casa Madero es uno de los productores mas importantes de la zona, siendo el Merlot,
Sauvignon, y Syrah las cepas tintas mas utilizadas, gracias a que el clima propicia una
maduracion lenta. También, con la superficie mas grande de vifiedos en el pais, principalmente
para la produccién de aguardientes y principal productor de uva de mesa (alrededor del 95 %),
se encuentra el estado de Sonora, en regiones de la costa de Hermosillo, Pesqueira y Caborca
(IICA-COFUFRO, 2010).

El estado de Baja California, considerado la principal region vinicola de México situada
en una estrecha peninsula entre el Mar de Cortés y el Océano Pacifico a 100 kildmetros hacia
el sur y al lado occidental de Estados Unidos. Esta regién acumula el 90 % de la produccién
nacional de vino, cuenta con 10 mil hectareas de cultivo, de las cuales 60 % se encuentran en
tierras del Valle de Santo Tomas y San Vicente, el otro 35 % en el Valle de Guadalupe y San
Antonio de las Minas, y el resto en las zona del Valle de Ojos Negros y Tecate. En este estado
encontramos uvas para vino blanco Chenin Blanc, Sauvignon Blanc y Chardonnay y para los
tintos Nebbiolo, Zinfandel, Merlot, Cabernet Franc y Cabernet Sauvignon.

En la zona de Ensenada y Tecate, al norte de Baja California, podras disfrutar de La
Ruta del Vino, un viaje por el Valle de cultivo Guadalupe, en donde es posible visitar las casas
vinicolas de mayor antigliedad o renombre, como L.A. Cetto, Casa Pedro Domeq, Monte Xanic
y Casa de Pierda, asi como otras empresas reconocidas como Allied Domecq México, Cavas
Valmar, Chateau Camou, Mogor Badan, Vifia Adobe Guadalupe, Vinisterra, Bodega San Rafael
y Bodegas Bardn Balché, entre otras (Cata del vino, 2014).

Caracteristicas Agrondmicas y Climaticas para la Vinificacién en Cananea, Sonora

La viticultura es una de las actividades mas rentables en México, donde esta actividad se
encuentra concentrada en el noroeste de México especialmente en el estado de Sonora. En
este estado se tiene la mayor produccion de vid, especialmente de uva de mesa. Esta actividad
genera 2.5 millones de jornales y 200 millones de dolares en divisas (Martinez y col., 2010).

El estado de Sonora ha tenido intentos fallidos para la produccién de uva para elaborar
vinos de mesa. Los intentos se dieron pero la calidad de los vinos obtenidos se catalogé como

baja, lo que redundé en la desaparicion de esta industria en el estado. Los resultados indicaron
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que la calidad de las uvas producidas en el desierto fueron bajas para los estandares
necesarios para la produccion de vino, asi mismo, los procesos enoldgicos no ocurrieron de
acuerdo a las expectativas. En los afios 80 se explor6 la posibilidad de producir vinos en el
desierto de Arizona y actualmente es una industria que se basa en la superficie de alrededor de
3,500 has (Martinez y col., 2010).

Los vifiedos de Arizona no estan localizados en pleno desierto pero si en la regiones
mas altas, en los valles de la sierra, vista en el suroeste y Este del estado, asi como al norte de
Phoenix. Lo que indica que si en el desierto aparentemente las variedades actuales no
producen uvas de calidad para hacer vinos de mesa, es posible utilizar otras adaptadas a estas
condiciones, o bien explorar a las actuales en las regiones altas donde el clima es mas benigno
(Martinez y col., 2010).

El consumo de vino de mesa en México ha tenido un crecimiento y se sabe que el
consumo de vino importado es mayor que el que se produce en el pais, por lo que, seria un
mercado potencial interno pero también externo, como el vino de Arizona que actualmente ya
se consume en otros estados e incluso en otros paises (Martinez y col., 2010).

El clima es de los principales factores ambientales que afectan el desarrollo de los
cultivos, se considera como el principal factor abiotico que puede causar dafios irreversibles en
las plantas cultivadas de una manera indirecta (falta de frio, heladas, golpes de aire y sol,
granizo, sequia, etc.), asi también puede influir en el desarrollo de plagas y enfermedades. Ante
estas situaciones los productores demandan informacién meteoroldgica actualizada y confiable.
En el area de Hermosillo, Sonora, la actividad agricola principal es la viticultura, especie de alta
inversion en su proceso de produccion y la cual es frecuentemente afectada por la presencia de
fendmenos climéticos adversos, que afectan cualquier etapa fenoldgica de la planta, desde la
erratica acumulaciéon de frio necesario para la adecuada brotacién, hasta excesos de
temperatura y humedad relativa que inciden en los problemas de rompimiento de bayas y falta
coloracion (Susarrey y Moreno, 2010).

La escala de Winkler clasificé las regiones viticolas de California, en Estados Unidos con
base en unidades de calor, su modelo ha sido utilizado en diferentes regiones del mundo con el
fin de determinar el potencial para establecer los cultivos de vid. En base a este analisis a
Sonora se le ha clasificado dentro de la regién V, la cual es la que posee mayor nUmero de
unidades de color donde la produccion de uvas para vino aparentemente es critica. En las
zonas V de acuerdo a Winkler las uvas aportan una alta acidez y el color es més bajo de su
escala que fluctia de | a V, de acuerdo con este criterio las dificultades que se han encontrado

para producir vinos de mesa en los valles de desierto de sonora debido al clima, se podrian
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reproducir en todas las &reas de sonora. Sin embargo las experiencias de Arizona demuestran
que la zona V podria subdividirse de acuerdo a otros criterios, como altura, precipitacion y tipo
de suelo entre otros (Susarrey y Moreno, 2010).

La ciudad de Cananea, Sonora se encuentra al norte del estado, el drea de Sonora
donde se localiza la parte montafiosa del estado y el clima dominante es de tipo semiarido
subhdmedo, con una temperatura maxima mensual de 23.5°C y una minima promedio de 15.3
°C. Asi mismo, presenta 545 mm de precipitacion promedio al afio, siendo el periodo de lluvias
mas importante, durante los meses de junio a septiembre (Susarrey y Moreno, 2010).

En Cananea no existian cultivos de uva ni se habian evaluado anteriormente, sin
embargo en la localidad de Elgin, Az, en Estados Unidos de Ameérica, ubicado
aproximadamente a 100 km al norte de Cananea, se encuentran cultivares de uva para vino, se
produce Cabernet Sauvignion, entre otros, lo que hace pensar que en el municipio de Cananea
es posible el establecimiento de plantaciones de uva para vino. Las temperaturas ambientales
durante el afio son muy similares. Incluso Elgin llega a ser mas frio que Cananea por lo es mas

factible que en Cananea se desarrolle mejor la vid (Susarrey y Moreno, 2010).

Requerimientos climéticos para cultivos de Vid. Vitis vinifera es originaria de Asia
Menor segun la mayoria de los botanicos, desde el siglo VI a. de C. se cree fue llevado a
Europa donde se desarrollaron las mayoria de las variedades que actualmente existen para la
elaboracion de vinos. Se ha comprobado que la vid puede prosperar desde los 0 hasta los 3000
m de altura, dependiendo de la latitud, ya que a bajas latitudes se puede compensar con gran
altitud, mientras que a latitudes medias o altas, se recomiendan menores alturas. Se considera
gue la vid se adapta bien a climas que acumulan méas de 250 horas de frio invernal. El rango
térmico para el desarrollo es de 10 a 35 °C, con un 6ptimo para la fotosintesis de 25 a 30 °C.
Para un periodo de madurez de floracidn, lo mas conveniente son temperaturas de 24 a 26 °C.
Dentro de los factores climaticos, quiza el de mayor influencia en las caracteristicas de los vinos
es la temperatura, a altas temperaturas se tiende hacia vinos con alta graduacién alcohdlica y
baja acidez, mientras que en temperaturas bajas se originan vinos con menor grado alcohdlico y
mayor acidez (Susarrey y Moreno, 2010).

El régimen térmico afecta ademas otras variables organolépticas como el sabor y el
aroma del vino, ambos relacionados con el proceso de maduracion. Temperaturas superiores a
los 35 °C inhiben la formacién de antocianinas, responsables del color. La vid es una especie
de clima templado que requiere de variaciones estacionales bien marcadas. Las noches frescas

favorecen el desarrollo del color de las bayas y el bouquet, siempre y cuando se acompafie de

20



dias templados que ayuden a la acumulacion de unidades de calor. La oscilacion térmica
Optima parece estar alrededor de los 10 °C (Susarrey y Moreno, 2010).

Segun estudios de caracterizacion climatica la Region de Cananea presenta valores de
temperaturas méximas y minimas promedios las regiones tradicionalmente vitivinicolas:
Burdeos en Francia, Napa Valley en Estados Unidos y Valle de Maipo en Chile como se puede
observar en las Figuras 1y 2. El régimen térmico de Cananea se comporta muy similar a dichas
regiones. La amplitud térmica de Cananea es mas estable que las demas regiones comparadas

(Susarrey y Moreno, 2010).
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Figura 1. Amplitud térmica por mes de regiones tradicionales vinicolas en el mundo (Susarrey
y Moreno, 2010).

El factor de precipitacion es que se observa con mayor diferencia en las regiones. De las
cuatro regiones Burdeos tiene la mayor estabilidad en cuanto a las precipitaciones,
manteniéndose alrededor de los 50 mm en todos los meses, excepto diciembre. Cananea
presenta valores similares en los primeros meses del afio, aunque con un decremento
importante en los meses de abril, mayo y Junio. En julio y agosto se observa un amplio
incremento en las precipitaciones, que llegan hasta los 200 mm (Susarrey y Moreno, 2010).

