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RESUMEN 

 

En el proceso de vinificación, la optimización en la obtención de color y en la 

producción de buenos aromas constituye un área clave en la elaboración de vinos 

tintos de calidad.  

En dicho proceso intervienen una serie de variables, que van desde el viñedo hasta la 

bodega, donde  la fermentación alcohólica llevada a cabo por las levaduras juega un 

rol importante. Durante la fermentación alcohólica, las levaduras transforman los 

azúcares del mosto en etanol y anhídrido carbónico como principales compuestos, 

pero además sintetizan o modifican una gran diversidad de compuestos aromáticos y 

polifenólicos de la uva, que a pesar de estar en muy baja concentración, son los 

compuestos claves que determinan en buena medida la calidad de un vino.  

Algunas de las consecuencias de la interacción de las levaduras con el mosto son la  

producción de pigmentos derivados de antocianos, los cuales son muy estables e 

intensamente coloreados al pH del vino,  la modificación de compuestos aromáticas 

varietales y  la producción de aromas fermentativos. 

Basados en la existencia de una gran biodiversidad dentro del grupo de levaduras no-

Saccharomyces, en el presente trabajo de tesis, se realizó la selección y caracterización 

de cepas nativas no-Saccharomyces, provenientes de uvas de diferentes viñedos del 

Uruguay.  

Como producto del trabajo de caracterización y selecciones continuadas de las 

mejores cepas, fue posible seleccionar en primera instancia en base a parámetros de 

color, polifenoles y capacida fermentativa, a 6 cepas no-Saccharomyces. Se estudiaron 

las modificaciones producidas por las mismas en el color y en los aromas, a nivel de 

laboratorio en un medio símil mosto Tannat. 

A partir de los resultados obtenidos con las microvinificaciones, se seleccionó una cepa 

Hanseniaspora vineae para realizar ensayos a mayor escala, con la propia uva Tannat, 

en las instalaciones de dos bodegas nacionales elaboradoras de vinos de calidad.  

Entre los resultados obtenidos, se destacan los siguientes: 
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1) Caracterización a nivel de color y polifenoles de 49 cepas no-Saccharomyces 

autóctonas del Uruguay, pertenecientes a diversos géneros y especies. 

2) Se determinó para seis  cepas no-Saccharomyces seleccionadas,  la formación 

de compuestos derivados de antocianos, lo que puso de manifiesto la 

importancia de este grupo de  levaduras en la mediación del fenómeno de 

estabilización y/o mejora del color en los vinos tintos.  

3) Se demostró que la formación de estos derivados de antocianos es 

dependiente de la cepa, siendo mayor para la cepa Saccharomyces cerevisiae  

que para el resto de las cepas no-Saccharomyces.  

4) Se demostró el impacto de las diferentes levaduras sobre los compuestos 

aromáticos, produciendo la levadura Hanseniaspora vineae T02/05F, las 

concentraciones más elevadas de acetatos y ésteres etílicos, y la cepa 

Saccharomyces cerevisiae 882 (utilizada como control de la vinificación 

convencional), produjo en la mayoría de las vinificaciones un incremento de  los 

alcoholes, ácidos, isoácidos y fenoles varietales. 

5) Se constató la utilidad de la cepa Hanseniaspora vineae T02/05F, en las 

condiciones reales de vinificación,  para la elaboración de vinos de alta calidad, 

los cuáles además de aumentar la diversidad de compuestos coloreados y 

aromáticos, se diferenciaron de los vinos elaborados con los tratamientos 

convencionales. 

 

En resumen, los resultados obtenidos pusieron de relevancia la contribución de las 

levaduras no-Saccharomyces como precursores de diversidad en la vinificación, ya sea 

en la preservación y/o aumento del color, así como en el aporte a la complejidad 

aromática y sensorial de los vinos Tannat elaborados.  

La formación de los derivados de antocianos identificados en este trabajo, y la 

contribución aromática y sensorial puesta de manifiesto en algunos compuestos cuyas 

concentraciones fueron mayores al umbral de percepción, constituyen importantes 

caracteres  de selectividad para cepas de vinos tintos no convencionales. 
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CAPÍTULO IV 

Materiales y Métodos 

 

1- Cepas Nativas no-Saccharomyces 

 

 Origen y antecedentes de las cepas utilizadas 
Las cepas estudiadas en este trabajo de tesis, forman parte de la colección de cepas de 

la Sección Enología de Facultad de Química y las mismas provienen de aislamientos a 

partir de uva o  de mostos en fermentación de vendimias comprendidas entre los años 

2000-2010. La nomenclatura de las cepas utilizadas posee  el siguiente formato: 

La primera letra corresponde a la variedad de la uva de procedencia (Tabla 4.1), luego 

le siguen los dos últimos números del año de cosecha, seguido del número secuencial 

del aislamiento de cada año y finalmente la letra G, si corresponde a una aislamiento a 

partir de uva (grape), o F si es a partir de mosto en fermentación.   

 

Variedad Letra asignada 

Merlot M 

Tannat T 

Cabernet Sauvignon C 

Tempranillo TE 

Cabernet Franc CF 

Pinot Noir PN 

Petit Verdot PV 

Arirarnoa A 

Sauvignon blanc SB 

Chardonnay CH 

Chavaniasco CHV 

Moscatel Miel MM 

Tabla 4.1- Abreviatura de las diferentes variedades de uvas, a partir de las cuáles se 
realizaron los diferentes asilamientos. Estas conforman el primer carácter de la  
nomenclatura de las cepas  nativas utilizadas.  
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En este trabajo de tesis se utilizaron un total de 49 cepas no-Saccharomyces 

distribuidas de la siguiente manera: 17  cepas pertenecientes a la especie 

Metschnikowia pulcherrima, 12 cepas Hanseniapora uvarum,  3  cepas Hanseniaspora 

vineae, 1 cepa Hanseniaspora guillermondii, 4 cepas Hanseniapora opuntiae, 2 

Hanseniapora clermontiae, 5 cepas Candida zemplinina, 1 cepa Candida railinensis, 1 

cepa Candida shetae, 1 cepa Torulaspora delbrueckii y 2 cepas Issatchenkia terricola. 

En las tablas siguientes (Tabla 4.2, 4.3 y 4.4), se presentan los datos de las diferentes 

cepas respecto a año de aislamiento, variedad de uva, zona geográfica del viñedo,  y 

actividad enzimática β-glicosidasa a pH 6 y pH 4. 
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Tabla 4.2- Cepas pertenecientes al género Metschnikowia. (+) actividad β-glucosidasa baja, 
(++) actividad β-glucosidasa media, (+++) actividad β-glucosidasa alta y (-) no se detectó 
actividad β-glucosidasa. 

