UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO
DOCTORADO EN CIENCIA DE ALIMENTOS

+ HOMINEM

“AISLAMIENTO DE LEVADURAS NATIVAS IMPLICADAS EN EL
PERFIL SENSORIAL DE PISCO PURO ITALIA Y NEGRA CRIOLLA”

Presentada por:
CESAR AUGUSTO NAPA ALMEYDA

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE DOCTOR
DOCTORIS PHILOSOPHIAE EN CIENCIA DE ALIMENTOS

Lima - Peru

2024



AISLAMIENTO DE LEVADURAS NATIVAS IMPLICADAS EN EL
PERFIL SENSORIAL DE PISCO PURO ITALIAY NEGRA CRIOLLA

INFORME DE ORIGINALIDAD

0., Os Os Os

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

Excluir citas Activo Excluir coincidencias < 20%

Excluir bibliografia Activo



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO
DOCTORADO EN CIENCIA DE ALIMENTOS

“AISLAMIENTO DE LEVADURAS NATIVAS IMPLICADAS EN EL PERFIL
SENSORIAL DE PISCO PURO ITALIA Y NEGRA CRIOLLA”
TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE DOCTOR

DOCTORIS PHILOSOPHIAE

Presentada por:
CESAR AUGUSTO NAPA ALMEYDA

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado:

Dr. Eduardo Morales Soriano Dr. Luis Condezo Hoyos
PRESIDENTE ASESOR

Dr. Marcial Silva Jaimes
CO-ASESOR

Dr. Edwin Baldedn Chamorro Dra. Rosana Chirinos Gallardo
MIEMBRO MIEMBRO

Dr. Erick Manuel Saldafia Villa
MIEMBRO EXTERNO



Dedicatoria:
A mis padres Luis y Margarita.

A mis hermanos Luis, José, Martin, Gian



AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion recibio financiamiento de la Universidad Nacional de Moguegua a traveés del
proyecto "Nuevas estrategias para mejorar la calidad aromatica de los Piscos producidos en la
region Moquegua". César Augusto Napa-Almeyda agradece una beca del proyecto Concytec-
Banco Mundial (Convenio de Adjudicacion de Fondos N.° 02-2018-FONDECYT-BM), a través
de su unidad ejecutora, Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico, Tecnoldgico y de Innovacién

Tecnoldgica (Fondecyt).

Al Dr. Luis Condezo Hoyos y al Dr. Marcial Silva Jaimes, mi mas sincero agradecimiento por

el asesoramiento de la presente tesis.

A la Dra. M2 Angeles del Pozo Bayon, la Dra. Carolina Mufioz Gonzélez y Dra. Celia Criado
en el Departamento de Biotecnologia Enoldgica Aplicada del Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Alimentacién (CIAL) por su asesoramiento y haberme brindado las facilidades

para la realizacion de la pasantia.

Al Ing. César Biondi Cosio, gerente general de la empresa Antonio Biondi e Hijos S.A.C, mi

mas sincero agradecimiento por el invaluable apoyo brindado durante la ejecucion de mi tesis

Se agradece la asistencia técnica de E. Berciano de la "Unidad de Técnicas Analiticas y
Bioanaliticas" (BAT) del CIAL.



INDICE GENERAL

I LN T0] 016 0led (o] AT 1
1. REVISION DE LITERATURA ..ottt ettt n st en s 3
2.1 MICROBIOTA DE LA UVA (Vitis VINITEra) .......ccccovviiiiieii e 3
2.1.1 DIVERSIDAD DE LEVADURA ...ttt 4
2.1.2 FACTORES QUE AFECTAN LA COMUNIDAD DE LEVADURAS.................... 5
2.1.3 AROMA PRIMARIO ASOCIADO CON LA UVA ... 7
2.1.4 TECNICAS DEPENDIENTES DE CULTIVOS PARA LEVADURAS................... 8
2.1.5 POBLACIONES DE CELULAS MEDIANTE METODOS INDEPENDIENTES
DEL CULTIVO ...ttt sttt sttt e nbb e e bae s s bne e snnee e e 9
2.1.6 TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION ECOLOGICA MICROBIANA....10
2.2 LEVADURA EN LA FERMENTACION DEL MOSTO DE UVA........cccoceveieierennen, 11
2.2.1 FERMENTACION ESPONTANEA ......ooiviiiiieieieisee e 11
2.2.2 FERMENTACION INOCULADA ...ttt 14
2.2.3 FERMENTACION MIXTA CONTROLADA .......ociiiseeeeeeeeeee e 17
2.3 ECOLOGIA MICROBIANA EN EL VINO ....oooiieieeeeeeeeeeeeeeeeee et 18
2.3.1 DIVERSIDAD GENETICA DE LAS PRINCIPALES ESPECIES DE LA
COMUNIDAD MICROBIOTA DEL VINO ...t 19
2.3.2 AROMA SECUNDARIO: FERMENTACION DEL MOSTO DE UVA................ 19
A o 5 L TR 20
2.4.1 ORIGEN, VARIEDADES Y ZONAS PISQUERAS ... 20
2.4.2 PROCESO DE ELABORACION DEL PISCO......cooiiieiieeeeeee e, 23
2.4.3 COMPOSICION DEL PISCO: LEGISLACION PERUANA DEL PISCO............. 24
2.4.4 COMPUESTOS AROMATICOS DEL PISCO....cccviiiiiiiiiieciie i 25
2.4.5 COMPUESTOS VOLATILES DEL PISCO ...t 25
2.5 EValuacCion SENSOMIAL...........cceiiiiiii ettt 31
2.5.1 Factores que afectan la percepCion sensorial ...........cccceveveveiiiesiieieiesese e 32
2.5.2 Buenas practicas de evaluacion Sensorial...........ccccoveveiieieeiiiiieie e 32
2.5.3 Métodos de analisis Sensoriales DeSCIIPLIVOS........ccccereiririirieinenieee e 32
HI. MATERIALES Y METODOS...... ..ottt enestss s sss st sensssss s 34
3.1 LUGAR DE ESTUDIO ...ttt et 34

3.2 MATERIA PRIMA, EQUIPQOS, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVOS............... 34



3.3 METODOS DE ANALISIS DE LA ETAPA L...ovoioieeceeeeeeeeeve e 36

3.4 METODOS DE ANALISIS DE LA ETAPA I ..ot 42
3.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA ETAPA | ..cooviviieieceeseeeeee s 45
3.6 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA ETAPA I ..o 49
3.7 ANALISIS ESTADISTICOS ..ottt 51
IV. RESULTADOS Y DISCUSION ......oooiiieieieeieeeieeseee et e eee st en s een st eneseennens 54
4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR DE LEVADURAS APARTIR
DEL HOLLEJO DE UVAS ITALIA Y NEGRA CRIOLLA........cccoooieeeeeeeeeeeee e, 54
4.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE NSYS AISLADOS DE ITALIA Y DE LAS
VARIEDADES DE UVA NEGRA CRIOLLA ......oceiiieetieeeeeteeeees e eees s 58
4.2.1 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS .....ovviviieiierieiieseeeeeesssenes s 58
4.2.2 ACTIVIDAD POLIGALACTURONASA ......coooiieieceeeeteeeeee et 60
4.2.3 TOLERANCIA AL ETANOL ... 61
4.2.4 PRODUCCION DE SULFITO ...ovoiieecesteeeeeeeeeeeeeeee et 61
4.2.5 CONSUMO DE NITROGENO ..ot 62
4.3 CARACTERIZACION DEL PISCO OBTENIDO DE LAS VARIEDADES ITALIA Y
NEGRA CRIOLLA ...t en e en e eenenens 64
4.3.1 COMPUESTOS AROMATICOS ...ttt ene s 64
4.3.2 ANALISIS SENSORIAL ...t ee e 67
433 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE COMPUESTOS
VOLATILES Y PROPIEDADES SENSORIALES ..ot 68

4.4 EVALUAR LA CONTRIBUCION DE LAS NSYS ANALIZANDO LOS
COMPUESTOS VOLATILES Y ATRIBUTOS SENSORIALES DEL PISCO VARIEDAD
ITALIAY VARIEDAD NEGRA CRIOLLA RELACIONADOS CON LAS DIFERENTES

ESTRATEGIAS DE MEZCLAS DE CEPAS INOCULADAS. ..o 70
4.4.1 CUANTIFICACION DE LEVADURAS DE LA SUPERFICIE DE LA UVA....... 70
4.4.2 DINAMICA DEL CRECIMIENTO DE LAS DIVERSAS MEZCLAS DE
LEVADURAS NATIVAS e 72
4.4.3 INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES SOBRE LOS COMPUESTOS
VOLATILES PRODUCIDOS Y LIBERADOS POR LAS LEVADURAS ..................... 75
4.4.4 DIFERENCIAS VARIETALES ENTRE LAS MEZCLAS DE LEVADURAS NO
SACCHAROMYCES DE PISCO VARIEDAD ITALIAY NEGRA CRIOLLA............... 83
4.4.5 ANALISIS SENSORIAL .......coovviriiierieieieiieieeiseessesse e 85

V. CONCLUSIONES. ..o e 92

VI. RECOMENDACIONES ..o 93



VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

VI ANEXOS ..o



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. La ecologia y su evolucion de los microorganismos del vino: levaduras, bacterias
lacticas y acéticas durante el proceso de vinificacion y crianza. Representa la cantidad de

células/ mL en cada fase de la produccion del VINO. ..........ccccoveiiiiiiicic e 18
Figura 2. Zona Geogréfica de la Denominacion de Origen PiSCO ......ccccovvvverererenesn e 23
Figura 3. Esquema experimental de la etapa | — Identificacion de levaduras........................ 46
Figura 4. Esquema experimental de la etapa | — Elaboracion del PisCoO..........cccccceevveieennnns 47

Figura5. Esquema experimental de la ETAPA | — Determinacion de Compuestos Volalites48
Figura 6. Elaboracion del Pisco variedad Italia con estrategias de inoculacion de levaduras en

la etapa de fermentacion, etapa 1. ..........ccoovveiiieieee e 52
Figura 7. Elaboracion del Pisco variedad Negra Criolla con estrategias de inoculacion de
levaduras en la etapa de fermentacion, etapa . ..........ccevveieiiierieeie e 53
Figura 8. Fermentacién de carbohidratos (A, B) y actividad poligalacturonasa (B) de cepas
aisladas de levaduras no-Saccharomyces ProCedeNtES .........cccvevveiveeiieerieseesierieeee e see e 56
Figura9. Analisis sensorial del Pisco de Italia y de las variedades Negra Criolla................. 68

Figura 10. Analisis de componentes principales de compuestos volatiles y atributos sensoriales
del Pisco obtenido por fermentacidn espontanea de las variedades Italia y Negra criolla de la

region Moguegua. A) Score plot y B) Biplot de compuestos volatiles:.............cccccvevviieiennnns 69
Figura 11. Recuento de células viables por periodo en dias para las distintas levaduras......... 72
Figura 12. Recuento de la poblacion total de levaduras (ufc/g de mosto) en mosto de la variedad
Italia y mosto variedad Negra Criolla durante 12 dias de fermentacion. ............cccccecvvvrvrnenne. 74
Figura 13. PCA biplot: Pisco Italia. Compuestos VOIALIES: ..........cccccevvveviiieiiieiecic e 84
Figura 14. PCA biplot: Pisco Negra Criolla. Compuestos VOIAtiles:.........ccccovevererenniennnnnn 85
Figura 15. Gréfico radial de valores sensoriales: Pisco Italia.............ccccovevviieiiieiicie e, 90



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de las levaduras VINICas ..........cccccvvvereiiieiiieneeie e 15
Tabla2. Variedades de UVas PISQUETES. ......ccueiuieiieiiieeiiieiieesieeeieestee e sieesaeesaeesaeesreesnneens 22
Tabla3.  CompoSICION e 10S PISCOS.....cc.eiiueiieieiiesieeie et 25

Tabla4. Datos de la calibracion de 20 compuestos, los cuales son analizados mediante una
extraccion en fase solida seguida de una inyeccion en un cromatografo de gases acoplado MS.41

Tabla5. Datos de la calibracién de 19 compuestos, los cuales son analizados mediante una
extraccion en fase solida seguida de una inyeccidn en un cromatografo de gases acoplado MS. 44

Tabla6. Disefio de mezclas centroide simplex para formulaciones con cepas de levaduras de
RV g [=To F: Lo I L LT VOSSPSR U RO PRRTRPO 50

Tabla 7. Disefio de mezclas centroide simplex para formulaciones con cepas de levaduras de
la variedad Negra Criolla............ccveiieiiiic e nre e 50

Tabla 8. Identificacion molecular de levaduras no-Saccharomyces aisladas de las variedades
de uva Italia y Negra Criolla. ........cccocveireieiece e 55

Tabla9. Tolerancia al etanol, produccion de sulfito y consumo de nitrégeno de levaduras no-
saccharomyces aisladas de las variedades de uva Italia y Negra criolla. ............c.cccceevivennnnen. 63

Tabla 10. Valores minimos, méximos, media y desviacion estandar de compuestos volatiles en
Pisco de las variedades de uva Italia y Negra Criolla producidos en condiciones industriales.66

Tabla 11. Mediay desviacion standar de las concentraciones de compuestos volatiles (ug/l) en
1aS MUESEras de PISCO 1AA.........couiiiiiiiieieee e 79

Tabla 12. Media y desviacion estandar de las concentraciones de compuestos volatiles (ug/l)
en las muestras de PisCO Negra Criolla ..o 81



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1.Zonas situadas en el valle de Moquegua con denominacion de origen ................