En cananea también se hicieron estudios de suelo y de perfiles edafolégicos (analisis de
la composicién y naturaleza del suelo en su relacion con las plantas y el entorno que las rodea)
para la plantacion experimental de uva para vino. Los aspectos esenciales a tomar en cuenta
para la elaboracion de vino son el clima, el suelo/roca, la planta y el manejo para tener uvas de

calidad (Porta y cols., 2013; Susarrey y Moreno, 2010).
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Figura 2. Precipitacién por mes de regiones vinicolas en el mundo (Susarrey y Moreno,
2010).

El sitio pertenece a una terraza aluvial con pendientes leves que no representan ningdn
obstaculo para la vid. Estos depdsitos recientes poco consolidados presentan en general una
clasificacién burda de los clastos y los sitios de muestreo, presentan toda la gama de tamafio de
grano desde un tamafio de 30-40 cm hasta el tamafio de arena. Se detecté suelo con alta
potencialidad vitivinicola, mediana, susceptible a ser corregida, y con problemas estructurales,
excesos 0 carencias de elementos o caracteristicas del perfil de suelo que impiden el
establecimiento de un vifiedo de alta calidad (Moreno y col, 2010).

Ademas también se hizo un estudio acerca de las plagas que afectan a la vid. Las
plagas y enfermedades que se presentaron tanto en especies silvestres como cultivadas son las
mismas que ya se conocen en el estado seglin la bibliografia, y actualmente se conocen
medidas para su combate y solo se requiere monitorearlas para tomar las medidas pertinentes y
evitar infestaciones que pongan en riesgo las plantaciones (Martinez-Diaz y col., 2010). Asi
mismo, las plantas como la uva pueden estar colonizadas por microorganismos que no las
afectan como otros hongos no patdégenos ya sea filamentosos o levaduras, los cuales en dado
momento pueden proporcionar proteccion contra las plagas o servir como inéculos al procesar

la uva para vinos.
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Levaduras

Las levaduras son los microorganismos mas importantes y ampliamente utilizados en la
industria. Se cultivan para obtener grandes cantidades de levaduras ya sea para panificacion u
algun otro proceso industrial como in6culos, por sus componentes celulares, y por los productos
finales que se producen en la fermentacion alcohdlica. Las células de levaduras se utilizan en la
fabricacion de pan y también como fuente de alimento, de vitaminas y de factores de
crecimiento. La fermentacion a gran escala por las levaduras es responsable de la produccién
de alcohol para fines industriales, pero como mejor se conoce a la levadura es por su papel en
la fabricacion de bebidas alcohdlicas: como la cerveza, vinos y licores. Sin embargo, la
produccién de células de levaduras y de alcohol por las levaduras, son procesos industriales

muy diferentes (Madigan y col, 2000).

Caracteristicas Generales

Las levaduras son hongos unicelulares y la mayoria son Ascomycetos. Normalmente son
células ovaladas o cilindricas de 1-10 pm de ancho por 2-3 um de longitud y la division es
habitualmente por gemacion de manera asexual pero puede ser en algunos casos Yy
condiciones de manera sexual. Durante el proceso de gemacion, se origina una pequefia yema
gue aumenta de tamafio gradualmente y se separa de la célula madre. Las levaduras
normalmente no desarrollan un micelio, si no que permanecen en estado unicelular durante
todo el ciclo del crecimiento. Las células de levaduras son mucho mas grandes que las
bacterianas y pueden distinguirse no solo por su tamafio sino por la presencia obvia de
elementos intracelulares tales como el nicleo. En cuanto su forma ésta varia dependiendo de la
especie puede ser forma eliptica, esférica, alargada o apiculadas (Figura 3). Algunas se
reproducen sexualmente mediante apareamiento, originando un zigoto y eventualmente
ascosporas (Madigan y col, 2000).

Las levaduras generalmente prosperan en habitats con abundante azulcar, tales como
frutas, flores e incluso la corteza de los arboles. Algunas de ellas viven en simbiosis con
animales, especialmente insectos y sélo algunas son patégenas para animales y el hombre
(Madigan y col, 2000).
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Figura 3. Diferentes géneros y morfologias de levaduras (Salle, 1965).

Las levaduras méas importantes desde el punto de vista comercial son las cepas
cerveceras y panaderas de la especie de Saccharomyces cerevisiae. El habitat original de estas
levaduras son indudablemente las frutas y los zumos de las frutas, pero las levaduras
comerciales de hoy en dia son probablemente bastante diferentes de las cepas silvestres,
debido entre otras cosas, a la manipulacién por parte de los microbidlogos industriales a través

de los afios. S. cerevisiae es el hongo mejor conocido por ser facilmente manipulable y construir

24



un modelo excelente para el estudio de problemas importantes que conciernen a la biologia de
eucariotas (Madigan y col, 2000).

Clasificacion de Levaduras

Las levaduras pertenecen al dominio Eukaryota y dentro de éste, en el reino Fungi, que agrupa
a los hongos verdaderos. Dentro de ésta, las levaduras se incluyen en 2 de las 5 subdivisiones
de los Eumicetos, la Ascomycotina, representada por aquellas capaces de formar ascosporas,
llamadas por ello espordégenas y la Deuromycotina representada por las células incapaces de
formar esporas denominadas aspordgenas 0 no esporégeneas.

Los géneros de levaduras espordgenas estan englobados en la familia
Saccharomycetaceae y se distribuyen en tres subfamilias. Las levaduras no espordgenas
constituyen la familia Cryptococcaceae, como se observa en la Tabla 1. Conviene resaltar que
por debajo de los taxones de los géneros y especie, las levaduras pueden ser clasificadas en
subespecies y variedades, las cuales a menudo adquieren el rango de especies, tras nuevas
revisiones taxonomicas, o por el contrario, varias especies son unificadas en una sola como
subespecie de las mismas, con lo que la clasificacion se complica ain mas y se incrementa el

namero de sinonimias (Mesas y Alegre, 1999).

Tabla 1. Clasificacion de los géneros de levaduras mas frecuentes en mostos y vinos.

1) Levaduras espordgenas

Subdivision Ascomicotina
Clase Hemiascomicetes
Orden Endomycetales
Familia Saccheromycetaceae
Subfamilia Shizosaccharomycetoidae
Género Schizosaccharomyces
Subfamilia Nadsonioideae
Géneros Hansianospora
Saccharomycodes
Subfamilia Saccharomycetoideae
Géneros Dekkera
Hansenula
Kluyveromyces
Pichia
Saccharomyces
Torulaspora

Zygosaccharomyces
2) Levaduras no esporogenas

Subdivisién Deuteromycotina
Clase Blastomycestes
Familia Criptococcaceae
Géneros Brettanomyces
Candida
kloekera Tomado de: Mesas y Alegre, 1999.
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Identificacion Fenotipica de Levaduras

La identificacibn de una cepa de levadura se lleva a cabo mediante el examen y la
determinacion de sus caracteristicas, que son comparadas con descripciones estandar de
especies conocidas. Las caracteristicas examinadas son de tipo morfologicas, fisiologicas y
bioquimicas. Existen muchos sistemas de identificacion, aunque no hay ninguno perfecto, los
cuales van de una simple observacion al microscopio, pruebas bioquimicas a técnicas mas
sofisticadas basadas en métodos moleculares. También en enologia, es decir, en la evaluacion
de vinos se utilizan otras pruebas denominadas pruebas enoldgicas, las cuales consisten en
pruebas de fermentacion, tolerancia a etanol, determinacion del factor killer, ya que en vinos es
usual utilizar cepas de levaduras seleccionadas y por lo mismo se evallan para utilizar aquellas
que den las mejores caracteristicas organolépticas a la bebida (Deék, 1992; Frazier y Westhoff,
1998; Orbera, 2004).

El factor killer es un fenémeno importante en fermentaciones. En la elaboracién de vino
existe una preocupacion acerca de las consecuencias que esa toxina tiene en otras levaduras
durante la fermentacion. Las cepas Kkiller han sido encontradas en vinos de diferentes regiones
del mundo. Las levaduras, llamadas asesinas o Killer, cuyo genotipo es (K+, R+), secretan al
medio téxinas proteicas capaces de matar a otras cepas denominadas sensibles (K-, R-). Por
otra parte, las cepas llamadas neutras (K-, R+), que no producen toxinas, pero son resistentes a
éstas. Estas proteinas téxicas son secretadas al medio y posteriormente son adsorbidas por
receptores situados en la pared celular de levaduras sensibles, produciendo un cambio en la
permeabilidad de la membrana plasmatica. El factor killer, fue descubierto en especies de S.
cerevisiae aunque también existe en otros géneros de levaduras que las producen. Si situamos
a la levadura en un entorno competitivo podremos decir que la cepa killer o neutra tendra

mayores posibilidades de sobrevivir que una cepa sensible (Bernardi, 2013).

Pruebas morfolégicas. Las pruebas morfoldgicas macroscopicas se caracterizan por la
observacion de la morfologia colonial, asi como el color de éstas, si tienen crecimiento en forma
de pelicula en la superficie de medios liquidos o crecimiento de la masa por todo el medio
liquido. Las microscopicas se basan en el examen detallado de la forma de reproduccion
vegetativa, de la morfologia celular y de la formacion de pseudomicelio (Deak, 1992; Frazier y
Westhoff, 1998).