Cepas

Año 

Aislamiento

Variedad 

de Uva

Zona 

geográfica

β-gluc.     

pH 6

β-gluc.     

pH 4

M. pulcherrima

M00/09G 2000 Merlot Santa Lucia  (+) (+)

MM00/19G 2000 Mosc Miel Las violetas  (++) (+ -)

T00/23G 2000 Tannat Las violetas  (+++)   (+-)

SB00/03G 2000 Sauv. Blanc Las violetas  (++) (+)

M00/08G 2000 Merlot Santa Lucia  (+) (+)

T00/21G 2000 Tannat Las violetas  (+++) (+)

M03/25G 2003 Merlot Las Violetas (+++) (+++)

T03/10G 2003 Tannat Las Violetas (+) (-)

CH03/29G 2003 Chardonnay Las Violetas (+) (+)

T03/28G 2003 Tannat Las Violetas (+) (-)

A03/19G 2003 Arinarnoa Las Violetas (+) (-)

M03/02G 2003 Merlot Las Violetas (+) (+)

CH03/08G 2003 Chardonnay Las Violetas (+) (+)

M03/26G 2003 Merlot Las Violetas  (+ +) (-)

PV03/16G 2003 Petit Verdot Las Violetas (+) (+)

PV03/18G 2003 Petit Verdot Las Violetas (+) (+)

M. fructicola

T00/25G 2000 Tannat Las violetas  (+++) (+)
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Tabla 4.3- Cepas del género Hanseniaspora. (+) actividad β-glucosidasa baja, (++) actividad β-
glucosidasa media, (+++) actividad β-glucosidasa alta y (-) no se detectó actividad β-
glucosidasa. 

 

 

Cepas

Año 

Aislamiento

Variedad 

de Uva

Zona 

geográfica

β-gluc.     

pH 6

β-gluc.     

pH 4

H. uvarum

T06/05G 2006 Tannat Melilla ( +) (-)

C06/30G 2006 Cab Sauv Las Violetas

T06/13G 2006 Tannat Melilla (+) (-)

T06/04G 2006 Tannat Melilla (+) (-)

C06/27G 2006 Cab Sauv Las Violetas (+) (-)

C06/35G 2006 Cab Sauv Las Violetas (+) (-)

CF10/33G 2010 Cab Franc Las Violetas (++) (-)

PV10/67F 2010 Petit Verdot Las Violetas (++) (-)

C10/49F 2010 Cab Sauv Las Violetas (++) (-)

C10/47F 2010 Cab Sauv Las Violetas (++) (-)

PV10/71F 2010 Petit Verdot Las Violetas (++) (-)

C10/57F 2010 Cab Sauv Las Violetas (-) (-)

H. vineae

T02/5F 2002 Tannat Las Violetas (+++) (-)

T02/19F 2002 Tannat La Paz/La Puebla (+++) (-)

T02/25F 2002 Tannat Progreso (+++) (-)

H. guillermondi

T06/09G 2006 Tannat La Paz (+) (-)

H. opuntiae 

T06/19G 2006 Tannat Melilla (+) (-)

T06/01G 2006 Tannat La Paz (+) (-)

T06/12G 2006 Tannat Melilla (+) (-)

CF10/38F 2010 Cab Franc Las Violetas (+++) (-)

H. clermontiae 

C10/54F 2010 Cab Sauv Las Violetas (++) (-)

A10/82F 2010 Arrinarnoa Las Violetas (++) (-)
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Tabla 4.4- Cepas del género Candida e Issatchenkia (nd: no determinada). (+) actividad β-
glucosidasa baja, (++) actividad β-glucosidasa media, (+++) actividad β-glucosidasa alta y (-) 
no se detectó actividad β-glucosidasa. 
 

Las cepas Candida shetae y Torulaspora delbrueckii no se presentan en las tablas 

anteriores, ya que en ambos casos se trata de cepas que no son nativas de nuestro 

país. Ambas pertenecen a la colección del Instituto Stab Vida de Portugal. 

Como control se utilizó la cepa Saccharomyces cerevisiae 882, perteneciente a la 

colección de la Sección Enología, que fuera previamente seleccionada por mejorar el 

color de los vinos Tannat (Medina, 2006). 

 

2- Levaduras comerciales de uso enológico 
Las cepas comerciales utilizadas para las fermentaciones a escala piloto en este trabajo 

fueron:  

- Saccharomyces cerevisiae ALG 804 y ALG 111, de la empresa Oenobrands 

- Torulaspora delbrueckii, de la empresa Lallemand (Ficha Técnica Lallemand, 

2014) 

3- Medios de cultivo 
 

Cepas 
Año 

Aislamiento

Variedad 

de Uva 
Zona 

geográfica 
β -gluc.     

pH 6

β-gluc.     

pH 4

C. zemplinina

T06/11G 2006 Tannat Melilla (-) (-) 

T06/20G 2006 Tannat Melilla (-) (-) 

T06/14G 2006 Tannat Las Brujas (-) (-) 

T06/08G 2006 Tannat La Paz (-) (-) 

C10/46F 2010 Cab Sauv Las Violetas (-) (-) 

C. railenensis 
T00/22G 2000 Tannat Las violetas (+) (-) 

I. terricola 
C10/58F 2010 Cab Sauv Las Violetas (-) (-) 

06/21G 2006 nd nd (+) (+) 
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Medio diferencial 
Las muestras extraídas durante la fermentación alcohólica, se sembraron en medio de 

cultivo diferencial WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient Agar) (Pallmann et al. 2001, 

Cavazza et al. 1992, Green y Gray 1950). Este medio de cultivo ha sido desarrollado 

como diferencial para la industria, ya que permite encontrar rápidamente diferencias 

entre especies por la morfología de las colonias de acuerdo a color, forma, tamaño, 

textura, brillo y consistencia. Este medio de cultivo ha sido aplicado para estudios en 

cervecería, así como en vinificaciones, para diferenciar cepas nativas del género 

Saccharomyces (Carol, et al., 1987, Carrau, et al., 1988).  También se ha utilizado para 

la rápida identificación de levaduras killer en mostos de uva a nivel industrial (Pascual, 

et al., 1990),  para el seguimiento de las proporciones de cultivos mixtos con 

Saccharomyces (Carrau, et al., 1993, Medina, et al., 1997) y para el relevamiento de 

cepas Saccharomyces y no-Saccharomyces (Cavazza, et al., 1992, Carrau, et al., 1995, 

Neirotti, et al., 1995, Pallmann, et al., 2001, Medina, et al., 2012). El principio 

diferencial de este medio de cultivo, se basa en el reactivo verde de bromocresol, que 

actúa como colorante diferencial (Figura 4.1 y 4.2).  
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Figura 4.1- Placas de WLN conteniendo cultivos simples de levaduras no-Saccharomyces 
(fotos de la izquierda) y cultivos mixtos con levaduras  Saccharomyces (fotos de la 
derecha). La levadura Saccharomyces de esta fotografía, se diferencia de la no-Sac, por 
su mayor tamaño, color blanco mate (sin brillo) y textura espesa. 