ANEXO 2.Patrones para la calibracion de compuestos volatiles



RESUMEN

La identificacion de levaduras cultivables presentes en la piel de las uvas, junto con el
aislamiento de especies fermentativas no Saccharomyces mediante un proceso de
enriquecimiento, ha permitido que las técnicas moleculares basadas en cultivos descubran una
microbiota diversa y compleja de levaduras en la uva. Se aislaron e identificaron cepas de
levadura no Saccharomyces (NSYS) (24 de la variedad Italia y 10 de la variedad Negra Criolla)
del hollejo de las uvas arométicas variedad Italia Pichia terricola (56 %), Metschnikowia
pulcherrima (31 %) y Naganishia vaughanmartiniae (13 %) y del hollejo de las uvas no
aromaticas Negra Criolla Vishniacozyma carnescens (50 %), Vishniacozyma heimaeyensis
(30%) y Aureobasidium pullulans (20%), algunos de los cuales han sido implicados en la calidad
sensorial del vino. NSYS aislado mostraron diferencia en capacidad de fermentacion de
carbohidratos, actividad de poligalacturonasa, tolerancia al etanol, produccién de sulfitos y
consumo de nitrogeno. Se mostraron diferencias significativas en los compuestos aromaticos
del Pisco elaborado mediante fermentacién espontanea. El Pisco elaborado a partir de uva
recolectada mostro diferencia en el contenido de compuestos aromaticos. En el Pisco Italia se
identificaron altas concentraciones de terpenos tales como citronelol, geraniol, linalol y nerol, y
algunos ésteres etilicos, los cuales aportan atributos sensoriales que incluyen notas citricas,
notas florales y miel. Asimismo, en el Pisco Negra Criolla se detectarén altas concentraciones
de alcohol de feniletilo, y 1-hexanol, con ausencias de compuestos terpenicos, con atributos
sensoriales a frutos secos. Tanto en el Pisco Italia como en Pisco Negra Criolla se encontr6 un
alto contenido de 1-hexanol y por primera vez de alcohol bencilico. El efecto de co-fermentacion
por NSYS en la dindmica de crecimiento de las especies, fueron inoculadas al inicio del proceso
de fermentacion del mosto de uva usando un disefio de mezcla simplex-centroide con tres
componentes. Los géneros Naganishia y Pichia fueron predominantes en la variedad Italia y
Aureobasidium en la variedad Negra Criolla. La monoinoculacion mostré un predominio de
terpenos como o-terpineol, citronerol y geraniol en el Pisco Italia y un alto contenido de alcohol
feniletil y ésteres etilicos en el Pisco Negra Criolla. La concentracion de alcohol isoamilico fue
mayor en el destilado obtenido del mosto de uva no inoculado, que fue significativamente mayor
en comparacion con otras mezclas de levadura natural. Un Anélisis de Componentes Principales
(ACP) realizado sobre los datos cuantitativos de los 19 compuestos volatiles Italia y 13

compuesto volatiles Negra Criolla revelaron que las diferencias quimicas pueden ser suficientes



para clasificar las mezclas de NSY'S segun su variedad. La evaluacién sensorial mostré que los
descriptores citricos, florales, alcohdlicos y almibar de eran marcados en los Piscos Italia de
inoculacion simple, mientras que los descriptores herbéaceos, especiados, herbaceos y de
vegetales cocidos, junto con un notable descriptor de mantequilla. Este Gltimo afiadié una
complejidad al perfil sensorial del Pisco Negra Criolla. El potencial del aislado NSYS para
mejorar las propiedades sensoriales del Pisco como estater en el proceso de fermentacion merece

mayor estudio.

Palabras clave: Pisco Uva Italia; Uva Pisco Negra Criolla; microbiota; no Saccharomyces.



ABSTRACT

The identification of cultivable yeasts present on grape skins, along with the isolation of non-
Saccharomyces fermentative species through an enrichment process, has allowed culture-based
molecular techniques to uncover a diverse and complex yeast microbiota in the grape. Non-
Saccharomyces yeast strains (NSYS) were isolated and identified from the skins of aromatic
grape varieties Italia Pichia terricola (56 %), Metschnikowia pulcherrima (31 %) and
Naganishia vaughanmartiniae (13 %), Metschnikowia pulcherrima (31 %) and Naganishia
vaughanmartiniae (13 %) and from the skins of the non-aromatic grapes Negra Criolla
Vishniacozyma carnescens (50 %), Vishniacozyma heimaeyensis (30 %) and Aureobasidium
pullulans (20 %), some of which have been implicated in wine sensory quality. NSYS isolates
showed differences in carbohydrate fermentation capacity, polygalacturonase activity, ethanol
tolerance, sulphite production and nitrogen consumption. Significant differences were shown in
the aroma compounds of Pisco made by spontaneous fermentation. Pisco made from harvested
grapes showed differences in the content of aroma compounds. In Pisco Italia, high
concentrations of terpenes such as citronellol, geraniol, linalool and nerol, and some ethy| esters
were identified, which contribute sensory attributes including citrus notes, floral notes and
honey. Likewise, high concentrations of phenylethyl alcohol and 1-hexanol were detected in
Pisco Negra Criolla, with absences of terpenic compounds, with sensory attributes of dried
fruits. In both Pisco Italia and Pisco Negra Criolla a high content of 1-hexanol and for the first-
time benzyl alcohol was found. The effect of co-fermentation by NSY'S on the growth dynamics
of the species were inoculated at the beginning of the grape must fermentation process using a
simplex-centroid mixture design with three components. The genera Naganishia and Pichia
were predominant in the Italia variety and Aureobasidium in the Negra Criolla variety.
Monoinoculation showed a predominance of terpenes such as a-terpineol, citronerol and
geraniol in Pisco Italia and a high content of phenylethyl alcohol and ethyl esters in Pisco Negra
Criolla. The concentration of isoamyl alcohol was higher in the distillate obtained from non-
inoculated grape must, which was significantly higher compared to other natural yeast blends.
A Principal Component Analysis (PCA) performed on the quantitative data of the 19 volatile
compounds Italia and 13 volatile compounds Negra Criolla revealed that chemical differences
may be sufficient to classify the NSYS blends according to their variety. Sensory evaluation
showed that citrus, floral, alcoholic and syrupy descriptors were marked in the single-inoculated



Italia Piscos, while herbaceous, spicy, herbal and cooked vegetable, descriptors along with a

notable buttery descriptor, added complexity to the sensory profile of Negra Criolla Pisco. The

potential of the NSYS isolate to improve the sensory properties of Pisco as a stater in the

fermentation process deserves further study.

Keywords: Pisco Uva Italia; Pisco Negra Criolla grape; microbiota; non-Saccharomyces.



I. INTRODUCCION

El Pisco es una bebida espirituosa joven, unica y de gran demanda nacional e internacional,
obtenida por la destilacion de uva elaborado a partir de diferentes variedades de uvas aromaticas
(Albilla, Italia, Moscatel y Torontel) y no arométicas (Mollar, Negra Criolla, Quebranta y
Uvina) producidas en ciertas zonas de la costa peruana (Cacho et al. 2012, 2013), las cuales
influyeron en el aroma y otras propiedades sensoriales, asi como chocolate y pasas negras
(Cacho et al. 2013, 2012).

Los atributos sensoriales del Pisco dependen de la calidad y caracteristicas de la variedad de
uva, que dependen de muchos factores como las condiciones climaticas, el suelo y la ubicacion
geografica (Cacho et al. 2013, Wang et al. 2020, Gonzéalez-Barreiro et al. 2015) y que a su vez
influyen en el microbiota silvestre implicada en la fermentacion espontanea (Lappa et al. 2020,
Englezos et al. 2022) y de las técnicas vitivinicolas del proceso de destilacion (Cacho et al.
2013). La quimica del vino en parte es el resultado de la contribucion de toda la microbiota,
incluyendo cepas seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae (Lappa et al. 2020, Chen et al.
2022) y cepas de levadura no Saccharomyces (NSYS), que generalmente estan presentes al
inicio de la fermentacion, pero contribuyen con su perfil aromatico (Capozzi et al. 2015, Binati
etal. 2020, Chen etal. 2021, Dela¢ Salopek etal. 2022). Asi, se ha producido vino con
diferentes caracteristicas aromaticas mediante la inoculacion simultanea o secuencial de cepas
de NSY'S especificas aisladas de uva de diferentes regiones (Binati et al. 2020, Ciani et al. 2010,
Comitini et al. 2021). Varias NSYS implicadas en el aroma del vino han sido aisladas de la piel
de uvas incluyendo entre otras Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima, Pichia
kluyveri, Lachancea thermotolerans, y Schizosaccharomyces pombe, Candida railenensis,
Hanseniasporas genus, Debaryomyces hansenii (Dela¢ Salopek et al. 2022, Hong et al. 2019,

Ge et al. 2022). Sin embargo, la microbiota de la uva depende de muchos factores, como las



condiciones climaticas, el suelo y la ubicacion geografica y las variedades de uva (Aplin et al.
2019, Barata et al. 2012, Chen et al. 2022, Gao et al. 2019). De hecho, el crecimiento de una
misma uva en diferentes regiones y ubicacion del vifiedo produce vinos con caracteristicas
sensoriales diferentes (Chen et al. 2022, Keller 2010).