Uno de los criterios utilizados para la identificacion de las levaduras es la produccion de

esporas 0 ascosporas, si no las producen son levaduras esporégenas, en caso de producirlas,
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la forma de produccion varia. Otro criterio es el aspecto de las ascosporas, es decir su forma,
tamafio y color, asi como también el nimero de esporas que se produzcan dentro del asca
(Frazier y Westhoff, 1998).

La forma de reproduccién sexual es una prueba importante de diferenciacién, la cual
puede ser por gemacion, fision, gemacion-fision combinadas y por artrosporas (Frazier y
Westhoff, 1998). En la figura 4 podemos observar las fases de la esporulacion (Hidalgo, 2011).

Células vegetativas (2n)

Figura 4. Fases de esporulacion (Hidalgo, 2011).

Pruebas bioquimicas. Entre los principales criterios bioquimicos destacan la capacidad
para fermentar glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa y rafinosa. Asi como también el
crecimiento en 18 sustratos carbonados como la d-xilosa, L-arabinosa, D-ribosa, L-ramnosa, D-
galactosa, sacarosa, maltosa, celobiosa, trehalosa, lactosa, rafinosa, almidén, eritriol, ribitol, D-
manitol, inositol, acido succinico y acido citrico.

También se utiliza la asimilacién de nitratos, crecimiento a 37° C, crecimiento en medios
con vitaminas y la produccién de almidon, de lipdlisis, actividad ureasica, produccion de acido y
produccion de compuestos amilaceos. Una de las pruebas importantes a nivel tecnolégico e
industrial es la que utiliza lisina como Unica fuente de nitrégeno en un medio de cultivo, porque
distingue las levaduras Saccharomyces de las no-Saccharomyces, ya que para el género
Saccharomyces es imposible crecer en un medio que solo tiene lisina y las no-Saccharomyces
crecen sin problema (Frazier y Westhoff, 1998; Mas y col, 2002). Sin embargo, en el estudio de

Alvarez-Ainza, 2006, donde se caracterizaron cepas de Saccharomyces a nivel molecular,
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previamente identificadas fenotipicamente por Zamora-Quifiones, se observdé que
fenotipicamente hay cepas de no-Saccharomyces estrechamente relacionadas a cepas
Saccharomyces ya que la caracterizacion molecular no coincidié con lo reportado para cepas
Saccharomyces.

Cultivos Iniciadores

El uso méas importante de las levaduras y ademas conocido desde hace mucho tiempo
atrds, es como cultivos iniciadores para la produccion de alcohol etilico a partir de materiales
que contengan carbohidratos. Este proceso es utilizado en destiladoras, cervecerias,
panaderias, vinaterias, laboratorios quimicos, manufacturas domésticas y muchas otras
industrias (Pelczar, 1985).

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae son las mas utilizadas por las diferentes
industrias, ésta especie es altamente especializada, ya que poseen un alto potencial en
diferentes ambientes o nichos ecoldgicos, donde los humanos las utilizan para diferentes
actividades como produccion de alcohol, enzimas, antibiéticos, etc. Este proceso de utilizacion
y/o seleccion de una especie de levadura por sus caracteristicas puede ser llamado
domesticacion y puede ser responsable de las caracteristicas genéticas especiales de las
levaduras industriales (Querol y col, 2003).

En industrias para produccion de alcohol por ejemplo, es necesario que la levadura
desarrolle un cultivo vigoroso, tolere al alcohol y sea capaz de producirlo en grandes
cantidades. Por lo que se ha puesto mucha atencion en seleccionar levaduras y desarrollar
cepas de levaduras que retnan las caracteristicas adecuadas segun la industria. Entre los
géneros seleccionados estan Bretanomyces, Bullera, Candida, Debaromyces, Endomyces,
Endomycopsis, Eremascus, Hansianospora, Kloeckera, Lipomyces, Metschnikowia, Nadsonia,
Nematospora, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycoides, Saccharomycopsis,
Sachizosaccharomyces, Schwianniomyces, Sporobolomyces, Torulopsis, Trichoposrum vy

Trigonopsis (Pelczar, 1985).

Levaduras en el Mundo del Vino

Vinificacion del Vino Tinto y Vino Blanco

28



La vinificacién es el conjunto de operaciones llevadas a cabo para transformar las uvas en vino.
Los diferentes tipos de vino tienen procedimientos diferentes de vinificacion e instalaciones,
incluso cambia de un lugar a otro segun el vino que se quiere obtener y las costumbres y
tradiciones del lugar (Peynaud, 1977).

Los vinos se clasifican con base en distintos criterios, entre los mas importantes
tenemos el color, el contenido de azlcar, alcohol y de gas carbdnico. Por lo que respecta al
color, los vinos blancos son de color amarillo, con tonos que van de paja al verduzco. Su
contenido alcohdlico varia entre 8.5 a 11.5 % y el de azUcares residuales es inferior a 2 g/L y se
elaboran con uva blancas (Navarre, 1998). Los vinos tintos son aquellos cuyo color es el rojo
que puede incluir tonos de rubi a purpura. Su graduacién alcohdlica se sitla entre 8.5y 12.5 %
y su contenido en azucares residuales menor a 2 g/L. Estos se elaboran con uvas rojas, con un
tiempo de maceracion adecuado para permitir la extraccién suficiente de la materia colorante de
los hollejos como Antocianinas.

El proceso de vinificacion comienza con la seleccidon de uva la cual es recolectada
conociéndose a este proceso como vendimia y es transportada a la bodega en cajas, una vez
en la bodega se procede al estrujado que consiste en romper el hollejo de la uva de modo que
libere la pulpa y el zumo, sin romperse la semilla.

En la vinificacion de tintos esta operacion debe de ser eficiente, ya que los
componentes del hollejo como son la pectina, proteinas, taninos, Flavonas (precursor de
colorante en uvas blancas) y Antocianinas (en uvas tintas), intervienen en la constitucion del
color y el cuerpo del vino (Peyaud, 1977). Después se afiade una dosis de anhidrido sulfuroso
gue servird como antioxidante, bactericida y fungicida, ademas que activa la difusion de color en
la maceracién, un proceso que mencionaremos mas adelante. Al segundo procedimiento se le
conoce como Encubacion y comprende la introduccién de la vendimia estrujada en la cuba de
fermentacion, hasta el Descube (Gil y col, 2009) una vez introducida, es bombeada a depdsitos
cerrados de acero inoxidable donde se va fermentando debido a las levaduras que transforman
los azUcares en alcohol etilico. En la cinética de la fermentacién la temperatura es uno de los
factores que mas influyen.

En las vinificaciones en vino blanco, la temperatura de fermentacion idénea es una
temperatura entre 15-20° C ya que asi se favorece una mayor produccion y retencién de los
aromas. En las vinificaciones en tinto, por el contrario, se utilizan temperaturas de fermentacion
més elevadas (22-28° C) porque lo que interesa es que haya una mayor extraccion de los
compuestos fendlicos de los hollejos de la uva, responsables del color tinto del vino, la cual se

ve favorecida cuanto mayor es la temperatura (Torija, 2002). Durante la fermentacién se
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desprende anhidrido carbonico el cual tiende a empujar los hollejos hacia la parte superior del
depdsito y estos forman el “sombrero” (Blouin y Peynaud, 2003) dicha masa debe mantenerse
humeda, para lo cual se rocia con el propio mosto en un proceso llamado “remontado” o se
realizan “bazuqueos” que consiste en ejercer presién para romper y hundir el sombrero. Al
mismo tiempo sucede la maceracion, en la cual se produce un intercambio de compuestos
entre las partes soélidas de la uva (principalmente hollejos) y el mosto compuesto de azlcares
principalmente glucosa, acidos organicos, enzimas, sustancias nitrogenadas y vitaminas.

Los vinos dedicados a crianzas largas, necesitan concentraciones de color y taninos
superiores que lo otros, pues eso les garantiza su conservacion en el tiempo, por este motivo de
maceracion, la fermentacion puede variar en funcion de si el vino va a tener un mayor o menor
grado de crianza. Una vez decidido el momento oportuno, se separa la fraccion liquida de la
pasta, mediante el "sangrado” de los depdsitos y prensado de hollejos, llevandose el mosto/vino
a otro depésito donde se realizara la fermentacion lenta o de acabado, a esta separacion la
conocemos como Descube (Garcia, 2011).

Existe una diferencia entre la elaboracion del vino blanco y tinto, donde en el vino
blanco se hace un Desfangado, que consiste en la remocion del mosto y hollejo del jugo de uva
procedente del estrujado antes de ser Encubado para proceder con la fermentacion. Debido a
este proceso suele disminuir la concentracion de nitrégeno asimilable y de proteinas. La adicion
de compuestos nitrogenados al inicio de la fermentacion, suele ser importante para intentar
evitar una ralentizacion o parada de fermentacion. Normalmente se suele afadir una sal de
amonio, siendo las preferidas el sulfato o fosfato de amonio (Ribéreau-Gayon y col, 2000).

Una vez superados los controles de calidad, se trasladas a “barricas” de madera o
roble para su crianza. En esta fase, el vino sufre un proceso de oxidacion de sus componentes,
a través del oxigeno que penetra por los poros de la madera, por otro lado, el alcohol del vino
es capaz de disolver los aromas. De esta forma, el vino transforma su color, con pérdida de
tonos violaceos y la aparicion de tonos rojos anaranjados. Los aromas se hacen mas complejos
y las sensaciones gustativas se suavizan, reafirmando su estructura. El vino también es
sometido durante su pertenencia en la barrica, a periodos “trasiegos” para eliminar por
decantacion sus impurezas. Alcanzado el punto 6ptimo de evolucién en madera, se procede a
la homogenizacion de las barricadas, se filtra y pasa a embotellamiento.