 

 

Figura 4.2- Placas de WLN con siembra con estría para una cepa Saccharomyces 
cerevisiae (882), una cepa Metschnikowia pulcherrima (M00/09G) y una cepa 
Hanseniapora opuntiae (T06/01G). Para cada una de las  3 cepas se observa una 
morfología diferente y típica de cada género de levaduras.  

Como se observa en la Figura 4.2, la tinción diferencial que se produce en este medio 

de cultivo, posibilita diferenciar algunos géneros de levadura (por ej: Metschnikowia, 

presenta colonias blancas, opacas; Saccharomyces cerevisiae (882), colonias verde 

claro, opacas y espesas en consistencia; y Hanseniaspora, colonias verde intenso, 

brillantes y con escasa consistencia). 

 

Medio de conservación y selectivo 

Para la conservación de las cepas no- Saccharomyces se utilizó el medio de cultivo Agar 

Lisina. Constituye un medio sintético para el aislamiento y recuento de levaduras 

salvajes de las industrias cervecera y enológica. Para el mantenimiento a largo plazo, 

las cepas fueron congeladas a  -80oC en este mismo medio de cultivo con el agregado 

de glicerol al 20%. 
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 Medio de conservación 
Para la conservación  de las cepas Saccharomyces se utilizó el medio de cultivo YEPD 

agar (extracto de levadura 1%; peptona 1%, dextrosa 2% y agar 2%), conteniendo 

solución buffer fosfato-citrato 0.1M para ajustar el pH a 4.5. 

 

4- Mosto tinto para fermentaciones a escala de laboratorio 
 

La posibilidad de trabajar a escala de laboratorio con un mosto proveniente de uvas 

tintas, y más específicamente de la variedad Tannat, resultaba la opción más sencilla 

desde el punto de vista práctico y la que más se acercaba a las condiciones reales de la 

operativa de bodega. Sin embargo, esta opción presenta desde el punto de vista 

microbiológico  una serie de inconvenientes prácticos que se describen a continuación:   

- La metodología de maceración para la obtención de vinos tintos requiere tiempos 

prolongados de 3 o 4 días de contacto entre el mosto y las cáscaras. Desde el 

punto de vista microbiológico estos tiempos son demasiados prolongados y 

facilitan la proliferación exponencial de los microorganismos presentes en el 

mosto. En las cáscaras de la uva se ubica principalmente la microflora nativa de 

levaduras y bacterias, por lo que habría que realizar una esterilización posterior a 

la maceración. Las técnicas de esterilización a aplicar para mostos están bastante 

acotadas debido a que emplean temperaturas demasiado elevadas que alteran la 

composición química del mosto actuando fundamentalmente a nivel de las 

proteínas y de los polifenoles. Aún con mecanismos de esterilización alternativos 

como la pasteurización se hacía muy difícil poder predecir el impacto que el 

proceso tendría sobre la composición del mosto, la estabilidad de sus 

componentes y el efecto sobre las antocianidinas y los aromas varietales.   

- Por otro lado someter al mosto a un proceso de pasteurización se aleja bastante 

de lo que ocurre en la industria vitivinícola de vinos de calidad. Se plantea la 

interrogante acerca de qué tan extrapolables serían los resultados obtenidos por 

esta metodología para la industria. Por ejemplo, la temperatura de pausterización 

podría favorecer la solubilidad de algunos de los antocianos y las levaduras 
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podrían modificar su comportamiento en función de las variables obtenidas con 

dicho tratamiento. 

Otro proceso de esterilización propuesto es el de filtración por membrana de 0.22 μm. 

Esta metodología tampoco pudo ser considerada debido a que muchas de las sustancias 

que están presentes en el mosto se encuentran en forma de suspensión coloidal con lo 

cuál el proceso de filtración en laboratorio se torna una práctica muy lenta y tediosa, 

prácticamente imposible de realizar y costosa. 

 

Medio MUST  

Por las razones antes mencionadas se utilizó un mosto de uva simil tinto (MUST), que 

fue previamente utilizado para fines similares (Medina, 2006). El mismo consistió en una 

extracción directa de antocianos de las cáscaras de uvas Tannat, en igual proporción 

peso de orujo y volumen de agua con 5 g/L de metabisulfito de potasio. La mezcla se 

dejó macerar durante 72 horas, con agitación periódica. El residuo acuoso se filtró y se 

realizó una evaporación a presión reducida a una temperatura de 40oC hasta un tercio 

del volumen inicial. Se agregaron 2 g/L de ácido tartárico para acidificar el medio y 

facilitar el desprendimiento del anhídrido sulfuroso. El concentrado se liofilizó y se 

depositó bajo atmósfera inerte, a -20oC hasta su uso.  

Para la obtención final del MUST, se partió del extracto natural de antocianos de 

cáscaras de uva Tannat y se realizó la mezcla con el medio simil mosto previamente 

definido (Carrau 2003). 

Para facilitar dicha mezcla se procedió a diluir previamente el extracto en 50 mL de 

solución hidroalcohólica al 10 % a una temperatura 45oC. Una vez disuelto el sustrato, 

se realizó la mezcla con el simil mosto mediante agitación. Por cada litro de medio se 

agregó la cantidad necesaria de extracto de antocianos, que permitiera obtener un 

contenido final de antocianos totales en el medio MUST de 750 mg/L. Finalmente la 

mezcla se esterilizó por filtración con membrana de 0.45μm.  

Los datos analíticos del medio MUST de partida se realizaron de acuerdo a las técnicas 

de Zoecklein, et al., 1995, y  fueron los siguientes: Azúcares totales, 200 g/L; acidez 

total 3,25 g/L H2SO4; pH, 3,5 y FAN, 150 mg/L. 
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5- Microvinificaciones 

Condiciones de fermentación  

Las microvinificaciones  se realizaron en Erlenmeyers de 125 mL, previamente 

autoclavados. 

El volumen de MUST utilizado fue de 50 mL, y se emplearon duplicados para cada 

tratamiento con cada cepa. 

Como se aprecia en la Figura 4.3, los Erlenmeyers se taparon con válvulas de Müller, 

conteniendo en su interior H2SO4, que actúa como agente desecante permitiendo la 

salida de CO2 y reteniendo el vapor de agua liberado durante la fermentación (Ciani y 

Rosini 1987). La incubación de los diferentes tratamientos se realizó a 20oC, con una 

agitación cada 24 horas, a fin de desprender toda la biomasa precipitada en el fondo del 

recipiente. 

El seguimiento de la fermentación se realizó por pérdida de peso (causada por la 

producción y liberación de gas carbónico, como producto de la fermentación alcohólica). 

La cantidad de gramos de CO2 producidos se utilizó para determinar la capacidad 

fermentativa de cada cepa. La fermentación alcohólica se consideró finalizada cuando se 

verificó, por constancia de peso, el cese de la liberación de gas carbónico.  

 

 

Figura 4.3- Erlenmeyers con medio MUST para la caracterización en función del color de las 
cepas seleccionadas. 