El objetivo general del presente estudio es Aislar levaduras nativas implicadas en el perfil
sensorial de Pisco puro Italia y Negra Criolla, los objetivos especificos fueron: a) aislar y
caracterizar fenotipicamente NSYS de la piel de las uvas Italia y Negra Criolla colectadas
sistematicamente del vifiedo de la region de Moquegua, una de las cinco regiones con
denominacion de origen de Pisco, b) caracterizar los compuestos volatiles y atributos
sensoriales, evaluados por un panel experto del Pisco, elaborado de las variedades de uvas
mencionadas y c) Evaluar la contribucion de las NSYS analizando los compuestos volatiles y
atributos sensoriales del Pisco variedad lItalia y variedad Negra Criolla relacionados con las

diferentes estrategias de mezclas de cepas inoculadas.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 MICROBIOTA DE LA UVA (Vitis vinifera)

Las uvas tienen una microbiota compleja que incluye hongos filamentosos, levaduras y bacterias
con diferentes caracteristicas fisioldgicas y efectos sobre la produccion de vino; este consorcio
cubre especies de levaduras, bacterias del acido lactico y bacterias del acido acético donde la
proporcion de estos microorganismos depende del estado de maduracion de la uva y de la
disponibilidad de nutrientes (Barata etal. 2012). Asi, la vid asociada a sus comunidades
microbianas constituye un supra organismo, también llamado holobionte, cuyo funcionamiento
estd ligado a interacciones establecidas planta-microorganismo (Bettenfeld et al. 2022). Los
microorganismos epifitos despliegan mecanismos muy variados y novedosos para sobrellevar
no solo la sequia, sino también, la adquisicion de nutrientes del ambiente (Granados-Sanchez
et al. 2004) y juegan un rol importante en una fermentacién espontanea, lo cual afecta de manera
directa la calidad o seguridad del vino, ya que produce metabolitos secundarios, como aromas
(frutales, florales, especiados y herbaceos) y uretano (Cordero-Bueso etal. 2011). En la
comunidad de levaduras presente en el mosto de uva fresco y durante la fermentacion alcohdlica
a menudo estdn presentes especies no Saccharomyces (NS) de los géneros Candida,
Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia, Issatchenkia y Metschnikowia. Hanseniaspora uvarum es
una de las especies mencionadas Gltimamente y Candida zemplinina es la especie mas

abundante del género Candida en muestras de vino y mosto (Zott et al. 2010).

Diversos estudios se han enfocado en el estudio de los factores geograficos y sus repercusiones
en la obtencién del vino. (Gayevskiy y Goddard 2012) observaron que las levaduras son los
microorganismos mas afectados por los factores geograficos en Nueva Zelanda. Se ha
establecido también que la poblacion de la microbiota es el resultado del uso de un enfoque de
agricultura tradicional y biodinamica (Guzzon et al. 2016). El uso de pesticidas en el proceso de
cultivo de la uva puede modificar la composicion de la microbiota, provocando un quiebre

selectivo de ella (Milanovi¢ et al. 2013).



2.1.1 DIVERSIDAD DE LEVADURA

Las levaduras presentes en la baya de la uva contribuyen significativamente en el proceso de
elaboracion del vino, afectando positiva 0 negativamente las caracteristicas sensoriales del
mismo. No obstante, esta microbiota esta influenciada por factores climaticos, geograficos y las
practicas vitivinicolas implicadas, como, el uso de pesticidas y fertilizantes (Gao et al. 2019).
Generalmente, muy pocas levaduras (10-102 ufc/g) se detectan en bayas de uva inmaduras, pero
aumentan a una poblacion de 10*-10° ufc/g a medida que las uvas maduran para la cosecha
(Fleet 2003). El foco principal ha sido el estudio de Saccharomyces cerevisiae dada su
relevancia en la elaboracion del vino, esta especie es frecuente en las uvas, pero como se ha
mostrado anteriormente es una levadura ausente o raro dentro de las uvas pero es considerado

como la primera levadura domesticada (Barata et al. 2012).

La microbiota del vino es un ecosistema complejo que desempefia un papel directo en la
produccion y sintesis de muchos metabolitos relevantes desde el punto de vista enoldgico,
teniendo profundos efectos en la composicion final del vino (Englezos et al. 2022, Lai et al.
2022). A menudo, se menciona que las levaduras no Saccharomyces (NS) son dominantes en
superficie de la uva y a inicios de la etapa de vinificacion (Zott et al. 2011). Estas levaduras
desempefian un papel crucial en el proceso fermentativo, que es un procedimiento
bioquimicamente complejo que incluye la conversion de azucar en alcohol y muchos otros
metabolitos secundarios. Sin embargo, investigaciones cientificas brindan indicios que el uso
de levaduras nativas estd conectado con la manifestacion de perfiles sensoriales distintivos en
una localidad precisa. Estas evidencias sugieren que las levaduras nativas, presentes de forma
natural en un entorno geografico determinado, pueden jugar un papel fundamental en la
influencia de los sabores y aromas Unicos que caracterizan a esa region en particular (Lappa
et al. 2020, Lai et al. 2022).

Las levaduras, entre las mas importantes se encuentran las especies pertenecientes al género
Saccharomyces, en particular, Saccharomyces cerevisiae (Pretorius 2000). Una fermentacion de
inicio hasta el final y con una gran produccion de etanol se da con especies tolerantes de
Saccharomyces (Fleet 2003). Hoy en dia, las fermentaciones son inoculadas con cepas
seleccionadas de S. cerevisiae disponibles comercialmente debido a la facilidad de control y



homogeneidad de fermentaciones del vino (Schuller et al. 2005). Clavijo et al. (2010) sefialan
que se han estudiado la poblacion de levaduras en diferentes vifiedos y bodegas y el uso de
levaduras seleccionadas comerciales, de las 1586 levaduras aisladas, solo 252 de ellas
correspondian a S. cerevisiae. Segun (Mortimer y Polsinelli 1999), s6lo una de cada mil bayas
es S. cerevisiae positivo. Es bien sabido que la presencia de S. cerevisiae en la uva es rara. Segun
lo descrito por (Martini 1993), la levadura enoldgica por excelencia se aisla con extrema
dificultad de los habitats convencionales, como el suelo del vifiedo o la superficie de la uva
madura, mientras que es casi la Unica especie que coloniza las superficies del equipamiento de
la bodega. Capece et al. (2012) estudiaron 132 cepas de S. cerevisiae, aisladas de fermentacion
espontanea donde muestran resistencia a compuestos quimicos potencialmente presentes en el

vino (diéxido de azufre, etanol, cobre).
2.1.2 FACTORES QUE AFECTAN LA COMUNIDAD DE LEVADURAS

El impacto que las levaduras que tienen sobre la calidad de un producto acabado dependen en
gran medida de la poblacion inicial (cantidad microbiana y diversidad de especies) en el jugo
de fermentacion, ya sea de una poblacion natural o de una cepa inoculada (Englezos et al. 2022).
Otras levaduras distintas de S. cerevisiae afectan el fenotipo de la bebida fermentada o destilada
en téerminos de composicion volatil (Comitini et al. 2017). Otros factores como la lluvia, la
temperatura, el dafio fisico y la aplicacién de agroquimicos como fungicidas e insecticidas que

descienden el crecimiento o la carencia de levaduras en la uva (Hernandez et al. 2011).
a. VARIEDAD DE LA UVA

Las uvas albergan una gran variedad de levaduras cuya diversidad y densidad flucttan a lo largo
de la maduracién y el estado fisico o dafio de las uvas estando influenciadas en parte por las

practicas agronémicas (Bagheri et al. 2016).
b. TRATAMIENTOS DE VINEDOS

El principal tratamiento del vifiedo estudiado esta relacionado con el uso de tratamientos
fitosanitarios, principalmente aquellos contra hongos (mildiu velloso, oidio y podredumbre
gris). Los estudios se basan en el andlisis de uvas después del tratamiento del vifiedo, que no

excluye la influencia de otros factores, o en fermentaciones de auto enriquecimiento que no
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pueden extrapolarse correctamente para evaluar las variaciones en la microbiota de la baya
(Trigo-Cérdoba et al. 2015). Los pesticidas reducen la poblacién de levaduras y la diversidad
en los mostos en fermentacion. La ausencia de efecto sobre la fermentacion de S. cerevisiae por
seis fungicidas diferentes mientras se estimulaba la fermentacion por K. apiculata. Los
pesticidas afectan la diversidad y frecuencia de S. cerevisiae y otras especies comparando dos
grupos diferentes de aplicacion de plaguicidas y un vifiedo abandonado (Cordero-Bueso et al.
2011). EI nimero de levaduras oxidativas aumento en afios con alta precipitacion, con alta
proliferacion fungica, mayores tratamientos con fungicidas y mayor dafio a la baya. Las
levaduras oxidativas fueron més altas en afios con mayor precipitacion (M. pulcherrimay C.
stellata mas altas que K. apiculata) lo cual no se atribuyd a los tratamientos quimicos porque

fueron idénticos en ambos afios (Paiola et al. 2020).
c. CONDICIONES CLIMATICAS

Las condiciones climéticas y microclimaticas incluyen el efecto de la temperatura, la exposicion
a los rayos UV, las lluvias, la luz solar y los vientos. La diversidad y cantidad de poblaciones
microbianas dependen de estas condiciones, las cosechas lluviosas conducen a un mayor uso de
fitoquimicos, una mayor proliferacion de hongos y un mayor dafio a las bayas, junto con una
menor radiacion UV (Magyar et al. 2014). Los recuentos totales de levadura encontraron que
los afios con mayor precipitacion arrojaron recuentos mas altos, probablemente debido al
aumento en el volumen de la baya que permite la liberacidn de jugo en areas conjuntas como el
areaentre el pedicelo y la baya, y una mayor exosmaosis que conduce a la liberacién de nutrientes
en la superficie de la uva. Las levaduras oxidativas, como M. pulcherrima aumentan en afos
con mayor precipitacion (Romero et al. 2022). Cordero-Bueso etal. (2011) encontraron
mayores proporciones de levaduras basidiomicetos en cultivos tardios de condiciones climéticas
frias mientras que K. apiculata fue mas frecuente en climas templados y se encontraron

diferentes poblaciones de S. cerevisiae en las regiones costeras y mas calidas.
d. FACTORES BIOTICOS

Investigaciones de Francesca et al. (2014) centradas en el papel de las aves migratorias en la
diseminacion ambiental de levaduras vinicolas, las aves transportan y diseminan levaduras

capaces de soportar las condiciones del tracto gastrointestinal del animal a través de largas



distancias, durante sus migraciones anuales y muchas de ellas, son las levaduras enoldgicas
como S. cerevisiae, Hanseniaspora guilliermondii, Metschnikowia pulcherrima, Debaromyces
hansenii, Pichia kudriavzevi, Pichia terricola y Aureobasidium pullulans (Francesca et al.
2012), mostrando la persistencia de la cepa S. cerevisiae con aptitud enoldgica. Se ha

demostrado que las avispas también diseminan la levadura S. cerevisiae (Stefanini et al. 2012).
2.1.3 AROMA PRIMARIO ASOCIADO CON LA UVA
a. PRECURSORES

El aroma proviene de varios componentes volatiles, incluidos alcoholes superiores,
ésteres, terpenos, pirazinas, fenoles, aldehidos y algunos tioles varietales (Jones-Moore et al.
2022). Son fundamentales para la obtencion de un vino de calidad, al estar los primeros
relacionados con el cuerpo, color, astringencia y amargor, y los segundos con el aroma de los
vinos (Neira 2011). Los compuestos aromaticos provenientes de la uva aportan al vino su aroma
varietal, mientras que la fermentacion microbiana aporta al vino los aromas fermentativos
(Pefia-Gallego et al. 2012).

b. FACTORES QUE AFECTAN EL AROMA PRIMARIO

Los factores que afectan el aroma primario de la baya son variados, pudiendo mencionarse entre
otros, el lugar de implantacion del vifiedo con todo lo que ello conlleva, como tipo de suelo y el
efecto del mismo sobre la disponibilidad hidrica y nutricional; clima de la zona y su efecto
térmico y luminico, afectando el proceso fotosintético y las rutas de sintesis directa e
indirectamente relacionadas con el mismo, como es la sintesis de azlcares y a partir de ellos de
acidos y metabolitos secundarios responsables del color, cuerpo, aroma, etc.. Adicionalmente
se veran afectados procesos de respiracion metabolitos tales como &cidos y algunos compuestos
aromaticos (Neira 2011). Los efectos de las altas temperaturas y el calentamiento global
permiten retrasar la maduracion y el aroma primario de la uva. Es necesario disponer de
multiples técnicas vitivinicolas para adaptar a la situacién climatica actual y mejorar a la

vitivinicultura (Gutiérrez-Gamboa et al. 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/terpene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pyrazine
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/aldehyde