La crianza en botella es almacenada en oscuros botelleros, apiladas en posicion
horizontal. En este ambiente exento de oxigeno y condiciones de temperatura y humedad, se

originan complejas reacciones que acabara con pulir el vino, adquiriendo su total dimension.
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Seleccion de Levaduras

Se han utilizado las levaduras seleccionadas con excelentes resultados en muchos paises,
obteniéndose productos finales con muy buena calidad y ademas uniforme, comparandola con
los productos obtenidos en las fermentaciones espontaneas. Pero a pesar de que ya existen
levaduras comerciales para realizar las fermentaciones, se ha observado que es mas efectivo el
uso de cultivos puros de levaduras, que procedan de la zona vitivinicola donde se van a utilizar,
lo que se conoce como levaduras locales seleccionadas ya que se cree que las levaduras que
se encuentran en una microzona son:. especificas del area, totalmente adaptadas a las
condiciones climaticas de la zona, ademas también estdn completamente adaptadas a la
materia prima, es decir, al mosto a fermentar y responsables al menaos parcialmente, de las
caracteristicas unicas de la bebida (Esteve-Zarzoso y col., 2000; Mas, 2002, Alvarez-Ainza,
2006).

Para seleccionar una levadura propia de una zona, el primer paso es conocer la flora
autéctona de esa zona y por medio de estos estudios se confirma que muchas cepas
Saccharomyces llevan a cabo las fermentaciones alcohdlicas espontaneas, aunque muy pocas
son predominantes al final de la fermentacion, pudiéndose asi seleccionar aquellas que se
encuentren durante todo el proceso de la fermentacion alcohdlica y que cumplan con las

caracteristicas enoldgicas deseadas segun la bebida (Esteve-Zarzoso y col., 2000; Mas, 2002).

Saccharomyces y no-Saccharomyces en el Proceso de Fermentacién del Vino

El rol mas importante de las levaduras en el proceso de fermentacién es convertir el azlcar en
etanol, y aunque el sabor del vino viene directamente de la variedad de la uva, el tipo de
levadura presente en una variedad afecta el sabor del vino y la calidad por la produccién y
excrecion de metabolitos durante el crecimiento (Fleet, 1993; Lambrechts y Pretorius, 2000).
Las especies encontradas en vifiedos se dividen en dos grupos, Saccharomyces y No-
Saccharomyces. Del grupo Saccharomyces, la especie cerevisiae es llamada la “levadura del
vino” ya que es la responsable de convertir los azucares a etanol gracias a su tolerancia a este
y por jugar un papel en la formacion de metabolitos secundarios de suma importancia (Fleet,
1993). Por otro lado, la importancia del uso de levaduras No-Saccharomyces en la produccion

de vino ha sido inmensamente discutida, géneros que se han investigado acerca de la
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importancia de estas durante la fermentacion involucran a Candida, Kloeckera, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hanseniaspora, Torulaspora entre otras.

La microbiota en uvas es afectada por un nuimero de factores como la altitud del
vifiledo, condiciones climaticas, variedad de la uva, practicas vinicolas, aspecto de la uva y
practicas de conservacion en barril (Bisson y Kunkee, 1991). Sin embargo, a pesar de estos
factores las especies de levaduras son similares alrededor del mundo pero la proporcion entre
regiones es diferente (Amerine y col., 1967).

Por otro lado se ha reportado que dependiendo del clima de una region podemos
encontrar a la levadura en su estado telemoérfico (reproduccion sexual) o anamorfico
(reproduccion asexual); por ejemplo en regiones tibias a calientes la forma telemorfica H.
uvarum tiende a reemplazar la forma anamérfica K. apiculata y esta se encuentra en regiones
frias (Bisson y Kunkee, 1991).

En el pasado se creia que todas las No-Saccharomyces morian después de
comenzada la fermentacion alcohélica por el incremento de la concentracién del alcohol, bajo
pH y deficiencia de oxigeno (Jackson, 1994; Combina & cols., 2005), pero trabajos recientes
han demostrado que algunos géneros sobreviven en la etapa tardia de la fermentacion (Fleet y
col, 1984; Granchi., 1998; Zhore y Erten, 2002; Combina y col, 2005), este crecimiento es mas
evidente en fermentaciones espontaneas en donde no se inoculan cepas de S. cerevisiae en
etapas iniciales (Querol y col, 1990).

Las levaduras No-Saccharomyces encontradas en mosto de uva y durante la
fermentacion se clasifican en tres grupos, levaduras aerobias como Pichia spp., Candida spp. y
Rhodotorula spp., levaduras apiculadas con poca actividad fermentativa como Kloeckera spp. y
levaduras con metabolismo fermentativo como Torulaspora spp y Zygosaccharomyces spp.
(Fleet y col, 1984; Torija 'y col., 2001; Combina y col, 2005).

Los metabolitos resultantes de levaduras No-Saccharomyces durante la fermentaciéon
incluye el glicerol, acetaldehido, acido acético y alcoholes superiores (Fleet y col, 1984; Bisson
y Kunkee, 1991; Boulton y col, 1996). El glicerol, después del etanol es el metabolito mas
producido (Scanes y col, 1998) que contribuye en la sensacion de suavidad del vino en la boca
(Ciani y Maccarelli, 1898). Se ha comprobado que en las fermentaciones espontaneas se
encuentra mas concentracion de glicerol indicando que las levaduras No-Saccharomyces
juegan un papel en esta produccion (Romano y cols., 1997; Henick-Kling y col., 1998) como C.
stellata que produce entre 10-14 g/L (Ciani y Picciotti, 1995) a comparacion de 4-10 g/L que
produce S. cerevisiae. (Radler y Schitz, 1982). Si combinamos C. stellata y S. cerevisiae el

resultado de glicerol es mayor, estos fueron los resultados de Ferrato y cols., quienes en el afio
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2000 llevaron a cabo un experimento con jugo de uva el cual se le inoculo primeramente S.
cerevisiae y después de tres dias se in6culo C. stellata y comparandolo con un control
conteniendo solamente S. cerevisiae se obtuvo un 70 % mas de glicerol y 0.05 g/L menos de
acido acético.

Algunas levaduras apiculadas como Klockera y Hanseniaspora spp. (Forma
esporulada) son importantes por su capacidad de producir niveles altos de compuestos
volatiles, sin embargo esto no es un impedimento para que los metabolitos secundarios
contribuyan en el aroma y en el sabor del vino. Un ejemplo claro es la produccién de 2-fenil-
etilacetato por H. guilliermondii (Rojas y col, 2003), éste proporciona olor a rosa, miel y frutas
(Lambrechts y Pretorius, 2000).

Otra levadura investigada es Pichia fermentans la cual produce el alcohol 2-feniletanol
dando un olor a rosas y ademas la produccién del compuesto aumenta la biomasa durante la
parte inicial de la fermentaciébn (Huang y col., 2001). Otras investigaciones hechas por
Clemente-Jimenez y col. (2005) concluyeron que la mezcla de la levadura con cepas de S.
cerevisiae incrementan los compuestos aromaticos como acetaldehido y glicerol. Ademas otras
especies del mismo género has sido sugeridas para la produccion de vinos con bajo porcentaje
de alcohol (Erten y Campbell, 2001).

Otro rol fundamental de las levaduras No-Saccharomyces se da en las fermentaciones
lentas o “atascadas”. Durante la fermentacion, la glucosa es el carbohidrato mas utilizado aun
que la fructosa, por lo tanto suele suceder un desequilibrio entre carbohidratos, siendo una
levadura glucofilica, Saccharomyces cerevisiae no metaboliza la fructosa por lo tanto levaduras
fructofilicas como C. stellata y Z. bailli entran en accién, una vez restaurado el desequilibrio S.
cerevisiae continua la fermentacion (Sutterlin y col, 2004).

Como pudimos observar el uso de levaduras No-Saccharomyces abarca una amplia
gama y resultan efectivas en alguna etapa de la fermentacion, la clave estad en la apropiada
seleccién de las cepas y el establecimiento de protocolos efectivos de inoculacion para la

obtencion de vinos de calidad.

Fermentacion Alcohdlica

Theodore Schawnn y sus colaboradores propusieron en 1837 que las células de levaduras eran
las responsables de la conversion de azlucares a alcohol proceso al que denominaron

fermentacion alcohdlica. Ellos estaban convencidos que la fermentacion alcohdlica se debia a la

inestabilidad quimica de degradar azlUcares a etanol, en ese tiempo Pasteur no estaba de
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acuerdo, de ahi se cree que el tomo el interés en la fermentacién por sus estudios de
esteroquimicas de las moléculas. Pasteur creia que las fermentaciones eran llevadas a cabo
por organismos vivientes que producian compuestos asimétricos con el alcohol isoamilico con
actividad optica. Y que estos compuestos asimétricos tenian una conexion con la actividad
Optica y la vida (Prescott, 2002).

En 1856, Pasteur se unié a los estudios de Bigo un industrial en Francia. En esa
industria Bigo producia etanol a partir de azlUcares de remolacha, pero tenia problemas con los
rendimientos de etanol y su producto se volvia agrio, por lo que solicité a Pasteur que lo
apoyara. Pasteur se dio cuenta que la fermentacién estaba fallando porque la levadura
usualmente responsable de la formacibn de etanol habia sido reemplazada por
microorganismos que producian mas bien acido acético en vez de etanol. Asi Pasteur,
demostré que todas las fermentaciones son debidas a las actividades de levaduras y bacterias
especificas, public6 muchos reportes de investigaciones realizadas entre 1857 y 1860, y estos
sucesos llevaron a estudios de enfermedades del vino donde se desarrollé la pasteurizaciéon

para preservar el vino durante su almacenamiento (Prescott, 2002).