 

Inoculación 

Ocho horas antes de comenzar las microvinificaciones se realizó la preparación de un 

preinóculo para cada una de las cepas. Con este objetivo, a partir de repiques 
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conservados en criotubos a -80oC, se realizó la toma de inóculo y posterior siembra de  

las diferentes cepas en tubos de vidrio de 15 mL de capacidad conteniendo 5 mL de 

medio MUST. La incubación se realizó en shaker con agitación de 100 RPM,  a 20oC, 

durante 8 horas. Esto permitió partir de un cultivo microbiológico fresco, con una 

población microbiológica suficiente y en etapa exponencial de crecimiento para iniciar 

la siembra de las microvinificaciones. 

El inóculo de partida que se utilizó para todos los ensayos fue de 1x105 células/mL 

(Medina, 2006, Carrau, et al., 2010). 

 

5.1- Determinaciones analíticas realizadas luego de la fermentación 

alcohólica 
-  Determinación de color 

Para todos los ensayos realizados se determinó intensidad colorante y matiz,  

mediante la medida de absorbancia a 420, 520 y 620 nm,  

El espectro de los vinos tintos presenta un máximo a 520 nm debido a las antocianinas 

y a sus combinaciones bajo forma flavilio y un mínimo hacia 420 nm debido a otros 

polifenoles (Ribereau-Gayon et al. 2002). A su vez las determinaciones anteriores son 

complementadas por la medida a 620 nm para tomar en cuenta los tonos azules.   

La técnica utilizada consistió en la realización de diluciones 1:10 de los vinos en solución 

buffer Mc. Llaine,  pH 3.2 (49.6 mL de Na2HPO4 0.2M y 150.6 mL ácido cítrico 0.1M). 

Luego se midió absorbancia a 420 nm, 520 nm y 620 nm en celdas de 1cm de paso, 

utilizando un espectrofotómetro Spectronic Genesys 2 spectrophotometer (Spectronic 

Instruments Inc., New York, USA).  

Los vinos fueron medidos todos al mismo pH (3.2) y con diluciones 1:10, para evitar 

diferencias de color entre las muestras debido a diferencias de pH, y descartar el efecto 

de copigmentación (Boulton, 2001).  

A partir de las medidas obtenidas a las longitudes de onda mencionadas, se determinaron 

los siguientes índices:  

Intensidad Colorante (IC) = (A420+ A520+ A620)* 10 

Matiz (Índice de Edad) = A420 / A520  



Biodiversidad de levaduras no-Saccharomyces: Efecto del metabolismo secundario en 
el color y el aroma de vinos de calidad 

 

Medina, K. 2014 
 

La IC representa la suma y la importancia del color en los diferentes vinos, mientras 

que el Matiz, también llamado índice de edad o tinte, corresponde al nivel de 

evolución del color hacia el naranja.  

 

-  Análisis cuantitativo de antocianos totales 

Se realizaron barridos espectrofotométricos (380-700nm) para la cuantificación de 

antocianos totales, diluyendo 1/50 en Etanol: Agua: HCl (70:30:1).  Se registró el valor 

de absorbancia en el máximo a 536-540 nm (Di Stefano, et al., 1989).  

Antocianos totales (mg/L, expresado en malvidina)= E max vis x 26,6 x 50 

 

-  Índice de polifenoles totales.  

A partir de diluciones 1:100 de los vinos en agua destilada, se realizaron mediciones de 

absorbancia a 280nm (Iland, et al., 1993).  

 

-  Análisis de antocianos por HPLC-DAD 

El análisis de los antocianos presentes en los vinos se realizó utilizando un equipo Hewlett 

Packard Series 1050 HPLC (Palo Alto, CA) equipado con HP Chem Station y detector de 

arreglo de diodos. Se utilizó un gradiente de  solventes de la siguiente forma: solvente  A 

(agua- ácido fórmico, 95:5, v/v), y  solvente B (acetonitrilo), gradiente lineal 10-30% B (1.0 

mL/min) desde 0 a 40 minutos, luego 30-35 % B (1.0 mL/min) de 40 a 48 minutos y 35-

10% B (1.0 mL/min) de 48 a 49 min, seguido de un reequilibrio de la columna y retorno a 

las condiciones iniciales desde los 49 a los 55 minutos (Rivas-Gonzalo, et al., 1995).  La 

columna utilizada fue Phenomenex C18 fase reversa 150 mm x 4.6 mm (Phenomenex®, 

Torrance, CA). La detección se realizó por scanning entre 280 y 600 nm. Para la 

cuantificación se utilizó un standard externo de cloruro de malvidina-3-glucósido (Sigma 

Aldrich),  realizándose una curva de calibración a 530 nm.  Las muestras de vino fueron 

previamente filtradas en un volumen de 200 µL, y el volumen de inyección en el HPLC 

para cada muestra fue de 20 µL. Las determinaciones se realizaron en duplicado.  

 

-  Identificación de pigmentos derivados de antocianos por HPLC-DAD-MS. 
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 La identificación de los diferentes compuestos se realizó mediante comparación de 

espectros UV-Vis en HPLC-DAD, siendo necesaria la confirmación de alguno de ellos 

mediante HPLC-MS. 

Se utilizó un HPLC-DAD 1200 (Agilent Technologies) con bomba binaria y detector 

triple Quad LC/MS 6410 LC, con fuente de ionización ESI (ionización por electrospray). 

El flujo del gas de propulsión en el detector MS fue de 10 L min-1. El voltaje de 

capilaridad fue 4000V y la temperatura 300oC. Los espectros se registraron en 

modalidad de iones positivos entre 100 y 1600 u.m.a. Los pigmentos derivados de 

antocianos fueron identificados por sus iones moleculares (M+) y sus patrones de 

fragmentación (Boido, et al., 2006). 

 

-  Extracción de compuestos aromáticos glicosidados para adicionar al medio 

MUST 

Con la finalidad de lograr un mosto símil uva Tannat desde el punto de vista de los 

compuestos aromáticos, se realizó una extracción de los mismos a partir de un vino 

Tannat joven, como forma de asegurar un  contenido elevado de compuestos 

aromáticos glicosidados. La extracción se realizó con resina Amberlite XAD-2 como se 

describe a continuación. 

 

- Extracción con resina Amberlite XAD-2  

La extracción se realizó mediante resina XAD-2 en columna, utilizando el método 

puesto a punto por Günata et al. (1985) y modificado por Versini et al. (1994a). 

Para el fraccionamiento se utilizó una columna de vidrio de 3 cm de diámetro y 

aproximadamente 60 cm de alto, rellena con 30 g de resina Amberlite XAD-2 (Rohm 

and Haas, Filadelfia, USA). La resina se activó mediante percolación sucesiva de 150 mL 

de metanol, 40 mL de éter etílico y 100 mL de agua destilada.  