2.1.4 TECNICAS DEPENDIENTES DE CULTIVOS PARA LEVADURAS

Las técnicas dependientes del cultivo son eficientes para monitorear las cepas de levadura a lo
largo del proceso de fermentacion. Estos métodos son muy laboriosos y requieren mucho tiempo
e incluyen el aislamiento, cultivo y caracterizacion de cada especie. Ademas, las poblaciones
menores presentes son dificiles de detectar mediante métodos de cultivo porque pueden estar

enmascaradas en las placas (Maturano et al. 2015).
a. IDENTIFICACION FENOTIPICA

Los métodos fenotipicos convencionales basados en criterios bioquimicos son la asimilacion de
nutrientes (carbohidratos y fuentes de nitrogeno) y la fermentacién de carbohidratos y son
técnicas costosas, laboriosas, que consumen mucho tiempo y sélo se realizan en laboratorios de
referencia, consumen un tiempo variable de 2 a 21 dias; ademas requieren la utilizacion de
claves de identificacion que complican el proceso. Para lograr una identificacion presuntiva

adecuada deben ser acompafiados de métodos morfoldgicos y fisiologicos (Ferrara et al. 2014).
b. IDENTIFICACION BASADA EN METODOS BIOQUIMICOS

La técnica de caracterizacion bioquimica sigue siendo predominante hasta el dia de hoy, por su
relativa sencillez y porque en términos generales no requieren equipos sofisticados para llevarla
a cabo (Vasquez et al. 2016). Para la identificacion bioquimica, las levaduras se someten a
pruebas de asimilacién de carbohidratos, utilizando el sistema APl 20C AUX (Bio-Merieux)
(Hernandez et al. 2011).

c. IDENTIFICACION BASADA EN METODOS MOLECULARES

Las principales técnicas de identificacion de levaduras estan basadas en métodos de biologia
molecular, aplicando la PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) la cual las hace mas
especificas, pueden ser extremadamente sensibles y los resultados se obtienen en corto tiempo
(Véasquez etal. 2016). La caracterizacion molecular se puede llevar a cabo utilizando una
combinacién de diferentes técnicas para identificar y obtener informacién sobre la relacion
gendmica entre los aislamientos (Tofalo et al. 2011). Dentro de las técnicas para identificacion

molecular se encuentran los analisis de las regiones ribosomales (5,8S; 18S y 26S), los



espaciadores internos transcritos ITS y las regiones externas (ETS), la PCR en tiempo real,
microchips, analisis de cromosomas por electroforesis en campo pulsado, analisis de restriccion
del ADN mitocondrial, los RAPD's (Amplificacion aleatoria de ADN polimorfico), PCR de
regiones repetitivas del genoma (microsatélites y minisatélites), la amplificacidn de secuencias

d y los AFLP(amplificacion de fragmentos de longitud polimérfica) (Vasquez et al. 2016).
d. DETECCION BASADA EN ELECTROFORESIS EN GEL

Los métodos analiticos moleculares basados en PCR-electroforesis en gel en gradiente
desnaturalizante (DGGE) ahora se estan aplicando al campo de microbiologia. EI ADN total se
extrae del ecosistema y el ADN microbiano se amplifica especificamente mediante PCR

utilizando grupos particulares de cebadores universales (Prakitchaiwattana et al. 2004).

2.1.5 POBLACIONES DE CELULAS MEDIANTE METODOS INDEPENDIENTES
DEL CULTIVO

Cocolin et al. (2001) detallan que en los ultimos 10 afios se han desarrollado nuevos métodos
basados en el analisis de los acidos nucleicos (DNA y RNA) que se extraen directamente de la
muestra sin necesidad de cultivo microbiano. EI método que se utiliza a menudo en este tipo de

estudios es:
a. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se han utilizado la PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) que se ha aplicado en la deteccién
de levaduras de deterioro Brettanomyces bruxellensis / Dekkera bruxellensis y para detectar la
poblacion global de levaduras o el principal género de levaduras de fermentacion,
Saccharomyces y para detectar Zygosaccharomyces bailii (Zott et al. 2010). Los ensayos de
gPCR podrian permitir a los administradores de vifiedos correlacionar las densidades de
poblacion de levadura con el cultivo, los factores ambientales y el manejo del vifiedo, y extender
los estudios al control biolégico de los patdgenos de la uva y la salud del vifiedo (Wang et al.
2020).

Se han descrito métodos exitosos independientes del cultivo, como PCR-DGGE, hibridacién in

situ o citometria de flujo con anticuerpos fluorescentes. Estas técnicas se basan en la deteccion



directa del ADN en muestras de origen bioldgico. ElI método PCR-DGGE, que ha reportado
limites de deteccion entre 102 UFC/mL en cultivos puros y 10* UFC/mL en muestras de vino o
mosto el andlisis PCR-DGGE es menos sensible que el cultivo en agar para determinar las
levaduras de las uvas (Xu et al. 2021, Zott et al. 2010).

b. SECUENCIACION DEL ALTO RENDIMIENTO

Schmidt y Hildebrandt (2017) mencionan que el progreso de la secuenciacion de proxima
generacion tiene un gran impacto en la investigacion gendmica. Esta tecnologia de alto
rendimiento ahora puede producir miles de millones de fragmentos cortos de ADN o ARN en

exceso de unos pocos terabytes de datos en una sola ejecucion.

El gen de ARNr de subunidad pequefia bacteriana (ARNr 16S) asi como el gen fungico ITS1-
5.8S rARN-ITS2 han sido reconocidos como el estandar de oro para estimar la diversidad
filogenética en comunidades microbianas (Sun y Liu 2014). Las técnicas moleculares que se
basan en genes de ARNr como moléculas diana, se han empleado junto con metodologias
dependientes del cultivo para identificar microorganismos después del aislamiento y
crecimiento en cultivos puros (Alessandria et al. 2013). Esta técnica se emplea a menudo en
combinacién con métodos dependientes del cultivo y ha permitido a los investigadores descifrar
la complejidad y evolucidon de la poblacién microbiana durante la maduracion de las bayas y

durante todo el proceso de fermentacién (Andorra et al. 2010).
2.1.6 TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION ECOLOGICA MICROBIANA

Las poblaciones de levadura de uva se componen aproximadamente entre 102 y 10* células/g
(Fleet et al. 2002). La identificacion precisa es obviamente crucial para el establecimiento de
comunidades microbianas. Ademas, la reproducibilidad de estas técnicas es algo cuestionable,
ya que en muchos casos dependen del estado fisiologico de las células. Las técnicas de biologia
molecular evitan estas dificultades al permitir el analisis directo del genoma,
independientemente del estado fisioldgico de la célula, proporcionando una mayor precision
identificaciones (Barata et al. 2012). La metagendmica es una alternativa cada vez mas utilizada,
gue no requieren clonaciéon o amplificacion por PCR, y pueden producir grandes cantidades de

lecturas de ADN para estudiar organismos no cultivados (Huson et al. 2007). Su aplicacion a
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mostos de uva evidencia la esperada diversidad de microbiota y la presencia inesperada de
algunas especies inusuales en vinos, como Enterobacter spp. 0 Dunaliella tertiolecta (Nisiotou
etal. 2011). La espectroscopia infrarroja transformada de Fourier se ha informado como una

poderosa técnica para identificar levaduras, mohos y bacterias (Santos et al. 2010).
2.2 LEVADURA EN LA FERMENTACION DEL MOSTO DE UVA

Levaduras con baja actividad fermentativa, como Candida spp., Hanseniaspora spp.,
Kluyveromyces spp., Pichia spp. y Rhodotorula spp., son predominantes en uva, mosto y durante
las primeras etapas de fermentacidn. Después, Saccharomyces cerevisiae prolifera, domina y
completa la fermentacion del vino (Fleet et al. 2002). Generalmente, estas especies no
Saccharomyces se consideraron de importancia secundaria o indeseable para el proceso
(Andorra et al. 2010), sin embargo, esta tendencia estd cambiando. (Fleet 2008) menciona las
posibilidades de utilizar levaduras distintas de los del género Saccharomyces para futuros vinos
y la viabilidad comercial de mezclas de levaduras. Estas especies tienen un gran potencial para

introducir caracteristicas atractivas para el vino que pueden mejorar su calidad organoléptica.

Las principales levaduras no Saccharomyces presentes durante fermentacion alcoholica son
Candida stellata, actualmente clasificada como Candida zemplinina y Hanseniaspora uvarum
(Sipiczki et al. 2005). Las especies de Hanseniaspora se han considerado grandes productores
de ésteres, la mayoria de ellos contribuyendo a la aroma floral y afrutado de los vinos (Ciani
et al. 2006). Las cepas de Hanseniaspora uvarum también poseen caracteristicas enzimaticas de
interés para la vinificacion por sus efectos tecnoldgicos y su contribucién a la formacién de
aromas, pectinasas, proteasas y glicosidasas son algunas de las enzimas secretadas por
Hanseniaspora uvarum, que mejora la clarificacion, estabilizaciéon y aroma de los vinos
(Moreira et al. 2005).

2.2.1 FERMENTACION ESPONTANEA

En fermentacion espontanea las primeras levaduras en aparecer son las levaduras apiculadas
(Kloeckera, Hanseniaspora) y Candida, seguidas de varias especies de Metschnikowia, Pichia
y ocasionalmente Brettanomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora y

Zygosaccharomyces, son Utiles para preservar las caracteristicas de las regiones productoras de
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vino (Pretorius et al. 1999). La baja tolerancia al etanol de estas levaduras y su incapacidad para
fermentar todos los azUcares presentes en los mostos son las razones de su reemplazo natural
por Saccharomyces cerevisiae, este es el agente principal en la fermentacion alcohdlica, pero la
distribucion natural de esta levadura no es clara (Clemente-Jimenez et al. 2004). Las especies
fermentativas de Saccharomyces (S. cerevisiae) ocurren en poblaciones extremadamente bajas
y rara vez son aislado de los granos intactos, lo que sugiere que la fermentacion en forma
esponténea esta levadura proviene de la superficie en la bodega (Martini 1993). También ha
sido sefialado que la presencia / ausencia de S. cerevisiae difiere segin cada planta y racimo
(Pretorius et al. 1999). Por esta razdn, no siempre es posible obtener el mismo vino por una
fermentacion espontanea. Este problema se esta resolviendo en la actualidad. por el uso de cepas

comerciales en la fermentacion proceso (Clemente-Jimenez et al. 2004).
a. DINAMICA DE LA POBLACION DE LEVADURAS

La dinamica de la poblacion de levaduras cambia la composicion y cantidad de levaduras en un
determinado entorno a lo largo del tiempo. La dindmica de la poblacion de levaduras esta
influenciada por una serie de factores y procesos, como el crecimiento, la reproduccién, la
competencia y el entorno en el que se encuentran. Cuando encuentran condiciones favorables,
como la presencia de nutrientes y espacio, pueden crecer y reproducirse rapidamente, lo que
lleva a un aumento en la poblacion. La diversidad genética puede influir en la adaptabilidad de
la poblacion a cambios en el entorno y en su capacidad para enfrentar desafios como factores
estresantes o cambios en las condiciones nutricionales. Las primeras etapas de la fermentacion
alcoholica generalmente estdn dominadas por levaduras apiculadas pertenecientes al género
Hanseniaspora (Kloeckera), asi como por otras levaduras no Saccharomyces como Candida
stellata y Metschnikowia pulcherrima (Fleet 2003). La produccion de vino se realiza por una
fermentacion natural del mosto de uva y se lleva a cabo mediante una sucesion de diferentes
poblaciones de levaduras. Con menor frecuencia también se encuentran especies asignadas a los
géneros Pichia y Kluyveromyces y a medida que avanza la fermentacion, las especies distintas
de Saccharomyces mueren sucesivamente, dejando a S. cerevisiae para dominar y completar la
fermentacion (Jolly et al. 2014). Aunque algunas especies de vino que no son Saccharomyces a

menudo se citan como importantes para el sabor y la calidad del vino (Egli et al. 1998).
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b. FACTORES QUE AFECTAN LA POBLACION DE LEVADURAS