Evolucion poblacional durante la fermentacién alcohélica

La importancia de estudiar fermentaciones alcohdlicas espontaneas radica en que es la Unica
forma de conocer la dinamica poblacional propia de una bodega o region vitivinicola (Torija,
2002). Esto hace que las fermentaciones espontdneas no sean producto de la accion de una
Unica especie 0 cepa de levadura, sino una sucesion de especies y cepas de levaduras
diferentes a lo largo de la fermentacion (Kunkee y Amerine, 1970; Lafon-Lafourcade, 1979;
Zambonelli, 1988).

En una uva sana y madura que sea prensada asépticamente, la poblacion de levaduras
total en el mosto puede variar entre 103-10° unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL), aungque el nimero de especies diferentes presentes en la uva sera limitado.

En la microflora de la uva prevalecen los mohos y principalmente las levaduras
apiculadas caracterizadas por su bajo poder fermentativo, siendo las especies mayoritarias
Kloeckera apiculata y su fase imperfecta Hanseniaspora uvarum (Boulton y cols., 1996). La
especies oxidativas pertenecientes a los géneros Candida (especialmente C. stellata y C.
pulcherrima), Criptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces etc., se encuentran en menor

namero. Y Saccharomyces, la especie fermentativa se encuentra raramente a menos de 50
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UFC/mL. Estas levaduras son las responsables de los primeros dias de la fermentacion (Querol
y col, 1990; Longo y col, 1991; Fleet y Heard, 1993).

En la fase exponencial que dura entre dos y cinco dias donde debido a la presencia de
algunos factores selectivos como la anaerobiosis, el sulfitado, la elevada concentracion de
azlcares, y la presencia de etanol, estos géneros reducen su numero dando paso al
crecimiento de otras especies mas tolerantes al etanol como son las de Saccharomyces. De
hecho, S. cerevisiae es considerada la principal especie responsable de las fermentaciones
alcohdlicas (Ribéreau-Gayon, 1985).

Algunos estudios realizados han mostrado que algunas especies de no-Saccharomyces
(especialmente K. apiculata, C. stellata y C. colliculosa) también contribuyen a la fermentacion,
ya que estas especies sobreviven mas de lo que se pensaba inicialmente, pudiendo alcanzar
poblaciones méaximas de 106 -10” UFC/mL (Fleet y col, 1984; Heard y Fleet, 1986). Por tanto,
este crecimiento es cuantitativamente significativo y seguramente influenciara la composicion
organoléptica del vino. Ademas, las modificaciones que produzcan éstas en la composicién del
mosto tendran un efecto en la cinética de la fermentaciéon y comportamiento bioquimico de
Saccharomyces.

Contindia la fase estacionaria que dura aproximadamente ocho dias y a pesar de que el
namero de células no aumenta, la velocidad de fermentacion sigue manteniéndose en su valor
maximo debido a que las levaduras son metabdlicamente activas. Finalmente el cultivo entra en
una fase de muerte de hasta varias semanas donde decrece el nimero de células viables hasta
10° células/mL aproximadamente, lo cual va acompafiado de una disminucién en la velocidad
de fermentacion favorecida también por los efectos téxicos del etanol y el agotamiento de

nutrientes (Figura 5).

Densidad de Poblacion UFC/mL

Tiempo de Fermentacién

Levaduras
Bacterias

Etanol

Nutrientes

Figura 5. Evolucion poblacional durante la fermentacion alcohdlica (Collado 2001).
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de Estudio

Las cepas utilizadas en este estudio provienen de una coleccibn de cepas silvestres
resguardadas en el laboratorio de Microbiologia Molecular, obtenidas en un muestreo de uvas,
de diferentes variedades (Petit Verdot, Malbec, Syrah, Toriga, Merlot, Mourvedre, Cabernet
Sauvignon, Tempranillo, Grenache, Roussanne y Marssanne), que se llevd a cabo en el
municipio de Cananea, Sonora durante el mes de septiembre del 2014, para obtener vinos y
seguir la fermentacion natural. El muestreo se llevdé a cabo por la estudiante de maestria
Fernanda Gonzalez-Silva y el equipo de trabajo de la Dra. Evelia Acedo Félix.

Se realiz6 un aislamiento de cepas en tres fases de fermentacion la inicial (tiempo 0), la
logaritmica o exponencial (tiempo 1) y la estacionaria (tiempo 2). El sembrado se realizdé por
estria utilizando agar PDA (Agar 15g/L, Papa 4g/L y Dextrosa 20g/L; Becton, Dickinson and
Company) acidificado con Acido tartarico al 10% para obtener un pH de 3.5 (Zamora, 2006) las
placas se incubaron (Quincy Lab, inc. Modelo 12-MOE) durante 48 horas a 30 ° C. Las placas

se utilizaron posteriormente para llevar a cabo pruebas fenotipicas.

Identificacion Fenotipica
Morfologia Colonial
A partir de las colonias puras de cada una de las cepas sospechosas de levadura aisladas
previamente en el medio Agar Papa Dextrosa (PDA), se registraron las caracteristicas
coloniales en cuanto a su forma, color, borde, superficie y apariencia segun Frazier y Weathoff
(1998).

Morfologia Microscépica

A cada una de las 660 cepas se le realizé la tincion de Shaeffer-Fulton, la cual consistié en la

utilizacion de verde de malaquita al 5 % y un calentamiento de la muestra sobre un portaobjetos
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hasta emitir vapores, después se lavo con agua y se cubrié con safranina al 0.5 % durante 30
segundos, posteriormente se lavd con agua y se dej6 secar a temperatura ambiente.
Posteriormente la laminilla se observd a 100 X para apreciar la morfologia caracteristica de las
levaduras y buscar la posible presencia de esporas. Esta tincion permite ver la forma vegetativa
de la levadura de color rojo y la forma esporulada de color verde (Mendoza, 2005).

Crecimiento en Agar Lisina

Este medio es utilizado para distinguir a las cepas del género Saccharomyces y no-
Saccharomyces, ya que las primeras no pueden desarrollar en un medio donde se tenga como
Unica fuente de carbono a la lisina.

El medio lisina se preparé afiadiendo 6.6 g del agar lisina (OXOID LTD) en 100 mL de
agua destilada previamente estéril mas 1 mL de lactato potasico al 50 % (Sigma-Aldrich), se
llevd a ebullicién hasta dilucion completa, se dejé enfriar a 50° C y se afiadié 0.1 mL de acido
lactico (OXOID LTD) por cada 100 mL de agua destilada para ajustar el pH 4.8 + 0.2. Las cepas
fueron sembradas por estria en placas y se incubaron a 30° C por 48 horas (Quincy Lab, inc.
Modelo 12-MOE), (Mas y col, 2002).

Identificacion de la Produccién de H,S

Para la determinacion de la produccion de H.S se inocul6 directamente mediante una asada el
agar Biggy (Agar 16g/L, Sulfito de Bismuto 5¢g/L, Glucosa 10g/L, Glicina 10g/L y Extracto de
levadura 1g/L). Este es un medio parcialmente selectivo para diferenciar cepas que producen
este acido, se utiliza principalmente para observar la produccion de H.S entre especies del
género Candida, Las especies de Candida reducen la sal de bismuto a bismuto y el sulfito a
sulfuro, mediante un proceso de reduccién de sustrato. El bismuto y el sulfuro se combinan en
un precipitado de color marrén a negro que tifie las colonias y puede difundirse en el medio. Asi
mismo, los compuestos de bismuto y azufre inhiben numerosas bacterias. (Beckton, Dickinson

and Company).
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Fermentaciéon de Carbohidratos

Para fines de este trabajo solo se evalud la fermentacion de carbohidratos para las
cepas H.S negativo Unicamente de la fase inicial y logaritmica. El fundamento de esta prueba
bioquimica se basa en la propiedad que tienen diferentes géneros de levadura para utilizar
ciertos azlUcares en condiciones anaeroObicas. Los carbohidratos utilizados fueron: glucosa,
maltosa, sacarosa, lactosa, galactosa, melibiosa, celobiosa, xilosa, rafinosa, trehalosa,
melecitosa, fructosa, inulina y almidén. La preparacién de carbohidratos se llevé a cabo
pesando 1 g de cada uno y disolviendo en 10 mL de agua destilada, se esterilizaron por
filtracion (millipore, 0.22 um), y se obtuvo 1 mL de esta solucién y se agreg6 a 9 mL del medio
de fermentacién caldo base TPY (Triptona 10 g/L, Peptona 5 g/L, Extracto de Levadura 2.5 g/L,
Tween 80 1 g/L, K:HPO,4 2 g/L, MgCl, 6H,0 0.5 g/L, ZnSO4 7H,O 0.25 g/L, CaCl, 0.15 g/L y
Cisteina-HCL 0.5 g/L), adicionado con purpura de Bromocresol como indicador a pH 7 para
llevar el carbohidrato a una concentracion final de 1 % (van der Walt y Yarrow, 1984).

Asi mismo, se tomd una colonia aislada y se inocul6 en 1mL de caldo YEPD vy se incubé
a 30° C por 48 horas (Quincy Lab, inc. Modelo 12-MOE). Una vez incubadas las cepas estas
fueron lavadas con solucion salina estéril realizando lavados y centrifugando a 4,000 rpm por 4
minutos, las veces que fueran necesarias para obtener un sobrenadante claro libre de medio
(dos o tres veces).