Se extrajeron los aromas libres y ligados de 750 mL de vino Tannat, y diluidos a 1000 

mL con agua destilada. Se eluyeron posteriormente 250 mL de agua destilada para 

eliminar posibles residuos, y la fracción de compuestos en forma libre se eluyó con 250 

mL de la mezcla azeotrópica de pentano-diclorometano 2:1 v/v. Esta fracción se 

descartó. 
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Los compuestos en forma ligada se eluyeron con 400 mL de acetato de etilo-metanol, 

9:1 v/v. Se anhidrificó con Na2SO4 y se llevó a sequedad en rotavapor. 

                   

- Medio MUST + Glicósidos 

Los glicósidos  extraídos del vino Tannat se retomaron con  20 mL de  medio MUST, y 

fueron llevados a un volumen final de 1000 mL. El pH de la mezcla se ajusto a pH 3.5.  

 

- Estudio de los compuestos aromáticos presentes en las vinificaciones  

La evaluación de los compuestos aromáticos se realizó en duplicado.  

A modo de resumen,  las  vinificaciones estudiadas fueron las siguientes: 

 

1- Microvinificaciones con cultivos puros, realizadas  con  las 6 cepas  no-Sac 

seleccionadas y una cepa S. cerevisiae seleccionada. (Estas microvinificaciones se 

realizaron en duplicado, en medio MUST + glicósidos). 

- Metschnikowia pulcherrima M00/09G (Mp M00/09G) 

- Hanseniaspora guillermondii T06/09G (Hg T06/09G) 

- Hanseniaspora opuntiae T06/01G (Ho T06/01G) 

- Hanseniaspora vineae T02/5F (Hv T02/05F) 

- Hanseniaspora clermontiae A10/82F (Hc A10/82F) 

- Hanseniaspora clermontiae  C10/54F (Hc C10/54F) 

- Saccharomyces cerevisiae 882 (Sc 882) 

 

2- Vinificaciones a escala semipiloto, con uva Tannat, durante la vendimia 2013 

(tratamiento M, en Facultad de Química)  

 

-   cultivo mixto con las  cepas Hv T02/05F + Sc 882 (Hv + Sc M) 

-   cultivo mixto con las cepas Hc A10/82F + Sc 882 (Hc + Sc M) 

-   cultivo puro con la cepa  Sc 882  (Sc M) 

 

3- Vinificaciones a escala piloto en bins de 500 litros con uva Tannat, durante la 

vendimia 2013 (tratamiento C, en Bodegas Carrau) 

 

- cultivo mixto con las cepas Hv T02/05F + S. cerevisiae ALG 804 (Hv + Sc C) 

- cultivo puro con S. cerevisiae ALG 804 (Sc C) 
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4- Vinificaciones a escala industrial  en tinas de roble de 5.000 litros (tratamiento B, en 

Bodega Bouza) 

 

- cultivo mixto con las cepas Hv T02/05F + S. cerevisiae ALG 111 (Hv + Sc B) 

- cultivo puro con S. cerevisiae ALG 111 (Sc B) 

- cultivo mixto con una cepa Torulaspora delbrueckii (comercial) + S. 

cerevisiae   (Torul + Sc B) 

 

Para cada una de las vinificaciones realizadas se realizó la extracción de compuestos 

aromáticos en duplicado, cuantificación e identificación de los mismos. Los protocolos 

utilizados para las diferentes etapas se describen a continuación.  

 

- Extracción de los compuestos volátiles mediante técnica con cartucho 

ISOLUTE® ENV+ 

La extracción se realizó mediante cartucho ISOLUTE® ENV+ según el método puesto a 

punto por Carlin (1998) y adaptado para vinos Tannat por Boido y colaboradores  

(2001a; 2001b). 

En este caso, la resina polimérica del tipo estireno divinilbenzeno, se presenta en la 

forma de cartuchos. En comparación con la resina XAD-2, (utilizada más arriba para la 

extracción de glicósidos a partir del vino Tannat), esta  presenta modificaciones en su 

estructura de forma que ha sido transformada en un soporte adsorbente muy 

hidrofóbico especialmente derivatizado con la presencia de grupos fenoles. Esto 

determina que se disponga de una superficie fácilmente hidrofílica, eliminando la 

necesidad del acondicionamiento previo en el uso con soluciones acuosas, y 

presentando una gran capacidad de adsorción (IST, 2001). El mecanismo de retención 

se encuentra mediado por la acción de fuerzas de Van der Waals, puentes de 

hidrógeno y formación de dipolos mediante interacciones hidrofóbicas entre la 

molécula retenida y la superficie de la resina. Durante el proceso de elución, el 

solvente - por ejemplo metanol - interrumpe estas interacciones hidrofóbicas con la 

superficie y permite la elución del analito (Figura 4.4). 



Biodiversidad de levaduras no-Saccharomyces: Efecto del metabolismo secundario en 
el color y el aroma de vinos de calidad 

 

Medina, K. 2014 
 

Figura 4.4- Esquema del procedimiento de retención y elución de los distintos compuestos 

aromáticos del vino para el caso del cartucho ISOLUTE® ENV+. 

1- Pretratamiento de la muestra. En el caso del vino no es necesario, se utiliza la muestra 
diluida al medio. 2/3- La fase ENV+ puede ser usada para el vino sin realizar la etapa de 
solvatación y equilibrio, sin embargo es recomendable realizar un lavado de la fase con 
solventes miscibles en agua como el metanol, con lo cual se logra la eliminación de 
interferencias, debiendo realizar un posterior lavado con agua. 4- Pasaje de la muestra, 4-5 
mL/min. 5-  Elución de interferencias con agua. 6- Elución de los compuestos volátiles libres 
con diclorometano, recuperándose para su análisis.7- Elución de los compuestos glicosidados 
con metanol, recuperándose para su análisis. 

 

 
Figura 4.5.- Estructura de la fase utilizada en el cartucho ISOLUTE® ENV+ formado por una 
estructura básica de poliestireno derivatizado. (Adaptación (Boido, 2002). 

1 2/3 4 5 6

comp. libresInterferencias

7

y ligados
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Figura 4.6.- Esquema de los mecanismos de retención y elución en el cartucho ISOLUTE® 
ENV+. (Adaptación (Boido, 2002). 
 

Se fraccionaron los aromas libres y ligados de 50 mL de vino, diluidos a 100 mL  (Figura 

4.5 y 4.6), y adicionado de 0.1 mL de n-heptanol como estándar interno (solución 

hidroalcohólica al 50% con concentración 0.229 g/L), con cartuchos Isolute® ENV+ (IST 

Ltd, Mid Glamorgan, UK), con 1 g de SDVB (estireno divinil benzeno) polímero (40-140 

mm, cod. n° 915-0100-C). Previo al pasaje de la muestra el cartucho se acondicionó 

eluyendo 15 mL de metanol, seguido de 20 mL de agua. La fracción libre se eluyó con 

30 mL de diclorometano, adaptando un sistema de presión controlada para tener un 

flujo de 4-5 mL/min. Se recolectó el solvente orgánico con la fracción libre, se 

anhidrificó con Na2SO4, se concentró hasta aproximadamente 3-4 mL en baño 

termostatizado a 40°C y previo al análisis cromatográfico se concentró hasta 

aproximadamente 0.5 mL mediante corriente de N2. Los compuestos en forma ligada 

se eluyeron con 30 mL de metanol. Se recogió el solvente, se anhidrificó con Na2SO4 y 

se llevó a sequedad en rotavapor, el residuo se retomó con 3 mL de buffer citrato (pH 

5) y se adicionó una gota de enzima Cytolase PLC 5 (Gist-Brocades, Lille Cédex, France). 