La poblacion de levaduras puede ser influenciada por una variedad de factores bidticos
(relacionados con otros seres vivos) y abioticos (factores no vivos del entorno). Estos factores
pueden afectar el crecimiento, la distribucién y la diversidad de las poblaciones de levaduras
(Bisson 1999). Los factores abiédticos, como la disponibilidad de nutrientes esenciales, como
carbohidratos, nitrogeno, vitaminas y minerales, afecta directamente el crecimiento y la
reproduccion de las levaduras. Las levaduras tienen rangos de temperatura éptimos para su
crecimiento. Las fluctuaciones en la temperatura pueden afectar la tasa de crecimiento y la
composicion de la poblacion. El pH del entorno puede influir en la actividad enzimatica y en la
viabilidad de las levaduras. Diferentes especies y cepas de levaduras pueden tener preferencias
de pH distintas. La humedad relativa del ambiente es importante para el crecimiento y la
supervivencia de las levaduras. Ambientes muy secos o himedos pueden afectar negativamente
su proliferacion. Algunas levaduras son anaerobias (crecen en ausencia de oxigeno), mientras
que otras son aerobicas (requieren oxigeno). La disponibilidad de oxigeno puede influir en la
composicion de la poblacion de levaduras. La exposicion a la radiacion ultravioleta y la
intensidad de la luz solar pueden influir en la viabilidad y el crecimiento de las levaduras en el
entorno (Fleet et al. 2002). Los factores bidticos pueden competir por los mismos recursos, 1o
que puede afectar el crecimiento y la prevalencia de una especie de levadura en particular.
Algunos microorganismos pueden ser depredadores o parasitos de las levaduras, lo que puede
reducir su poblacidn, las levaduras y las bacterias lacticas pueden interactuar en una simbiosis
que influye en la calidad del producto final. La dispersion de levaduras a través del aire, agua,
animales o humanos puede influir en la colonizacion de nuevos entornos y en la mezcla genética
de las poblaciones. Las mutaciones genéticas pueden generar variabilidad en las poblaciones de
levaduras, lo que puede permitir la adaptacion a nuevos entornos o condiciones cambiantes. Las
caracteristicas reproductivas, como la velocidad de reproduccion y la formacién de esporas,
pueden influir en la tasa de crecimiento y en la persistencia de las poblaciones de levaduras
(Rosslenbroich y Stuebler 2000)
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2.2.2 FERMENTACION INOCULADA

Ciani et al. (2016) mencionan que el uso de cultivos iniciadores seleccionados esta ampliamente
difundido en la vinificacion. En la fermentacion pura, la capacidad de Saccharomyces cerevisiae
inoculado para suprimir la microflora silvestre es una de las caracteristicas mas importantes que
determina la capacidad del iniciador para dominar el proceso. Dado que el vino es el resultado
de la interaccidn de varias especies y cepas de levadura, se dispone de muchos estudios sobre el
efecto de los cultivos mixtos en la calidad final del vino. El uso de S. cerevisiae como cultivo
iniciador es la practica mas extendida en la vinificacion. Sin embargo, la inoculacion de mostos
con cepas seleccionadas de Saccharomyces no asegura su dominancia al final de la fermentacion
(Capece et al. 2010). De hecho, aunque poseen una alta competencia, las cepas comerciales no
inhiben por completo las cepas silvestres hasta varios dias después de iniciado el proceso. El
cultivo iniciador debe competir no solo con levaduras no Saccharomyces, sino también con
cepas autéctonas de S. cerevisiae, que tedricamente se adaptan mejor a las condiciones del mosto
(Capece et al. 2012).

a. CRITERIOS DE SELECCION DE LEVADURAS DEL MOSTO DE UVA

La industria en sus inicios usaba solo cepas de Saccharomyces, pero la nueva tendencia es tratar
de analizar cultivos puros de fermentaciones espontaneas para seleccionar las levaduras con
mejores caracteristicas enologicas, incluyendo a las levaduras no-Saccharomyces (Epifanio
2005). La mayoria de bodegas utilizan starter seleccionados para sus fermentaciones sobre todo

en paises emergentes con poca tradicion vitivinicola (Goold et al. 2017).

Si queremos seleccionar una levadura que aporte las caracteristicas deseadas para nuestro
producto existen dos posibilidades: su basqueda directa en los vifiedos o el uso de las técnicas
de ingenieria genetica (Epifanio 2005). Si aislamos una levadura endémica debemos realizar un
andlisis posterior de sus caracteristicas enolégicas y determinar su potencial como levadura util.
Dentro de las levaduras endémicas de la zona podremos seleccionar las cepas con mejores
caracteristicas y usarlas para el indculo de los mostos de la region, los cuales responderan mejor

al inoculo de levaduras de regiones diferentes (Epifanio 2005).
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Los criterios de seleccion aplicados fueron descritos por (Rainieri y Pretorius 2000) quienes los

dividen en: tecnoldgicos; los que establecen la eficiencia del proceso de fermentacion y

cualitativos que ayudan a determinar la composicion quimicay la participacién en las cualidades

sensoriales de una bebida acabada (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las levaduras vinicas

Criterios de seleccion de levaduras enolégicas

Caracteristicas de diferenciacion

Favorables

Desfavorables

Caracteristicas macro y microscopicas
Crecimiento sobre lisina

Esporulacion

Caracteristicas tecnologicas

Favorables

Desfavorables

Tolerancia al etanol

Poder de fermentacion

Cinética de fermentacion
Resistencia al anhidrido sulfuroso
Formacion de sedimento

Factor Killer

Fermentacion de azlcares glucosa y fructosa

Formacion de espuma

Formacion de pelicula, anillo

Caracteristicas cualitativas

Favorables

Desfavorables

Actividad B-glucosidasa

Formacion de &cido a partir de glucosa

Produccion de acido sulfhidrico

FUENTE: Tomado de Rainieri y Pretorius (2000)

Este criterio comienza con las “caracteristicas de diferenciacion”, entre ellas se incluyen las

caracteristicas macroscépicas que describen a las colonias Saccharomyces spp. de coloracién

blanca a crema, consistencia butirosa, cremosa, de forma circular cuando son sembradas en agar

nutritivo. Con respecto a las “caracteristicas tecnoldgicas”, se sabe que existe un gran nimero

de sustancias, antisépticos quimicos y antibiéticos antifungicos, que limitan a la multiplicacion

de las levaduras (Ubeda et al. 2014).
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b. VINIFICACION DEL MOSTO DE UVA

Con el conocimiento de que las levaduras son las responsables de la biotransformacion del
mosto (compuesto principalmente por glucosa y fructosa) en alcohol y diéxido de carbono, la
vinificacién comenzd a ser un proceso controlable desde la vifia hasta el embotellado (Chambers
y Pretorius 2010). En las fermentaciones vinicas interviene un gran nimero de especies de
levaduras a lo largo de todo el proceso. Sin embargo, son las del género Saccharomyces, y en

particular Saccharomyces cerevisiae, las que lo llevan a término (Ciani et al. 2004).

La microbiota que encontramos inicialmente en un mosto que va a ser fermentado depende de
factores propios tanto de la uva como de la bodega, el método de recogida de la uva y su
transporte, asi como su temperatura, condicion fitosanitaria y estado de maduracion afectan a la
flora microbiana propia de la uva, la adicion de sulfitos, los tratamientos enzimaticos, el método
de clarificaciony, sobre todo, la adicion de cultivos iniciadores en la bodega determinan también
su poblacion (Pretorius et al. 1999).

c. DINAMICA DE LA POBLACION DE LEVADURA DE VINO DURANTE LA
FERMENTACION ESPONTANEA

Berradre et al. (2012) sefialan que las fermentaciones espontaneas han mostrado siempre un alto
grado de diversidad de cepas de la especie S. cerevisiae, (Querol et al. 1992) describieron en
una fermentacion espontanea una alta diversidad de cepas de esta especie durante todo el
proceso de fermentacion, hasta incluso en las fases finales. Las modernas tendencias en enologia
han apuntado siempre hacia una inoculacion con una levadura seca activa para asegurar el inicio
y final de la fermentacién, asi como una homogeneidad en el producto final vendimia tras
vendimia. Berradre et al. (2012) dicen que durante la fermentacion espontanea se ha observado
una alta proporcion de levaduras no-Saccharomyces durante los primeros dias de fermentacion.
Estas levaduras, que hasta hace poco se han considerado dafiinas en una fermentacion, pueden
producir algunos enzimas que potencien los aromas varietales, por lo que su desarrollo en las
primeras fases de fermentacion podria ser interesante. Recientemente, Andorra et al. (2010) han
realizado un trabajo en el que se realizan fermentaciones con indculos de levaduras
pertenecientes a las especies S. cerevisiae, H. uvarum y Candida zemplinina (previamente

clasificada como Candia stellata), donde han encontrado que los vinos obtenidos con las
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mezclas de las especies producian vinos con perfiles aromaticos que fueron mas interesantes
que aquellos producidos sélo con la especie S. cerevisiae. Por todo esto, (Berradre et al. 2012)
menciona que la inoculacion debe ser realizada de manera que permita que se exprese la

microbiota natural de la uva, asi podran mostrar los vinos finales una mayor tipicidad.
2.2.3 FERMENTACION MIXTA CONTROLADA

En fermentaciones mixtas, Saccharomyces y no Saccharomyces la levadura no coexiste
pasivamente; en cambio, muestran interacciones interesantes que pueden influir en el perfil
analitico del vino (Andorra et al. 2012). Las levaduras no Saccharomyces tienen caracteristicas
enoldgicas especificas que pueden tener efectos sobre el sabor y aroma del vino (Viana et al.
2008), el uso de fermentaciones mixtas de Saccharomyces y no Saccharomyces se ha fomentado
particularmente en vinos (Navarrete-Bolafios 2012) incluso cuando estas levaduras son
generalmente reconocidas como levaduras de descomposicion (Domizio et al. 2011). En un
estudio, una cepa seleccionada de Zygosaccharomyces florentina, se utilizé en fermentaciones
mixtas en indculo diferente con Saccharomyces cerevisiae, provocO un aumento de la
produccion de polisacaridos y una modulacién de las concentraciones finales de los diversos

compuestos volatiles (Domizio et al. 2011).

a. LAS LEVADURAS NO SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO INSTRUMENTO
BIOTECNOLOGICO

La biotecnologia aplicada a la vinificacion incluye varios aspectos de la industria de la
fermentacion, como el seguimiento de las poblaciones microbianas, el uso de cultivos
iniciadores seleccionados y el control de levaduras no deseadas (King y Richard Dickinson
2000). Las fermentaciones mixtas que utilizan inoculaciones controladas de cultivos iniciadores
de Saccharomyces cerevisiae y levaduras no Saccharomyces representan una forma préactica de
mejorar la complejidad del vino y mejorar las caracteristicas especificas de un vino (King y
Richard Dickinson 2000). De hecho, los mostos de uva inoculado con cultivos puros de
levaduras no Saccharomyces han demostrado producir varios metabolitos en condiciones
desfavorables, incluidos el acido acético, acetona, acetato de etilo y acetaldehido; esto excluiria,
por tanto, el uso de tales levaduras no Saccharomyces en cultivos iniciadores seleccionados
(Fleet 2003).
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Sin embargo, cuando se cultivan levaduras no Saccharomyces como fermentaciones mixtas con
la cepa de S. cerevisiae, es posible que no se expresen actividades metabolicas negativas (Kim
et al. 2008).

2.3 ECOLOGIA MICROBIANA EN EL VINO

Se produce una sucesion de poblaciones de microorganismos desde las uvas hasta el vino,
actualmente, la mayoria de levaduras son seleccionadas y pertenecen al género Saccharomyces
y habitualmente a la especie Saccharomyces cerevisiae, es decir, estas levaduras estarian
presentes desde el inicio de la fermentacion alcohélica (Barata et al. 2012). Las levaduras
inoculadas producen una disminucién de la poblacién bacteriana, pero facilitan el desarrollo de
otras bacterias. Tras la fermentacion alcohodlica, la poblacion de Saccharomyces cerevisiae
disminuye, aunque se mantiene presente hasta el vino final. Al principio de la fermentacion
maloléctica se observan bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc y Oenococcus, siendo Lactobacillus el género predominante y Oenococcus
minoritario (Lopez Alfaro 2004) (Figura 1).