Para el medio de fermentacion se utilizé el caldo base TPY con carbohidrato y pdrpura
de Bromocresol a pH 7.0 como indicador. El estudio se realiz6 en placas ELISA, a cada pozo se
le agregaron 50 pL de cepa de levadura libre de medio YEPD previamente lavado adicionando
150 pL de caldo base TPY para cada uno de los carbohidratos, posteriormente se agregaron de
3 a 4 gotas de aceite mineral estéril y se incubaron a 30 ° C durante 48 horas (Zamora, 2006).
Esta determinacion se realiz6 por triplicado para cada cepa. Los resultados positivos fueron
observados por el vire de color del medio de purpura a amarillo a consecuencia de la
disminuciéon de pH. Para validar esta prueba se utilizaron cepas control de la Coleccién
Espafiola de Cepas Tipo las cuales se describen en la tabla 2. Asi mismo, durante el desarrollo
de la técnica se dejaron pozos con el caldo y el carbohidrato a probar sin inocular para verificar

gue no se ha contaminado previo a la inoculacion.
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Andlisis de Similitud Entre Cepas

Las caracteristicas bioquimicas evaluadas (produccién de H.S, crecimiento en lisina, y las
pruebas de fermentacion de carbohidratos) se analizaron en el Software BioNumerics. Los
resultados de las pruebas fueron clasificados como 0(-) y 1(+), y se construyé una matriz
simétrica. Se realiz6 el analisis de similitud de las cepas utilizando el coeficiente de Dice y se
elaboraron los agrupamientos, utilizando el método de matriz de distancias UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean). Obteniendo asi dendrogramas que
mostraron las semejanzas que existen a nivel de cepas (Pefia-Malvera y cols., 2010; Nufiez-
Coliny cols., 2011; Zamora, 2006).

Tabla 2. Cepas control utilizadas en este estudio

Clave Especie Origen
CECT 1891 Saccharomyces cerevisiae CECT
CECT 1940 Saccharomyces pastorianus CECT
CECT 1939 Saccharomyces paradoxus CECT
CECT 11039 Saccharomyces kluyveri CECT
CECT 10685 Schizosaccharomyces pombe  CECT
CECT 11406 Debaryomyces etchellsii CECT
CECT 1451 Dekkera bruxellensis CECT
CECT 11162 Dekkera anomala CECT
CECT 11885 Candida ethanolica CECT
CECT 11869 Candida intermedia CECT
CECT 1018 Kluyveromyces marxianus CECT
CECT 11202 Metschnikowia pulcherrima CECT
CECT 1112 Pichia anomala CECT
CECT 1456 Pichia guillermondi CECT
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Levaduras

De las tres fases de la fermentacion (tiempo 0, 1y 2) se aislaron en total 660 cepas de

las cuales 15 cepas correspondieron a bacterias y 645 cepas a levaduras.

Morfologia Colonial

Las diferentes morfologias observadas en la fase inicial, logaritmica y estacionaria, se observan

en las Tablas 3, 4y 5, en cada fase se observaron las caracteristicas coloniales de 220 cepas.

En la Figura 6 se puede observar una foto de las morfologias.

Tabla 3: Morfologias coloniales observadas en la fase inicial.

Forma Bordes Elevacién Superficie Consistencia Efecto de Otros
luz
puntiforme ondulada convexa lisa cremosa brillante blanco (borde)
y rosa claro
(centro)
circular ondulada convexa lisa cremosa brillante rosa fuerte.
puntiforme ondulada plana lisa cremosa brillante amarillo claro.
circular lobulada convexa lisa cremosa brillante blanca (centro)
café claro
(borde)
circular entero convexa lisa cremosa brillante blanca
puntiforme entero plana lisa cremosa brillante blanca
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Tabla 4: Morfologias coloniales observadas en la fase logaritmica.

Forma Bordes Elevacion Superficie Consistencia Efecto de Otros
luz
circular ondulada convexa lisa cremosa brillante café claro.
circular ondulada plana lisa cremosa brillante rosa claro.
circular ondulada elevada lisa cremosa brillante blanca con
elevacion
central.
Tabla 5: Morfologias coloniales observadas en la fase estacionaria.
Forma Bordes  Elevacion Superficie  Consistencia Efecto de luz Otros
circular entera convexa lisa cremosa brillante crema, tamano
mediano.
circular entera convexa lisa cremosa opaca blanco-
transparente.
circular entera plana lisa cremosa brillante blanca, tamano
mediana.
circular entera plana lisa cremosa brillante marron, tamano
mediano.
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Figura 6. Morfologias coloniales observadas en medio PDA.

Morfologia Microscépica

Durante las fases de la fermentacion mediante la tincion Shaeffer-Fulton se observaron células
color rojo, con forma fusiforme, de tamafio mediano, piriforme, redondas de tamafio grande,
redondas de tamafio mediano, y ovaladas de tamafio mediano, caracteristicas similares a las ya
reportadas para fermentaciones alcohodlicas. En la Figura 7 se pueden apreciar algunas
morfologias microscoépicas, las cuales coinciden con lo reportado en la bibliografia, la mayoria
de las cepas presenta dentro de su morfologia microscopica las gemas caracteristicas del tipo
usual de reproduccion de levaduras la gemacion (Mesas y Alegre, 1999).
Asi mismo, mediante esta técnica se pudo observar que de las 660 cepas algunas no
correspondian a levaduras y se trataba de bacterias (15 cepas). También se observé que algun-
as células se reprodujeron sexualmente segun lo describe Madigan y col. (2000) ya que se
observaron ascosporas en las cepas procedentes de la uva Tempranillo durante la fase inicial y
logaritmica asi como también en las cepas correspondientes a Petit Verdot y Toriga durante la
misma fase.

Se observdé que al inicio de la fermentacion alcohdlica hubo mayor variedad de
morfologias que conforme transcurria la fermentacion, lo cual concuerda con la bibliografia, ya
que ha sido reportado que la cantidad de especies es restringida en fermentaciones
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espontaneas, porque no todas las especies de levaduras son capaces de resistir las
condiciones adversas que va presentando el mosto como el aumento de etanol, alcoholes
superiores, toxinas asi como también el bajo pH (Querol y col, 1994; Pretorius, 2000; Romano y
col, 2003).

Figura 7. Morfologia microscopica observada durante la fermentacion alcoholica.

Crecimiento en Agar Lisina

En la Figura 8 observamos un ejemplo del desarrollo positivo y negativo en el medio lisina. En la
fase inicial se observd que 204 cepas lograron desarrollar en el medio lisina por lo que se
sospecha de cepas de los géneros no-Saccharomyces mientras que 13 cepas no desarrollaron,
indicando posiblemente cepas Saccharomyces, en la fase logaritmica 28 cepas no desarrollaron
y 190 cepas si desarrollaron y finalmente en la fase estacionaria 76 cepas no desarrollaron y
134 si lograron desarrollar (Figura 9). Cabe recordar que este medio es utilizado para distinguir
a las cepas del género Saccharomyces y no-Saccharomyces, ya que las primeras no pueden
crecer en un medio donde se tenga como Unica fuente de carbono una lisina (Mas y col., 2002).
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Sin embargo, en trabajo anteriores en el laboratorio de Microbiologia Molecular se ha observado
que existen cepas tanto Saccharomyces que son capaces de crecer en este medio y cepas de
no-Saccharomyces que no crecen, segun la identificacion fenotipica y molecular realizada a
cepas aisladas de fermentaciones naturales durante el proceso de fermentacion del bacanora
(Zamora-Quifionez, 2006; Alvarez-Ainza, 2006).

Figura 8. Ausencia y presencia de crecimiento en agar Lisina por diferentes cepas de levaduras

aisladas de uva.

La cantidad de levaduras del género Saccharomyces aumentd conforme la
fermentacion avanzaba, éstas no lograron reemplazar a las no-Saccharomyces por lo que se
puede inferir la existencia de otros géneros como Kloeckera, Candida, Kluyveromyces y
Torulaspora ya que son levaduras que algunos estudios realizados han mostrado que son las
gue tienen la capacidad de sobrevivir a lo largo de la fermentacion, esto concuerda con
hallazgos para la bebida tequila donde se observé que especies de Kloeckera eran las
responsables de fermentaciones en éste producto (Diaz-Montafio y col., 2008). Ademas de que
se ha observado que algunas de estas especies de no-Saccharomyces contribuyen en el
proceso de fermentacién produciendo aromas agradables para las bebidas como el vino o
tequila, ya que estas especies sobreviven mas de lo que se pensaba inicialmente (Fleet y col.,
1984; Diaz-Montafio y col., 2008; Alvarez-Ainza, 2011).
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Figura 9. Cepas de Saccharomyces y no-Saccharomyces encontradas en las diferentes fases

de fermentacion.

Identificacién de Produccién de H,S

Mediante siembra por estria en medio Biggy se evalu6 la produccion de H.S. Las
cepas positivas a produccion de H,S fueron 153, mientras que 64 fueron negativas en la fase
inicial, en la fase logaritmica 137 cepas fueron positivas y 81 fueron negativas, por ultimo en la
fase estacionaria 140 fueron positivas y 70 fueron negativas. Con estos resultados podemos
decir que més del 50 % de las cepas en las tres fases de la fermentacion producen acido
sulfhidrico. En la figura 10 observamos un ejemplo positivo y negativo de la produccién de acido
sulfhidrico Mientras que en la figura 11 observamos el gréfico de las cepas positivas y negativas

a produccion de H,S.
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Figura 10. Ausencia y presencia (color marrén) de H.S en medio BiGGY.
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Figura 11. Cepas positivas y negativas a produccion de H.S encontradas en las tres fases de
fermentacion.