Se dejó reaccionar por 14 horas a 40°C, se agregó 0.1 mL de estándar interno (n-

heptanol) y se extrajo con 3 x 2 mL de pentanodiclorometano 2:1 v/v, centrifugando 

 
 

Interacciones hidrofóbicas entre 

el analito y la superficie del 

polímero, retienen al analito 

durante la carga. 

Un solvente que puede 

interrumpir las interacciones 

hidrofóbicas, como el metanol, 

eluye al analito. 
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cada vez para facilitar la separación de las fases. El extracto se anhidrificó y concentró 

hasta 0.5 mL mediante corriente de N2, previo al análisis cromatográfico. 

Los cartuchos, de acuerdo a los ensayos de recuperación realizados con mezclas 

modelo, se utilizaron para la extracción de 10 muestras y luego se descartaron. 

 

- Extracción de los compuestos volátiles mediante técnica para determinación 

de alcoholes superiores 

Se tomaron 50 mL de la muestra en un matraz aforado y se transfieren 

cuantitativamente a un balón de 100 mL, donde se agregaron 100 µL de estándar 

interno. Luego se procedió a realizar una destilación, utilizando como fuente de calor  

una manta eléctrica. En el matraz aforado utilizado para la toma de la muestra  se 

colecta el destilado, agregando previamente agua destilada hasta cubrir el fondo del 

mismo.  

La manta se dejo encendida hasta la recolección de las 2/3 partes del volumen total 

del matraz aforado utilizado. 

Una vez recogido el volumen necesario, se enrasó el matraz a 50 mL y se procedió a  

inyectar directamente en el cromatografo de gases con detector FID. 

Las condiciones de trabajo fueron: programa de temperatura 35°C (6,5 min.), 15°C/min 

hasta 60°C y 20°C/min hasta 200°C (10 min); temperatura del inyector, 200°C; 

temperatura del detector, 200°C; y volumen de inyección: 1 μL.  

 

 

 

- Identificación de los compuestos aromáticos 

La identificación se realizó mediante GC-MS con un gas cromatógrafo Shimadzu GC-17 

acoplado con un detector de espectrometría de masa Shimadzu QP 5050. Las 

condiciones de trabajo fueron: columna capilar de sílica fundida (25 m x 0.25 mm d.i.), 

fase estacionaria BP 20 (film de 0,25 μm de espesor) (SGE, Australia); programa de 

temperatura 40°C (6 min), 40-180°C a 3°C/min, 180-220°C a 10°C/min, 220°C (20 min); 

temperatura del inyector, 250°C; modo de inyección split, relación de split 1:40, 

volumen de inyección, 1.0 μL. Gas portador He, 92.6 kPa (55.9 cm/seg); temperatura 

de interface 250°C; rango de masas 40-400 uma. 
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La identificación se realizó mediante bibliotecas de espectros de referencia (Adams, 

1995; McLafferty y Stauffer, 1991) y librería propia realizada con estándares y datos 

reportados en la literatura. La identificación de los compuestos se confirmó por medio 

de la determinación de índices de retención de Kovats, obtenidos mediante la 

inyección de un estándar del compuesto y la mezcla de n-alcanos. 

 

- Cuantificación de compuestos aromáticos 

Se realizó por medio de HRGC, en un cromatógrafo GC-14B,  equipado con detector de 

ionización de llama (FID) y software de procesamiento de datos Shimadzu EZ Chrom, 

versión 3.2. 

Se utilizaron las mismas condiciones descriptas en la identificación por GC-MS. 

Temperatura del inyector 250°C, temperatura del detector 280°C; modo de inyección 

split, relación de split 1:30, volumen inyectado 0.5 μL. 

 

- Caracterización aromática sensorial por Mapeo Proyectivo 

Tradicionalmente la caracterización sensorial del aroma de vino se ha realizado 

mediante la metodología de Análisis Descriptivo con paneles de jueces entrenados. 

Esta metodología provee resultados consistentes y confiables pero requiere elevada 

inversión de tiempo y recursos que limitan su aplicación, particularmente a nivel de 

pequeñas bodegas o en el marco de proyectos de investigación de corta o mediana 

duración. En los últimos años se han desarrollado metodologías alternativas con 

evaluadores no entrenados, dentro de las que se destaca el mapeo proyectivo o 

Napping®. El mismo, constituye una técnica que se ha utilizado para cuantificar las 

percepciones de similitud y diferencia globales entre productos (Risvik, et al., 1994).   

El mapeo proyectivo consiste en obtener una representación bidimensional de las 

muestras, basada en las similitudes y diferencias en sus características sensoriales. Es 

una metodología rápida y sencilla, adecuada para situaciones en las que se requiere 

tener una aproximación al perfil sensorial y no es necesario contar con una descripción 

muy detallada de las características sensoriales (Varela & Ares, 2012). El mapeo 

proyectivo ha sido aplicado a una amplia gama de productos, incluyendo vinos (Pagès, 

2005, Perrin, et al., 2008), bebidas calientes a base de café (Moussaoui & Varela, 
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2010), chocolate (Risvik, et al., 1994), sopas deshidratadas (Risvik, et al., 1997),  

manzanas y quesos (Nestrud & Lawless, 2011).   

La caracterización sensorial aromática realizada en este trabajo de tesis correspondió a 

los vinos elaborados a escala semipiloto, piloto e industrial (total de 8 muestras), 

denominados tratamientos M, C y B respectivamente, que fueron detallados  

anteriormente en este Capítulo.  

En cada uno de los estudios se presentó un set conteniendo las  8 muestras de forma 

simultánea en orden aleatorio (Figura 4.7). Se solicitó a los 48 consumidores que 

realizaron la evaluación, que olieran las muestras y que las ubicaran en una hoja de 

papel  de 40 x 30 cm, de acuerdo al grado de diferencia o similitud entre ellas. Se les 

explicó a los participantes que debían ubicar las muestras alejadas entre sí si eran 

percibidas como diferentes y muy cerca si eran percibidas como similares. Además se 

indicó a los consumidores que deben realizar la tarea de acuerdo a su propio criterio, y 

que no existían respuestas correctas o incorrectas. Luego, se les solicitó a los 

participantes que indicaran las palabras que consideraban adecuadas para describir 

cada una de las muestras. Esto permitió luego comprender mejor las similitudes y 

diferencias entre las muestras en términos de sus características sensoriales. Para cada 

mapa proyectivo, se determinaron las coordenadas X e Y de cada muestra, 

considerando como origen del sistema de coordenadas el extremo inferior izquierdo 

de la hoja.  