108 Levadur?iﬁ yf&’ﬂ»,\
> \

. "’\ : Oenococcus

Lactobacillus\, |
Pediococcus

Y ! ".,.
o\ i tmaagye

Gluconobacter

Entrega Fermentacion Fermentacion
Almacenamiento
Vendimia alcoholica malolactica

Figura 1. Laecologiay su evolucion de los microorganismos del vino: levaduras, bacterias lacticas y acéticas
durante el proceso de vinificacion y crianza. Representa la cantidad de células/ mL en cada fase de la
produccion del vino.

Fuente: Lopez Alfaro (2004)
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2.3.1 DIVERSIDAD GENETICA DE LAS PRINCIPALES ESPECIES DE LA
COMUNIDAD MICROBIOTA DEL VINO

Los microbios viven en asociaciones complejas con los tejidos de la uva y juegan un papel vital
en la salud y productividad de la planta (Berg et al. 2005). Microorganismos de la vid (Vitis
vinifera) suelen tener una influencia directa en las propiedades de las plantas y pueden estar
implicadas en la fijacion de nitrogeno, aceleracion del crecimiento vegetal y control de
patégenos vegetales (Zhang etal. 2017). La flora microbiana también puede conducir a
enfermedades como el mildiu velloso (Plasmopara viticola), polvoriento mildiu Erysiphe
necator) y podredumbre gris (Botrytis cinerea), que modula sustancialmente el desarrollo y
calidad del vino (Bokulich et al. 2016).

A continuacion, se definen las medidas de biodiversidad para el estudio de un ecosistema:

e Diversidad Alfa: es la diversidad de especies existentes en un habitat determinado. Se mide
por la riqueza (nimero de especies) y la distribucion de estas. La riqueza hallada va a
depender fuertemente del tipo de muestreo realizado. Para corregir el sesgo introducido por
el muestreo, se utilizan estimadores, como el indice de Chao (Magurran 2021).

e Diversidad Beta: es la tasa de cambio a lo largo de un gradiente o entre diferentes habitats.
Puede establecerse considerando solo la composicidn de especies, mediante los indices de
similitud de Jaccard, o la abundancia relativa de especies, con los indices de Bray-Curtis 0
Morisita-Horn (Anderson et al. 2011).

e Diversidad Gamma: es la intrinseca de un sitio, es decir, comprende las diversidades Alfa
y Beta. Estima la variedad de especies en una zona determinada, incluyendo todas las

comunidades que se encuentran en el sitio (Jost 2007).
2.3.2 AROMA SECUNDARIO: FERMENTACION DEL MOSTO DE UVA

El aroma viene determinado por compuestos de naturaleza volatil, como son, alcoholes, ésteres,
aldehidos, cetonas e hidrocarburos. Por el contrario, en el sabor influyen compuestos no
volatiles tales como azUcares, acidos organicos, derivados fendlicos y sustancias minerales
(Carpena et al. 2020). Al igual que en otros muchos alimentos, el aroma de un vino esta

determinado por varios cientos de compuestos volatiles de diversa naturaleza quimica. Hasta la
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fecha, se han identificado mas de 680 compuestos volatiles, lo que indica su complejidad
(Borren y Tian 2020). En términos enologicos y atendiendo al origen de los compuestos que lo
constituyen, el perfil aromético de un vino se clasifica en tres categorias: aroma varietal o

primario, aroma fermentativo o secundario y bouquet o aroma terciario (Styger et al. 2011).
2.4 EL PISCO

Cacho et al. (2013) mencionan que el Pisco es uno de los productos bandera del Peru, obtenido
por destilacion de un mosto recientemente fermentado de una gran variedad de uvas
denominadas pisqueras y de produccion en diferentes valles de la costa peruana y es considerado
y valorado como una bebida de alta calidad por la materia prima utilizada y tecnologia utilizada

en su produccién.
2.4.1 ORIGEN, VARIEDADES Y ZONAS PISQUERAS
a. ORIGEN

El término “Pisco” proviene del idioma quechua. “Pisqueras” hacia referencia a las aves
pequefias. Se cree que esta bebida tomd este nombre por varias razones: (a) porque se prepara a
partir de las uvas pequefias; (b) porque la ciudad donde se inicid su produccion y distribucion
se llamaba Pisco y/o (c) porque el primer aguardiente de uva que se produjo en el Per( se
almacend casualmente en unos recipientes fabricados desde la época del imperio Inca

denominados piskos (Huertas Vallejos 2004).

Las primeras plantaciones de uva llegaron a Pert a mediados del siglo X VI, procedentes de las
Islas Canarias con el fin de producir vino de consagrar para ser utilizado en los actos religiosos.
Asi, inicialmente la produccion de uvas se destind a la elaboracion de vino. Sin embargo, a
finales del mismo siglo, comenzd la elaboracion de aguardiente de uva en los poblados de Ica'y
Pisco (Pert), que fueron comercializados a lo largo de la costa peruana (Huertas Vallejos 2004).
A partir del siglo XVII se incrementd la produccién de este aguardiente a gran escala en los
departamentos de Lima, Arequipa, Cuzco, Ayacucho y Potosi, que era vendida por los jesuitas
en territorios de dominio espafiol a traves del puerto de Pisco. Por todo ello, el comercio del
Pisco crecié con destino a los puertos del Pacifico. En el siglo XVIII la exportacion de

aguardiente de Pisco era mayor que la del vino, y en el afio 1767 la produccion de este
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aguardiente ya representaba el 90 por ciento de la produccién vinicola total, ya que los residuos
y los vinos convertidos en vinagre también eran utilizados para producir esta bebida. La calidad
de este producto, procedente de la fermentacion de uvas especiales tratadas en alambiques de
cobre, lleg0 a tener un gran realce y prestigio en el transcurso de los siglos XVII, XVIIly XIX,
no solamente en el territorio del Perd, sino también fuera de él, llegando a paises de Europay a
Estados Unidos de Ameérica (California). A partir de 1764 el nombre “aguardiente de Pisco”
pas6 a nombrarse como “Pisco” directamente (Lacoste etal. 2010). Mas adelante la
denominacion “Pisco” se convirtid en un referente del aguardiente del Pera. Pero no fue hasta
1990 cuando el destilado denominado Pisco fue declarado como Denominacion de Origen
peruana mediante la resolucion N.° 072087-DIPI, de la Direccion de Propiedad Industrial del
Instituto de Investigacion Tecnoldgica Industrial y de Normas Técnicas-ITINTEC. Un afio
después, se fija oficialmente el territorio de produccion del Pisco del Peru en la zona costera de
los departamentos de Lima, Ica, Arequipa, Moquegua y los valles de Locumba, Sama y Caplina
en el departamento de Tacna, mediante el Decreto Supremo N° 001-91- ICTI/IND del 16 de
enero de 1991. Actualmente, este destilado es reconocido por la Organizacion Mundial de
Propiedad Intelectual (OMPI) como Denominacion de Origen de Perd, aunque algunos paises
de Europa, reconocen también con el nombre de Pisco al aguardiente de uva de Chile, que lo

incluy6 en sus tratados de libre comercio antes que Pera (Harrell 2009).
b. VARIEDADES

El Pisco peruano se obtiene de diferentes variedades de uva, dentro de las cuales se pueden
distinguir el grupo de las uvas arométicas como la Italia, Albilla, Moscatel y Torontel y el grupo
de las uvas no-aromatica como la Quebranta, Negra Criolla, Mollar y Uvina. Las variedades
mas representativas para la elaboracion del Pisco peruano son la Italia y Quebranta; ademas la
uva Italia es una de las variedades aromaticas con mas alta produccion en este sector (Huertas
Vallejos 2004).

Las uvas pisqueras son ocho. Su especie y sus zonas de cultivo se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Variedades de uvas pisqueras

Uva pisquera Especie Zona de cultivo
Quebranta Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Negra Criolla Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Mollar Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Italia Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Moscatel Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Albilla Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras
Torontel Vitis vinifera L. Todas las zonas pisqueras

Vitis aestivalis M.- cinerea  Cultivo y produccidn circunscritos inicamente a los distritos
Uvina E. x Vitis vinifera L de Lunahuand, Pacaran y Zufiga, de la provincia de Cafiete,

departamento de Lima

FUENTE: INDECOPI, (2011)

Son uvas no aromaticas las uvas: Quebranta, Negra Criolla, Mollar y Uvina y uvas aromaticas
las uvas lItalia, Moscatel, Albilla y Torontel (INDECOPI 2011). En cuanto a las variedades

aromaticas Italia, Moscatel y Torontel, (Filho 2018) presenta la siguiente descripcion:

Italia: esta variedad de uvas blancas es utilizada tanto como uva de mesa como para elaborar
Pisco aromatico, resultando un excelente producto. Sus racimos son sueltos, sus granos grandes,
de forma oval, su pelicula es gruesa y de color verde claro pasando a amarillo pajoso por efecto
de la insolacién y de una maduracion mas intensa. Se caracteriza por su riqueza en compuestos
aromaticos tipo moscato muy pronunciado haciendo que se obtenga un Pisco de exquisito

perfume.

Torontel: esta variedad aromatica pertenece a la familia de los moscatos. Presenta cascara de
color verde palido, pero por la accion de los rayos solares, las uvas pueden tornarse de color
dorado tostado. Ofrece aromas de moscatel, similares a la uva Italia, pero mas fina. Sus Piscos
son elegantes, de aromas delicados y bien estructurados, evoca frutas tropicales y flores blancas

como jazmin y magnolia.

Moscatel: esta variedad es importada. Sus racimos de mediano tamafio y de forma casi

cilindrica. Su mosto posee aroma caracteristico de moscato, siendo muy azucarado. Presenta
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rendimiento menor que las demas variedades, pero ofrece un Pisco muy fino de aroma y sabor

delicado.
c. ZONAS PISQUERAS DEL PERU

Este es producido en la costa de los departamentos de Lima, Ica, Arequipa, Moquegua y los
Valles de Locumba, Sama y Caplina del departamento de Tacna (Figura 2) (INDECOPI 2011).

Departamentios Pisqueros

Zonas Plsqueras

Figura 2. Zona Geografica de la Denominacion de Origen Pisco
Fuente: INDECORPI, (2011).

2.4.2 PROCESO DE ELABORACION DEL PISCO
a. MATERIA PRIMA

Los controles se realizan en primer lugar sobre la uva, que cosechada convenientemente en
recipientes no contaminantes como jabas de plastico deberéa presentar un buen estado sanitario,
exenta de restos de pesticidas o sustancias peligrosas que puedan influenciar el normal
desarrollo de la fermentacion alcohdlica o transformarse en componentes volatiles toxicos que
pasen al destilado (INDECOPI 2011).
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b. MOSTO

El procesado de la uva, para la obtencion del mosto, se debe realizar lo mas rapido posible, para
evitar la oxidacion del mosto. Este proceso debera hacerse en condiciones higiénicas dptimas
para conservar en el mosto las bondades intrinsecas de la uva que luego harén parte de las
caracteristicas cualitativas del destilado (INDECOPI 2011).

El prensado tiene por objeto extraer la solucion acuosa contenida en las bayas, asi como ciertos
compuestos del hollejo bajo el efecto de la presion. Esta operacion se realiza en una prensa, que
es en general un cilindro en el interior del cual la vendimia es comprimida, sea por el
movimiento de uno o dos platos (prensas mecanicas) o por el inflado de una membrana (prensas
neumaticas). La presion aplicada debe ser progresiva y alcanzar valores finales bastante

reactivos y demasiado para no romper los raspones, los hollejos y las pepitas (INDECOPI 2011).
c. FERMENTACION

Proceso por el cual el azucar del mosto se transforma, principalmente, en alcohol y gas
carbonico, por accién de las levaduras alcohdlicas (Hidalgo et al. 2016). Generalmente el mosto
fermentado esté listo para la destilacion después de 7 a 15 dias de fermentacion; sin embargo,
debe sefalarse que para la elaboracion del Pisco mosto verde, se utilizan caldos
incompletamente fermentados (INDECOPI 2011).