El acido sulfhidrico y los compuestos azufrados causan aromas desagradables del

vino, esta formacion de compuestos se dan por enzimas y la biosintesis de aminoacidos
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azufrados, por lo tanto no es recomendable la seleccion de cepas que presentan elevada
produccion de estos compuestos y deben ser descartadas (Torija, 2002; Jolly y col, 2003).

Fermentacion de carbohidratos

Para fines de este trabajo sélo se realizd el perfil de carbohidratos de las cepas que dieron
negativa la prueba de H,S en la fase inicial y logaritmica, es decir 64 cepas de la fase inicial y
81 cepas de la fase logaritmica. Hay que recordar que las cepas que producen el acido
sulfihidrico no son enolégicamente deseables.

En la fase inicial 54 de ellas fermentaron glucosa, 43 galactosa, 37 maltosa, 43
sacarosa, 24 trehalosa, 12 melobiosa, 36 Lactosa, 19 celobiosa, 22 melecitosa, 23 rafinosa, 43
fructosa, 20 Inulina 'y 26 xilosa.

De nuestras 81 cepas negativas a produccién de acido durante la fase logaritmica, 68
de ellas fermentaron glucosa, 18 galactosa, 26 maltosa, 65 sacarosa, 25 trehalosa, 2
melobiosa, 29 lactosa, 1 celobiosa , 20 rafinosa, 49 fructosa, 15 Inulinay 1 Xilosa.

Después de glucosa, los carbohidratos mas utilizados por las levaduras del tiempo 0
fueron galactosa, sacarosa y fructosa. EI menos utilizado fue melibiosa y el almidén no fue
utilizado por ninguna levadura. Después de glucosa, el segundo carbohidrato mas utilizado por
las levaduras del tiempo 1 fue sacarosa. Los menos utilizados fueron celobiosa y xilosa.
melecitosa y almidén no fueron utilizados.

Como se puede observar se encontré una gran diversidad de cepas ya que la
utilizaciéon de los carbohidratos por parte de las cepas evaluadas fue muy variable, lo cual es
muy comun en las fermentaciones espontaneas, donde al inicio la poblacién es muy diversa y
ésta se va restringiendo conforme avanza la fermentacion alcohdlica (Querol y cols., 2003). Asi
mismo, se puede observar que existen cepas de interés biotecnolégico para otros tipos de
productos diferentes al vino, como aquellas cepas que utilizan la inulina, en dado momento se
pueden utilizar para la fermentacion de bebidas procedentes de agave como el bacanora o
aguellas cepas que utilizan la xilosa, ya que las levaduras al fermentar la xilosa producen un

edulcorante muy potente actualmente de gran interés comercial, el xilitol.

47



Andlisis de similitud entre las cepas

Para obtener el porcentaje de similitud entre las especies y cepas de levaduras, las
caracteristicas bioquimicas evaluadas (produccién de H.S, crecimiento en lisina, y las pruebas
de fermentacion de carbohidratos) se analizaron en el Software BioNumerics. Los resultados de
las pruebas fueron clasificados como 0 (-) y 1 (+), y se construyé una matriz simétrica. Se
realizé el analisis de similitud de las cepas utilizando el coeficiente de Dice y se elaboraron los
agrupamientos, utilizando el método de matriz de distancias UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Mean).

El UPGMA es el método de reconstruccion filogenética mas sencillo de todos, fue
desarrollado para construir fenogramas (dendrogramas) taxonémicos, es decir, arboles que
reflejaran las similitudes fenotipicas o genotipicas entre los OTUs (unidades taxondmicas
operacionales, es decir cada una de las colonias aisladas en este caso), obteniendo asi
dendrogramas que mostraron las semejanzas que existen a nivel de cepas (Zamora-Quifionez,
2006). Los dendrogramas permiten observar los agrupamientos entre las cepas en base a sus
semejanzas, entre mas semejantes son las caracteristicas que se estan analizando, mas
cercanas son las cepas y eso lo podemos observar mediante el porcentaje de similitud
(Abrahamovich y Alpii, 2014).

En la Figura 12 se muestra el dendrograma del tiempo 0 en donde se encontraron 63
perfiles diferentes. Se observa un agrupamiento con 46 % de similitud donde se observa que
sus caracteristicas fenotipicas difieren bastante de los demas grupos. Se observé un grupo con
52 % de similitud incluyendo a una cepa control de Kluyveromyces marxianus (CECT).

Otro grupo de 67 % de similitud conteniendo las variedades de Merlot, Cabernet
Sauvignon, Malbec, Mourvedre, Tempranillo, Petit Verdot, Syrah y controles como
Saccharomyces sp., Pichia sp., Candida sp., y Kluyveromyces sp. Por ultimo, encontramos un
grupo de cepas con un 86 % de similitud entre ellas que incluye las variedades de Petit Verdot y
Malbec. Asi mismo, se observaron similitudes del 100 % entre cepas de diferentes tiempos y de
procedentes de diferentes variedades de uva.

En el andlisis del tiempo 1 se pudo observar un grupo con una similitud de un 66 % de
un grupo de levaduras que incluye las variedades Merlot, Mourvedre, Syrah, Grenache,
Marssanne y Malbec. Dentro de este grupo se tienen cinco grupos con similitud del 100 % que

incluyen las variedades de Merlot, Malbec, Grenache, Marssanne, Syrah y Mourvedre.
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Dice (> SO%MEAN)
FENOTIPICO FENOTIPICO

GALACTOSA
MELIZITOSA
RAFINOSA
FRUCTOSA

<
&
o
2
9
o
8

GLUCOSA
MALTOSA
SACAROSA
TREALOSA
MELIBIOSA
LACTOSA
INULINA
ALMIDON
XILOSA

Candida ethanolica CECT 11885
Il Dekierabruseliensis CECT 1451
[ ] sv43 TIEMPO 0
[ ] sva4 TIEMPO 0
[ ] Sv49 TIEMPO 0
[ ] SY59 TIEMPO 0
ML39 TIEMPO 0
ML40 TIEMPO 0
Il Dekiera brusellensis CECT 1010
ME100 TIEMPO 0
MU111 TIEMPO 0
Cs129 TIEMPO 0
CS130 TIEMPO 0
MU113 TIEMPO 0
MU112 TIEMPO 0
[ ] Il candidaintermedia CECT 11869
[ ] | A TIEMPO 0
[ ] Kloyveromyces marxianus CECT 1018
[ ] | TIEMPO 0
[ ] sv46 TIEMPO 0
[ ] v TIEMPO 0
[ ] v TIEMPO 0
[ ] W s TIEMPO 0
[ ] ML37 TIEMPO 0
[ ] TE216 TIEMPO 0
[ ] N v TIEMPO 0
TE201 TIEMPO 0
[ ] svs3 TIEMPO 0
[ ] M s TIEMPO 0
ML34 TIEMPO 0
ML35 TIEMPO 0
Il «oyveromyces lactis CECT 11394
Pichi guilermondi CECT 1456
Saccharomyces kloyveri CECT 11039
M ve TIEMPO 0
ML33 TIEMPO 0
Il Fichia anomala CECT 1112
I saccharomyces paradorus CECT 1939
Il saccharomyces pastorianos CECT 1940
[ | SY50 TIEMPO 0
H B Svs4 TIEMPO 0
[ ] MES6 TIEMPO 0
[ ] svag TIEMPO 0
[ ] ME99 TIEMPO 0
[ ] | ] ME98 TIEMPO 0
[ ] | ] ML36 TIEMPO 0
[ ] | ] svar TIEMPO 0
TE203 TIEMPO 0
TE205 TIEMPO 0
Saccharomyces cerevisiae CECT 1891
PV16 TIEMPO 0
PV19 TIEMPO 0
PV13 TIEMPO 0
PV17 TIEMPO 0
PVI8 TIEMPO 0
ML30 TIEMPO 0
pvi0 TIEMPO 0
PV14 TIEMPO 0
PV20 TIEMPO 0
PV6 TIEMPO 0
PV1l TIEMPO 0
PV12 TIEMPO 0
PV7 TIEMPO 0
PVO TIEMPO 0
PV8 TIEMPO 0
Debaryomyces etchellsii CECT 11406
Metschnikowia pulcherrima CECT 11202
Dekkera anomala CECT 11162
PV3 TIEMPO 0
Y56 TIEMPO 0
svs7 TIEMPO 0
Y58 TIEMPO 0
MESS TIEMPO 0
Y60 TIEMPO 0
TO66 TIEMPO 0
ML23 TIEMPO 0
Schizosaccharomyces pombe  CECT 10685
ML21 TIEMPO 0
svas TIEMPO 0

Figura 12. Dendrograma de perfil de carbohidratos de la fase inicial.
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Otro grupo importante es el de 74 % de similitud conteniendo las variedades de
Marssanne, Malbec, Mourvedre y Roussanne. Dentro de este grupo tenemos cuatro grupos
con similitud del 100 % con variedades como Mourvedre, Malbec, Syrah, Grenache y
Roussanne. En la figura 13 se muestran los 66 perfiles diferentes encontrados para las cepas
aisladas en el tiempo 1.

Se realizé también un tercer andlisis (Figura 14) donde se incluyen todas las cepas
evaluadas es decir tanto de la fase inicial como la logaritmica, donde se observé a pequefios
grupos de cepas mezcladas con variedades de uva distintas y tiempos diferentes con una
similitud del 100 % (27 grupos), lo que nos indica que la misma especie o cepa de levadura
probablemente esta persistiendo durante el curso de la fermentacion y la observamos en
diferentes variedades de uva, como lo observé Zamora-Quifionez (2006), en sus aislamientos e
identificacion de levaduras provenientes de la fermentacién de bacanora, donde se identificé y
caracterizaron a cepas nativas aisladas de diferentes zonas de produccién. Los grupos con 100
% de similitud constaron de dos a ocho cepas, tanto de diferentes variedades como diferentes
tiempo y combinacion de estos. Con estos resultados se puede inferir que el mismo género de
una levadura se puede encontrar no solo en diferente tiempo de la fermentacion, sino también
en diferente variedad de uva.