Las evaluaciones se realizaron en una sala de evaluación normalizada según norma ISO 

8589 (ISO, 1988), como se muestra en la Figura 4.7. 

 

 
Figura 4.7- Evaluación sensorial de los 8 tratamientos, mediante la técnica de mapeo 
proyectivo. 
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- Análisis estadístico 

Se realizó análisis de varianza de los datos de concentración de antocianos, pigmentos 

derivados de antocianos y aromas,  considerando cepa como factor de variación y nivel 

de significación 5%. Cuando las diferencias fueron significativas se aplicó el test de Tukey 

para determinación de diferencias entre tratamientos. En el caso de las vinificaciones 

semipiloto, piloto e industrial se realizó además un análisis de componentes principales 

(PCA). Estos análisis se realizaron utilizando el software Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc., 

Tulsa, USA).  

Los datos de análisis sensorial obtenidos por Napping, fueron analizados utilizando 

Análisis Factorial Múltiple (MFA), como describe Pagès (2005). Las coordenadas de 

cada evaluador fueron consideradas como un grupo de dos variables no 

estandarizadas, lo que permite balancear las diferencias debidas a la forma en que 

cada uno de los participantes utiliza los ejes de coordenadas (Pagès, 2005). Por otro 

lado, los términos utilizados para describir las muestras se analizaron de forma 

cualitativa, y se agruparon en diferentes categorías. Se determinó la frecuencia de 

mención de cada categoría para cada muestra mediante el recuento del número de 

consumidores que utilizaron esas palabras para describirlas. Se consideraron para el 

análisis de datos únicamente aquellas categorías mencionadas por al menos 10% de 

los consumidores. La tabla de frecuencias de mención de dichas categorías se 

consideró como un conjunto de variables suplementarias (Pagès, 2005).  Este análisis 

permitió obtener una representación consenso de las muestras, una representación de 

las descripciones indicadas por los consumidores y además una representación de los 

evaluadores, que indica la similitud entre sus representaciones. El MFA se realizó en el 

software R (R Core Team, 2013) utilizando el paquete FactoMineR (Lê , et al., 2008).  

 

6- Vinificaciones a escala semipiloto, piloto e industrial 

Estos ensayos permitieron avanzar en el estudio del comportamiento “industrial” de 

las levaduras no- Sac, dado que en general las mismas han sido estudiadas a escala de 
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laboratorio  utilizando pequeños volúmenes  de jugo de uva, por lo que los resultados 

efectivamente no son los mismos de lo que se puede esperar de vinificaciones 

industriales (Jolly, et al., 2013).  Factores tales como pequeñas cantidades de oxígeno 

que llegan a los escasos volúmenes de microvinificaciones, rapidez de sedimentación 

de las células que puede reducir la tasa de fermentación, temperatura, humedad 

relativa, etc,  pueden afectar los resultados finales de cualquier tipo de vinificación 

(Henschke, 1997). 

 

Una vez finalizados los estudios de compatibilidad entre las cepas no-Saccharomyces 

seleccionadas y las cepas Saccharomyces, se realizaron las siguientes vinificaciones con 

uva Tannat durante la vendimia 2013: 

 

I)  Escala semipiloto (tratamiento M, en Facultad de Química)  

-   cultivo mixto con  las  cepas Hv T02/05F + Sc 882 (Hv + Sc M) 

-   cultivo mixto con  las cepas Hc A10/82F + Sc 882 (Hc + Sc M) 

-   cultivo puro con la cepa  Sc 882  (Sc M) 

 

II) Escala piloto en bins de 500 litros (tratamiento C, en Bodegas Carrau) 

- cultivo mixto con las cepas Hv T02/05F + S. cerevisiae ALG 804 (Hv + Sc C) 

- cultivo puro con S. cerevisiae ALG 804 (Sc C) 

 

III) Escala industrial  en tinas de roble de 5.000 litros (tratamiento B, en Bodega 
Bouza) 
 

- cultivo mixto con las cepas Hv T02/05F + S. cerevisiae ALG 111 (Hv + Sc B) 

- cultivo puro con S. cerevisiae ALG 111 (Sc B) 

- cultivo mixto con una cepa Torulaspora delbrueckii (comercial) + S. cerevisiae   

(Torul + Sc B) 

 

Para todos los ensayos,  una vez que la uva ingresó a Facultad de Química  (Ensayo I, 

escala Semipiloto), y  a las bodegas respectivamente (Ensayo II y III, escala piloto), se 

realizó una determinación analítica previa a la molienda de la uva, que consistió en la 
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determinación del índice de madurez polifenólica (Glories, 2001). Con este dato fue 

posible determinar el tenor global en sustancias fenólicas que contenía la uva, así 

como su estructura y aptitud para la extracción (las uvas poseen, según las condiciones 

de maduración y los cepajes, un potencial de extractibilidad muy variable), (Ribereau-

Gayon, et al., 1998). El conocimiento del contenido antociánico y tánico del mosto  

permitió seguir la evolución posterior de estos componentes.  

 

I) Escala semipiloto (tratamiento M, en Facultad de Química)  

 

Los ensayos a escala semipiloto, se realizaron en una sala aislada, con control de 

temperatura, en Facultad de Química.  

Se utilizaron 10 kilos de uva Tannat proveniente de la región de Las Violetas del 

departamento de Canelones, para cada uno de los 3 tratamientos realizados (Hv + Sc 

M; Hc + Sc M; y Sc M respectivamente). 

El preínóculo se preparó 8 horas antes con agitación de 100 RPM, a 25 oC.  

El tamaño de inóculo utilizado para estos ensayos fue de 1x106 cel/mL, y se realizó 

agregado de anhídrido sulfuroso (20 mg/L). 

Para los cultivos mixtos (Hv + Sc M y Hc + Sc M),  se realizó una inoculación secuencial 

a las 72 horas, con la cepa Saccharomyces 882, con un tamaño de inóculo de 1x106 

cel/mL.  

En el momento de realizar la inoculación con la cepa Sc 882,  se suplementó el mosto 

en fermentación con fosfato de amonio (200 mg/L) y tiamina (0,5 mg/L), de manera de 

asegurar que la cepa inoculada secuencialmente a las 72 horas, pudiera disponer de 

estos nutrientes (Medina, et al., 2012).   

En las Figura 4.8 se muestran las tarrinas de 20 litros de capacidad, con los diferentes 

tratamientos,  los cuales fueron mantenidos en ambiente refrigerado a 20oC hasta 

finalizada la fermentación alcohólica.  
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Figura 4.8- Tarrinas conteniendo 6 litros de mosto en fermentacíon obtenido a partir de 10 
kilos de uva Tannat. Una vez iniciada la fermentación alcohólica es posible observar la 
presencia superficial de orujos (sombrero), el cual se sumergía diarimante mediante 
agitación. 
 