2.4.3 COMPOSICION DEL PISCO: LEGISLACION PERUANA DEL PISCO

Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 3. En ella se han podido detectar hasta 19
compuestos quimicos diferentes, pero sobre una cantidad de variedades mas pequefia (Garrido
et al. 2008).
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Tabla 3. Composicién de los Piscos

Componentes ITA QUEB TOR MOSC ALB MOL uVvi
Metanol Si Si Si Si Si Si Si
Etanol si si Si Si Si Si Si
Propan-1-ol Si Si Si Si Si Si Si
Isobutanol Si Si Si Si Si Si Si
3 — Metil Butan-1-ol Si Si Si Si Si Si X
2 — Metil Butan-1-ol Si Si Si Si Si Si X
Dietil Acetal Si Si Si Si X Si Si
Etil Acetato Si Si Si Si Si Si X

FUENTE: Garrido et al. (2008)

Hidalgo et al. (2016) indican que el Pisco esta constituido por una gran variedad de compuestos
volatiles, como terpenos, alcoholes superiores, ésteres, metanol, acetaldehido, acido acético y
furfural. Unos nocivos para la salud como el metanol, acetaldehido y furfural, y otros buenos
para el aroma como esteres, terpenos, entre otros. El sabor y aroma del Pisco es frutado y floral,
caracteristicas aportadas por los terpenos y diversos esteres, que provienen de la variedad de

uva usada y los procesos de elaboracion (fermentacion y destilacion) (Sipiczki et al. 2005).
2.4.4 COMPUESTOS AROMATICOS DEL PISCO

Se consideran componentes volatiles y congéneres del Pisco, las siguientes sustancias: ésteres,
furfural, &cido acético, aldehidos, alcoholes superiores y alcohol metilico (INDECOPI 2011).
Estos componentes estan influenciados por varios factores durante el proceso de produccion,
entre los cuales podemos distinguir los siguientes aromas de sustancias generadas durante el
proceso de destilacion y aromas de sustancias generadas durante el proceso de maduracion o
envejecimiento (INDECOPI 2011).

2.4.5 COMPUESTOS VOLATILES DEL PISCO

Las bebidas destiladas son mezclas muy complejas que contienen cientos de compuestos
individuales en una matriz de etanol y agua, mejorados o modificados por efectos sinergicos o

de enmascaramiento. Su papel en la formacion del sabor del vino depende de su abundancia y
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umbrales de olor (Falqué et al. 2001). EI umbral de olor se define como la cantidad minima de
odorante que se debe agregar a una matriz de referencia para causar una diferencia sensorial
significativa. Es diferente en agua pura y en soluciones modelo de alcohol diluido que oscilan
entre 10 y 40 por ciento de etanol en agua (“/v). Por ejemplo, los umbrales correspondientes al
linalool son 5, 50, 1000 ug/L para agua, 10 y 40% de etanol/agua (*/v). El valor de la actividad
del olor es una medida de la importancia de un compuesto especifico para el olor (Cacho et al.
2012). Se calcula como la relacion entre la concentracion de la sustancia individual y su
concentracion umbral. El andlisis de dilucién de extracto de aroma también se puede utilizar
para identificar los compuestos de aroma mas importantes y determinar el factor de dilucién de
sabor mas alto (Zhao et al. 2009).

Se han detectado méas de 500 sustancias en bebidas espirituosas que pertenecen a un gran
numero de clases quimicas, como terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, &cidos y
fenoles. Sin embargo, solo algunas de estas sustancias son importantes por su contribucion a las
caracteristicas sensoriales del brandy. Muy recientemente, se ha empleado el uso de marcadores
quimicos para rastrear la contribucion sensorial de cada una de las tres etapas posteriores a la
fermentacion del Pisco chileno. Utilizando métodos estadisticos multivariables y aplicando
heuristicas para igualar la diferenciacion sensorial y quimica de muestras de Pisco, lograron
determinar la principal contribucion sensorial de los destilados de vinos de mezcla y crianza

siguiendo la concentracion de un solo marcador quimico correspondiente (Lillo et al. 2005).
a. Terpenos

Los terpenos estan presentes principalmente en los hollejos de la uva. Su concentracion es
particularmente alta en las variedades de uva moscatel. Se han identificado alrededor de 40
compuestos terpénicos en las uvas. Algunos de los alcoholes monoterpénicos, que poseen un
aroma floral caracteristico, se encuentran entre los méas odoriferos, especialmente el linalol, a-
terpineol, nerol, geraniol, citronelol y hotrienol. Los umbrales de percepcidon olfativa de estos
compuestos son bastante bajos (algunos cientos de microgramos por litro). En los vinos
moscatel, los terpenos se encuentran libres o unidos a azucares en forma de glucésidos. Estos
altimos también se denominan precursores del aroma, ya que no pueden expresar su caracter
aromatico. Sin embargo, tras la hidrdlisis, que se produce durante la destilacion, estos
precursores liberan terpenos libres. Sin embargo, una temperatura de destilacion alta y un pH
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bajo pueden oxidar los terpenos, dando lugar a formas odorantes menos positivas o negativas
(Osorio et al. 2004).

b. Alcoholes

El contenido de etanol del aguardiente de vino es habitualmente del 70 por ciento (¥/v) con una
recuperacion del 99 por ciento, mientras que el contenido de etanol del Pisco, es del orden del
40 por ciento (Y/v) (Tsakiris etal. 2014). EI metanol (alcohol metilico) no se produce por
fermentacion alcoholica. Se forma exclusivamente a partir de la hidrélisis enzimatica de los
grupos metoxilo de las pectinas durante la fermentacion. Siempre esta presente en cantidades
muy pequefias, 40-60 mg/Len el vino.Sin embargo, en destilados se encuentra en
concentraciones superiores 0,30-0,70 g/L de alcohol puro con una recuperacion del 90 por
ciento. Su sabor es similar al etanol y no afecta la calidad organoléptica de los licores. Sin
embargo, afecta la seguridad del Pisco porque su toxicidad es bien conocida (Medinsky y
Dorman 1995). EIl metanol se reduce durante el envejecimiento en barricas (Panosyan et al.
2001).

Los alcoholes de fermentacion con méas de dos atomos de carbono se conocen como alcoholes
superiores. Son sintetizados por levaduras durante la fermentacion, ya sea directamente a partir
de azlcares o de aminoacidos de uva a través de la reaccion de Ehrlich. En el vino, el mayor
contenido de alcohol permanece casi inalterado antes de la destilacion. Cuantitativamente, los
alcoholes superiores mas importantes son los alcoholes de cadena lineal: 1-propanol, alcohol
isobutilico (metil-2-propanol-1) y alcoholes amilicos (una mezcla de 2-metil-1-butanol y 3-
metil-1- butanol). La mayoria de los alcoholes de cadena lineal y sus ésteres tienen un fuerte
olor acre. A bajas concentraciones contribuyen a la complejidad aromatica, pero a niveles mas
altos se caracterizan por olores penetrantes que enmascaran la finura aromatica. En licores
destilados, como brandis, Pisco, ron y whisky. Alcanzan concentraciones en el rango de 150 a
550 mg/L en vino y de 2,5 a 5,0 g/L de alcohol puro en destilados. La recuperacién es de
aproximadamente el 90 por ciento con la excepcion del 2-fenil-etanol que se recupera en un
10% (Tsakiris et al. 2014). El olor herbaceo de los aguardientes se debe a los compuestos
carbonilicos derivados de la uva con seis &tomos de carbono. Las uvas inmaduras y las prensas
continuas pueden inducir sabores herbaceos al liberar compuestos, como hexanoles (hexanol-1
y hexanol-2) y hexenoles (cis -3-hexeno-1-ol, trans -2-hexen-1-ol, cis - 2-hexen-1-ol). El 1-
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Octen-3-ol se caracteriza por un olor a hongo y se produce en uvas infectadas por Botrytis

cinérea (Falqué et al. 2001).
c. Acidos volatiles

El acido acético es el principal acido volatil y contribuye en gran medida a la acidez
volatil. Tiene un olor intenso avinagrado y su concentracion aumenta significativamente durante
la crianza del vino. En el vino se encuentra en concentraciones que van de 300 a 700 mg/L,
mientras que en los destilados la concentracion varia de 0,20 a 1,0 g/L de alcohol puro. La
recuperacion es tan baja como del 2 al 5 por ciento debido a la eliminacion de las cabezas de
destilacion. Sin embargo, los destilados producidos por destilacion continua pueden contener
cantidades mas altas de &cido acético debido a la ausencia de remocion de las cabezas de
destilacion (Tsakiris et al. 2014). También pueden estar presentes otros acidos carboxilicos,
como el acido propiodnico y los acidos butiricos, y también estdn asociados con la actividad
bacteriana. El &cido butirico se caracteriza por desagradables aromas a mantequilla 'y queso y su
concentracion aumenta durante el envejecimiento. Las levaduras forman los acidos hexanoico,
octanoico, decanoico, dodecanoico, miristico (14 atomos de carbono), palmitico (16 atomos de

carbono) y esteérico (18 a&tomos de carbono) (Lillo et al. 2005).
d. Esteres etilicos

Los ésteres son productos de condensacion del grupo carboxilo de un acido organico y el grupo
hidroxilo de un alcohol o un fenol. Los ésteres son producidos por levaduras después de que ha
cesado la divisién celular. También pueden estar presentes en las uvas, pero su cantidad e
importancia sensorial suelen ser insignificantes. Los ésteres estan presentes en los aguardientes
frescos y al tener aspectos afrutados, tienen una contribucion importante en el desarrollo de su
aroma. Se han identificado mas de 160 ésteres en vinos y la mayoria de ellos también estan
presentes en el Pisco. La recuperacion varia del 40 al 60% segun la técnica de destilacion. De
los ésteres de &cidos monocarboxilicos, los mas importantes son los basados en etanol y &cidos
carboxilicos saturados, como los &cidos hexanoico (caproico), octanoico (caprilico) y decanoico
(céprico). El contenido de ésteres etilicos de los brandis aumenta durante el envejecimiento,
como consecuencia de la esterificacion lenta de diferentes cidos organicos con etanol (Tsakiris

etal. 2014). La concentracion de butirato de etilo aumenta con el envejecimiento, con la
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ausencia de agentes antioxidantes y antimicrobianos, y principalmente con el aumento de la
temperatura. Las levaduras producen una pequefia cantidad durante la fermentacion, pero se
forma principalmente por la actividad de las bacterias aerobias acéticas. Los destilados y brandis
contienen alrededor de 0,4 a 0,8 g/L de alcohol puro. El acetato de etilo tiene una recuperacién

del 100% en destilacion continua y del 60% en destilacion discontinua (Campo et al. 2007).
e. Acetatos de alcoholes superiores

También es importante la formacién de ésteres entre el cido acético y los alcoholes superiores,
ya que pueden proporcionar un caracter afrutado. Por ejemplo, el acetato de isoamilo, que tiene
un olor caracteristico a platano, influye positivamente en el aroma del Pisco. Las bajas
temperaturas de fermentacion favorecen la sintesis de ésteres afrutados, como los acetatos de
isoamilo, isobutilo y hexilo, mientras que las temperaturas mas altas favorecen la produccion de
ésteres de mayor peso molecular (Tsakiris et al. 2014). Tanto los bajos niveles de SO, como la
clarificacion del jugo favorecen la sintesis y retencion de ésteres. La ausencia de oxigeno
durante la fermentacion de la levadura mejora la formacion de ésteres. La sintesis de ésteres y
la descomposicion hidrolitica contindan de forma no enzimatica durante el envejecimiento en
funcién de la composicion quimica y las condiciones de almacenamiento del Pisco (Saerens
et al. 2010).

f. Aldehidos y cetonas

El acetaldehido (etanal) es el principal aldehido que se encuentra en el vino. Es uno de los
primeros subproductos metabdlicos de la fermentacion de la levadura. Se produce maés
acetaldehido a través de la autooxidacion del etanol. Una cantidad importante se une al
anhidrido sulfuroso en los casos en que se ha afiadido al vino base. La toxicidad asociada al
acetaldehido es bien conocida y su presencia en las bebidas alcoholicas se relaciona con bastante
frecuencia con nauseas y vomitos. En destilados y aguardientes se encuentra en concentraciones

que oscilan entre 0,20 y 0,25 g/L de alcohol puro (Tsakiris et al. 2014).