Se puede observar que las cepas o sus caracteristicas no son dependientes en su
totalidad de la variedad de uva de donde se aisld, asi mismo, podemos observar que algunas
cepas comparten caracteristicas de similitud con los controles utilizados, sin embargo ninguna
cepa de las aisladas coincidi6 al 100 % de similitud con las cepas control en las caracteristicas
analizadas.

Estos hallazgos concuerdan con Zamora-Quifionez (2006) y no es de extrafiar ya que
las cepas control provienen de una coleccién Europea por lo que se trata de cepas diferentes a
las locales del municipio de Cananea, Zamora-Quifionez (2006) no encontré alta coincidencia
entre las cepas de la CECT y sus cepas nativas.

Asi mismo, tampoco podemos determinar que especies 0 cepas de levaduras son, ya
que por estudios previos realizados por Zamora-Quifionez, 2006 y Alvarez-Ainza, 2006 en el
laboratorio de Microbiologia Molecular dirigidos por la Dra. Evelia Acedo, se tiene la experiencia
de que una identificacion fenotipica no siempre coincide con la real y se tienen que realizar

estudios de identificacion gendmica.
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CELOBIOSA
MELIZITOS

[ |
[ |
M N N N N N A FINOSA

INULINA

N I I A U TOSA

ALMIDON

[ [ ]
N O I A .05+

Kloyveromyces lactis
Pichi guillermondii

Saccharomyces pastorian.
Saccharomyces kloyveri

Pichia anomala

Saccharomyces paradorus

Candida intermedia

Kloyveromyces marxianus
Saccharomyces cerevisiae

MU110 T1
MU114 T1
MU115 T1
SY42T1
ML33 T1
SY59 T1
SY60 T1
ML25 T1
RO147 T1
RO144 T1
MAR163 T1
MU104 T1
MU111 T1
ML24 T1
ML39 T1
ML40 T1
Dekkera bruxellensis
ME93 T1
RO143 T1
SY48 T1
RO148 T1
GR196 T1
MAR162 T1
ML22 T1
RO145T1
ML29 T1
ML34 T1
ME 90 T1
ME83 T1
ME84 T1
ML23 T1
ML30 T1
ML38 T1
MES89 T1
ME95 T1
ME96 T1
ME97 T1

CECT 11394
CECT 1456
CECT 1940
CECT 11039
CECT 1112
CECT 1939
CECT 11869
CECT 1018
CECT 1891
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
CECT 1010
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
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ME97 T1
ME98 T1
MAR164 T1
ME100 T1
ME87 T1
MES88 T1
ME91 T1
ME92 T1
ME94 T1
MU109 T1
GR193 T1
MAR161 T1
SY41T1
ML31 T1
ML32 T1
ML35 T1
SY46 T1
ME81 T1
ME82 T1
MES86 T1
MU116 T1
MES85 T1
SY47 T1
SY53 T1
RO149 T1
RO155 T1
RO152 T1
RO150 T1
RO157 T1
RO151 T1
GR194 T1
PV6 T1
. Debaryomyces etchellsii
l Dekkera anomala
l Schizosaccharomyces po.
MAR170 T1
RO142 T1
GR190 T1
RO159 T1
g vin
GR189 T1
RO160 T1
GR191 T1
GR192 T1
RO158 T1
RO154 T1
GR195T1
MU112 T1
Candida ethanolica
l Dekkera bruxellensis

v v

TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
TIEMPO 1
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Figura 13. Dendrograma del perfil de carbohidratos de la fase logaritmica.
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En dichos trabajos Zamora-Quifiones describié la identificacién fenotipica de cepas
aisladas de diferentes municipios donde se produce bacanora donde observé cepas con el
mismo porcentaje de similitud entre los municipios que analizé pero también una alta
variabilidad bioquimica lo que provocé la observacion de dendrogramas complejos, lo que
también se observa en los resultados de este trabajo por las mismas razones. Ademas dicha
identificacion no coincidio con la identificacion molecular realizada por Alvarez-Ainza en el 2006
de las mismas cepas. Se ha observado también esto en otros productos como jugos de naranja
donde la identificacién fenotipica no coincide con la molecular, el estudio de Covadonga y col.
(2002) compara diferentes métodos de identificacién fenotipica donde observan que no todos
los métodos fenotipicos coinciden con la identificacion genémica y ademas en algunos casos no
es posible determinar que especie es con los métodos fenotipicos, como son los métodos
comerciales rapidos o sistemas API.

Sin embargo, debido a lo anterior se buscé en la bibliografia asi como bases de datos,
publicaciones de perfiles de cepas de lavaduras, donde se mostraran las caracteristicas que en
este trabajo se evaluaron, en particular se buscaron cepas que frecuentemente se observan en
fermentaciones espontaneas. Una vez localizados algunos perfiles de cepas en la bibliografia y
bases de datos estos se introdujeron y analizaron en software BioNumerics para poder
determinar si existia similitud entre las cepas descritas en la bibliografia, asi mismo en este
analisis se analizaron perfiles de cepas aisladas por Zamora-Quifionez (2006) y Alvarez-Ainza
(2006). Los perfiles localizados se muestran en la Tabla 6, donde se observan perfiles
obtenidos de Zamora-Quifionez, 2006, de la bases de datos CBS: Knaw Collections y V&E:

http://wineserver.ucdavis.edu/.

La Figura 15 muestra el andlisis realizado entre las cepas aisladas en este estudio y
las encontradas en la bibliografia asi como las aisladas e identificadas por Zamora-Quifionez
(2006). El dendrograma muestra que hay agrupaciones con un 90 % de similitud entre las cepas
aisladas de uva con la especie de Kluyveromyces marxianus aisladas e identificada por
Zamora-Quifionez (2006). También observamos un grupo con 100 % de similitud con la especie
de Hansenula polymorpha (V&E), asi como, una agrupacion con alrededor un 80 % de similitud

con cepas del género Pichia al igual que una agrupacion con Saccharomyces cerevisiae.

56



Tabla 6. Perfiles fenotipicos de cepas descritas en otros trabajos

Especie

Saccharomyces
cerevisiae
Kluyveromyces
marxianus
Pichia guillermondii

Pichia farinosa

Schizosaccharomyces
pombe
Rhodotorula sp.

Hansenula polymorpha
Dekkera anémala
Debaryomyces etchellsii
Kluyveromyces lactis
Metschnikowia
pulcherrima
Saccharomyces
paradoxus
Saccharomyces
pastorianus
Candida blankii
Torulaspora delbrueckii

Carbohidrato

Fuente

12 3 456789 10 11

13

14

Zamora,
2006

Zamora,
2006

Zamora,
2006
Zamora,
2006
Zamora,
2006

Zamora,
2006
V&E

V&E
CBS
CBS
CBS

CBS

CBS

CBS
CBS

1: glucosa, 2: galactosa, 3: maltosa, 4: sacarosa, 5: trehalosa, 6: melibiosa, 7: lactosa, 8:

celobiosa: 9, melecitosa 10: rafinosa, 11: fructosa, 12: inulina, 13: almidén: 14: xilosa. CBS:

Knaw Collections, V&E:

http://wineserver.ucdavis.edu/.
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Figura 15. Dendrograma de cepas aisladas de tiempo O y 1 con cepas encontradas en la

bibliografia (CBS: Knaw Collections, V&E: http://wineserver.ucdavis.edu/).
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CONCLUSIONES

Se lograron aislar un total de 660 cepas de las 11 variedades de uva.
Se observaron colonias caracteristicas de levaduras.

Al realizar la observacién microscépica de cada aislamiento se encontré que 645 cepas
correspondian a levaduras y las cepas restantes correspondian a bacterias. La morfologia de

estas levaduras fue de forma circular y fusiforme.

Se diferenciaron 117 cepas del género Saccharomyces y 528 no-Saccharomyces, por lo
que podemos concluir que las cepas Saccharomyces no lograron reemplazar a las no-
Saccharomyces en las etapas finales de la fermentaciébn y sospecha de géneros como

Kloeckera sp., Candida sp., Kluyveromyces sp., Torulaspora sp., entre otros.

Mas del 50 % de las cepas produjeron 4cido sulfhidrico, 430 cepas producen el H,S y

s6lo 215 no lo produjeron.

Los carbohidratos més utilizados por las levaduras en la fase inicial y logaritmica fueron

la glucosa, sacarosa y fructosa, donde se observaron 112 perfiles diferentes.

No se encontraron similitudes con las cepas control de la Coleccion Espafiola de Cepas

tipo en el andlisis de similitud con las cepas asiladas en este estudio.

En el andlisis de similitud entre las cepas aisladas y las encontradas en la bibliografia
muestra altos porentajes de similitude entre Hansenula polymorpha (100 %), Kluyveromyces

marxianus (90 %) y Pichia guillermondii y Sacchamyces cerevisiae (80 %).
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar una caracterizacion molecular de las especies aisladas para
conocer con exactitud el género y especie de estas y asi crear una base de datos que
serd de suma importancia para conocer las levaduras nativas que se desarrollan en las
diferentes variedades de la region.

2. Debido que en este trabajo solo se realizaron algunas pruebas de caracterizacion

fenotipica es necesario la evaluacion de pruebas Enoldgicas.
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