Luego de la fermentación alcohólica, las muestras fueron descubadas, prensadas y 

trasegadas a botellones plásticos donde se realizó la fermentación maloláctica (Figura 

4.9). 

 

 

Figura 4.9- Descube, prensado y trasiego de los vinos obtenidos a escala semipiloto.  
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 Escala piloto en bins de 500 litros (tratamiento C, en Bodegas Carrau) y vinificación a 

escala industrial, en tinas de roble de 5.000 litros (tratamiento B, en Bodega Bouza) 

 

Como se mencionó anteriormente, para estos ensayos, la cepa no-Sac utilizada fue la 

H. vineae T02/05F.  

Por tratarse de volúmenes elevados de mosto, que requieren partir de una población 

elevada de levadura no-Sac, la misma fue elaborada en esta oportunidad por la 

empresa Lage y Cía S.A.,  en forma de pasta seca. Esto permitió disponer de una 

población celular de partida similar a la de los ensayos anteriores a escala semipiloto. 

Las cepas Saccharomyces cerevisiae comerciales utilizada como control para estos 

ensayos  fueron ALG 804 para la vinificación piloto y ALG 111 para la vinificación 

industrial. Para ambas levaduras la preparación previa (hidratación) a la inoculación se 

realizó de acuerdo a las indicaciones del fabricante.  

Para la vinificación industrial, y al igual que para la vinificación semipiloto, se realizó la 

adición de anhídrido sulfuroso (20 mg/L).  

En la Figura 4.10 se observa la secuencia de las diferentes etapas de la molienda 

realizada en Bodega Bouza.  
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Figura 4.10- Proceso de molienda: Selección manual de la uva, cinta transportadora 
de racimos con moledora en la parte superior que deposita directamente el mosto 
obtenido dentro de la tina de fermentación. 
 

Para estas vinificaciones, se procedió luego de las respectivas moliendas a  encubar 

directamente a recipientes (tanque para el caso de Bodegas Carrau y tina de roble para 

Bodega Bouza), según la técnica tradicional.  

Diariamente se realizaron bazuqueos y se controló la evolución de la fermentación 

alcohólica mediante medidas de densidad,  temperatura, recuento de población celular, 

y apreciación sensorial (visual, y aroma) para confirmar la ausencia de defectos 

sensoriales.  

Una vez finalizada la fermentación alcohólica, se realizó el descubado y prensado para 

cada uno de los diferentes tratamientos, y se realizó la determinación de azúcares 

reductores y seguimiento de fermentación maloláctica mediante cromatografía en capa 

fina (Boido, et al., 1999).   

 

Determinaciones analíticas realizadas durante las fermentaciones a escala semipiloto y 

piloto 

- Recuento de células vivas y muertas 

Para los ensayos de fermentación realizados a escala semipiloto, se realizaron 

recuentos de células totales y muertas (con la técnica de tinción vital con Azul de 

Metileno) en cámara de Neubaüer, al inicio y finalización de la fermentación 

alcohólica. También se realizó recuento de UFC (unidades formadoras de colonias) y 

control de pureza microbiológica de los cultivos mediante observaciones 
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macroscópicas y microscópicas de las colonias crecidas en placas de WL Nutrient 

Médium de Difco. 

 

- Seguimiento de fermentación 

Las fermentaciones fueron monitoreadas por mediciones periódicas cada 24 horas de 

densidad y temperatura. Asimismo se realizó una observación visual de cada unos de 

los recipientes donde se estaban llevando a cabo las fermentaciones para confirmar el 

desprendimiento de gas carbónico, y  liberación de aromas de fermentación. 

 

- Análisis fisicoquímicos en mostos y vinos 

Se realizaron las siguientes determinaciones analíticas de control en el momento de 

entrada de la uva a la bodega:  

 

- Densimetría 

Una vez obtenido el mosto, se realizó la determinación de la lectura del densímetro, se 

midió la temperatura y mediante una tabla de corrección de densidad, se determinó la 

densidad real del mosto, y se obtuvieron los valores de alcohol potencial y contenido 

de azúcar (g/L). 

 

-  Nitrógeno asimilable (FAN, Free Amino Nitrogen) 

En el inicio de todas las fermentaciones alcohólicas, se determinó el contenido de 

nitrógeno asimilable. El mismo fue realizado de acuerdo a la técnica de Formol 

adaptada por Zoecklein et al. (1995).  

 

-  Acidez total, acidez volátil, pH, alcohol potencial, y alcohol en volúmen 

Estas determinaciones se realizaron de acuerdo a las técnicas de Zoekclein et al. 

(1995). 

 

Una vez finalizada la fermentación alcohólica de los diferentes ensayos, se procedió a 

realizar las siguientes determinaciones analíticas: 
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-  Azúcares reductores 

Una vez finalizada la fermentación alcohólica se controlaron los contenidos de 

azúcares reductores en los vinos finalmente obtenidos de acuerdo a la norma UNIT 

615-80.  

 

-  Cromatografía en Capa Fina 

La evolución de la fermentación maloláctica se controló mediante las determinaciones 

de los contenidos de ácido málico y láctico por cromatografía en capa fina (Boido et al 

1999). Dicha fermentación se consideró finalizada cuando se verificó la desaparición 

del ácido málico. 

 

El resto de las determinaciones analíticas realizadas para estos ensayos, corresponden 

a las mismas que ya han sido anteriormente mencionadas para los ensayos de 

microvinificación (determinación de color, antocianos totales, IPT, análisis de 

antocianos por HPLC-DAD, identificación de pigmentos derivados de antocianos por 

HPLC-DAD-MS, extracción, identificación y cuantificación de compuestos aromáticos,  y 

análisis estadísticos). 

 

Estrategia de Investigación  
El esquema presentado en la Figura 4.11 ilustra  la secuencia de actividades 

desarrolladas en este trabajo de tesis.  
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Intensidad  Colorante 

   Antocianos totales  

 Compuestos derivados de antocianos 

           Análisis de aromas  

          Evaluación sensorial  

 

    

 Hc M     Hv M    Sc M     Hv C     Sc C     Hv B     Sc B    Torul B 

 

Figura 4. 11.- Cronograma de ejecución de las distintas etapas desarrolladas en este trabajo de tesis. 

  

  
 

A partir de 49 cepas nativas 
no-Sac, se realizó una primera 
selección de cepas mediante  
parámetros analíticos de color 
y polifenoles.  

Segunda selección de cepas 
mediante identificación y 
cuantificación de compuestos 
derivados de antocianos y 
compuestos aromáticos. 
 

Con las dos cepas no-Sac 
seleccionadas en la etapa 
anterior, en cultivo mixto 
con S. cerevisiae, se 
realizaron vinificaciones  a 
escala semipiloto, piloto y 
escala industrial.  
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