Otros aldehidos que se pueden encontrar en los brandis son el formaldehido, el 5-
hidroximetilfirfural, la acroleina, el propionaldehido, el butiraldehido, el benzaldehido, el

isovaleraldehido y el n -valeraldehido. El contenido aldehidico del Pisco se puede analizar
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mediante HPLC de fase inversa (Nascimento et al. 1997). El isobutanal en concentraciones
superiores a 25 mg/L podria dar un caracter herbaceo al Pisco. La $ -damascenona es una cetona
isoprenoide presente en las uvas. Dado que es un compuesto altamente odorifero con una
fragancia poderosa y agradable, es un compuesto importante en las industrias de perfumes y
saborizantes. Como tiene un umbral sensorial muy bajo, se considera que la  -damascenona es
un compuesto de olor clave en el Pisco, que imparte un caracter de manzana estofada, frutal-

floral y parecido a la miel (Carneiro et al. 2006).
g. Derivados del azufre

El Pisco puede contener concentraciones extremadamente bajas de diferentes compuestos de
azufre volatiles desagradables (huevos podridos, ajo), como sulfuro de hidrégeno, sulfuro de
carbonilo, dioxido de azufre, tioles, sulfuros, polisulfuros y tioesteroles. La determinacion de
estos compuestos en vinos y licores es dificil debido a su volatilidad y sus bajisimas
concentraciones, que requieren el uso de detectores de alta sensibilidad. Entre las diferentes
técnicas analiticas, la separacion por cromatografia de gases junto con la deteccidn especifica
de azufre, es decir, la deteccion fotometrica de Ilama es el método mas utilizado (Tsakiris et al.
2014).

h. Carbamato de etilo

El carbamato de etilo es un compuesto cancerigeno potencial y su presencia se controla
estrictamente en vinos y bebidas espirituosas. Las levaduras pueden estar involucradas en la
sintesis de carbamato de etilo a través de la produccion de fosfato de carbamil y por la sintesis
y degradacion de urea (Tsakiris et al. 2014). EI método oficial de determinacion de carbamato
de etilo en bebidas alcohodlicas es GC-MS. Sin embargo, también se han empleado otros
métodos como HPLC y HPLC con derivatizacidn de fluorescencia posterior a la columna (Li
et al. 2015).

i. Compuestos organicos de estafio

Los compuestos organicos de estafio se utilizan ampliamente en la agricultura y la
industria. También pueden estar presentes en bebidas espirituosas y vinos. Debido a su alta

toxicidad, incluso en concentraciones muy bajas, se deben emplear procedimientos analiticos
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sensibles y selectivos para su andlisis (Tsakiris et al. 2014). Se identifico una tetrahidro- S -
carbolina (1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- § -carbolina-3-carboxilico éster etilico del acido) en
bebidas alcohdlicas en cantidades que van desde niveles indetectables hasta 534 mg/L. Para su

identificacién se utiliz6 RP-HPLC con deteccion de fluorescencia y GC-MS (Herraiz 1999).
J. Tricloroanisol

En las bebidas espirituosas, se describid que el 2,4,6-tricloroanisol posee un aroma similar al de

la nuez y puede ser perceptible entre 5y 30 min después de su consumo (Butzke et al. 1998).
k. Furfural y compuestos furanicos

Otro aldehido que tiene un impacto sensorial de horneado en el Pisco es el furfural (0,5-82,5
mg/L de alcohol puro). Su sintesis implica la oxidacion de azucares y se activa con el calor. Se
produce principalmente durante la destilacion a partir del contenido restante de pentosa de las
lias y, en consecuencia, estd muy influenciado por el sistema de destilacién empleado (Tsakiris
et al. 2014).

2.5 EVALUACION SENSORIAL

La evaluacion sensorial constituye un campo de estudio interdisciplinario donde seres humanos
en calidad de evaluadores, usan sus sentidos visuales, gustativos, olfativos, tactiles y auditivos
para determinar las cualidades sensoriales y el grado de aceptacion de productos comestibles y
de una amplia gama de productos (Lawless y Heymann 2010). Por otro lado, los enfoques
convencionales para investigar estas propiedades sensoriales, como el uso de grupos de
catadores expertos, dispositivos de medicion de color y equipos para evaluar la textura, tienden
a ser métodos que requieren un alto grado de intervencion y esfuerzo, ademas de estar limitados
a pequefias muestras (Ozdogan et al. 2021). Finalmente, este proceso de evaluacion sensorial
busca cuantificar las reacciones humanas hacia los productos alimenticios, implementando
estrategias para reducir los prejuicios que podrian alterar la percepcion, tales como la marca o

informacion adicional del producto (Mukhopadhyay et al. 2013).
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2.5.1 FACTORES QUE AFECTAN LA PERCEPCION SENSORIAL

Las pruebas sensoriales deben realizarse bajo condiciones estandarizadas y controladas,
minimizando sesgos psicoldgicos, como el error del estimulo y el efecto halo, y fisiologicos
como la adaptacién, que afectan las respuestas humanas (Lesschaeve y Noble 2022). Ademas,
es fundamental reconocer a los participantes como instrumentos de medicion que cambian con
el tiempo y difieren entre ellos, siendo susceptibles a prejuicios. Es crucial identificar los
elementos psicoldgicos que pueden afectar a un participante para reducir estas diferencias (Carr
et al. 2007). Debido a que los errores en los analisis sensoriales pueden distorsionar los
resultados de las pruebas es necesario prevenirlos, es esencial ocultar informacion previa sobre
las muestras (error de expectacion), alternar el orden de presentacion de las mismas para evitar
preferencias por familiaridad (error de habituacion) y asegurar que las muestras sean
comparables en apariencia para que solo se evalUe la caracteristica de interés (error de estimulo)
(Carr et al. 2007).

2.5.2 BUENAS PRACTICAS DE EVALUACION SENSORIAL

Las pruebas sensoriales deben realizarse en un entorno controlado, libre de interrupciones
visuales, sonoras y olfativas, como olores a comida o café que podrian afectar los resultados. Es
esencial que el espacio sea silencioso, con temperatura regulada y sin olores. Aungue no es
imprescindible, se aconseja mantener una presion de aire positiva en la sala de degustacion o

asegurarse de que el aire se pueda renovar eficazmente (Lesschaeve y Noble 2022).

2.5.3 METODOS DE ANALISIS SENSORIALES DESCRIPTIVOS

Actualmente, las practicas sensoriales estdndar en la industria y en la academia estan
evolucionando, gracias a la incorporacion de métodos avanzados que minimizan sesgos Yy
proporcionan una vision mas integral de la percepcion sensorial. Herramientas como el
monitoreo biométrico, entornos inmersivos como la realidad virtual y aumentada, y la
inteligencia artificial se estan utilizando para enriquecer nuestro entendimiento sobre cémo los
consumidores interactdan sensorialmente con alimentos y bebidas (Torrico et al. 2023). Por otro
lado, los métodos descriptivos en analisis sensorial evalian como los sentidos humanos perciben

un producto, basandose en principios de neurofisiologia y psicologia. Tradicionalmente, estos
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métodos han medido la intensidad promedio de las percepciones sensoriales, sin enfocarse en la

variacion de estas percepciones a lo largo del tiempo (Di Monaco et al. 2014).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 LUGAR DE ESTUDIO

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia de los alimentos y
laboratorio de investigacion de la Facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). En el laboratorio de Biotecnologia Enoldgica Aplicada
del Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL) — Espafia. La elaboracién
del Pisco se realizo en las instalaciones de la empresa Antonio Biondi e Hijos S.A.C —

Moquegua.

3.2 MATERIA PRIMA, EQUIPOS, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVOS

Materia Prima:

e Las uvas se recogieron manualmente en tres zonas situadas en el valle de Moquegua, que
tiene denominacion de origen (Anexo 1). Dieciocho muestras de uva de la variedad Italia
() y 18 muestras de la variedad Negra Criolla (NC) fueron transferidas asépticamente a
recipientes plasticos estériles de 100 mL y almacenadas a -20 °C hasta su analisis. Se
recolectaron 20 kg de uvas de las variedades Italia y Negra Criolla para la produccion de
Pisco.

EQUIPOS:

e Cabina de Bioseguridad (Marca Telstar)
e Centrifuga Hettich 320 R (Marca Hettich)

e Centrifuga de vacio (Speed Vac - SPD 111V, Savant Instruments de Thermo Scientific,
Midland - EE.UU.)

e Incubadora orbital refrigerado (Marca Inforst HT)
e Real Time PCR (Marca Applied Biosystems Viia7)

e Bafio Termostatizado (Marca Memmert)



e Incubadora programable (Sanyo)

e Autoclave Tomy (Marca SX-700E)

e Ultracongelador -80°C Sanyo MIC (Marca Sanyo)

e Micropipetas p100, p200 u, p20 u (Eppendorf)

e \Vortex 06 (Marca VWR)

e Nanodrop 1000 (Termo Scientific)

e Secuenciador 3730xI DNA Analyzer (96 capilares, Applied Biosystems).
e Espectrofotometro Genesys 10S (Thermo Scientific, EE.UU.)

e Estacion VacMaster 10(Biotage)

e Cromatografo de gases 436GC acoplado a un detector EVOQ GC-TQ (MSD) (Bruker,
Billerica, MA, USA)

e Alambique de cobre de 20 L

REACTIVOS Y MEDIOS:

e Agar dextrosa sabouraud con cloranfenicol (Laboratorio Conda)

e Agar Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (Laboratorio Conda)

e Caldo dextrosa de papa (Laboratorio Conda)

e Kit de extraccion de ADN numero 78870 (Thermo scientific, lllinois-EE.UU.)
e Kits de secuenciacion ciclica BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems)
e Agua de peptona tamponada (PanReac Quimica S.L.U., Espafia)

e PerfeCTa SYBR Green FastMix Low ROX (Quanta biosciences Laboratory Cat. No.
95074-012).

e Azlcar reductor (5-10 g), extracto de carne (1 g), peptona (10 g), cloruro sédico (5 g) y
purpura de bromocresol (0.015 g) (Laboratorio Conda)

e Pectina citrica (Spectrum Chemical, Gardena, CA)

e Caldo de malta de levadura (YM) (Laboratorio Conda)

e Caldo YPD (glucosa 20 g/L, peptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, pH
5.6) (Laboratorio Conda)
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e Las cepas de levaduras nativas: Cepas identificadas de la variedad Italia: Pichia terricola
(P), Metschnikowia pulcherrima (M), y Naganishia vaughanmartiniae (N). Cepas de
levaduras nativas de la variedad Negra Criolla: Vishniacozyma carnescens (C),

Vishniacozyma heimaeyensis (V) y Aureobasidium pullulans (A).

e Diclorometano y metanol de grado HPLC (laboratorio Lab-Scan)

e Etanol 12 % v/v (laboratorio labKem)

Los estdndares quimicos utilizados para las identificaciones de compuestos volatiles (Anexo
2)

3.3 METODOS DE ANALISIS DE LA ETAPA |
3.3.1 Aislamiento y cultivo

Las uvas recolectadas se descongelaron a 25 °C durante 30 min y, a continuacion, se
seleccionaron aleatoriamente 10 g de las muestras de cada variedad de uva (I y NC) y se
colocaron en un frasco esteril. A continuacion, se afiadieron 90 mL de caldo dextrosa de papa
(Laboratorio Conda, Madrid, Espafia) a cada frasco y se incubaron a 25 °C a 130 rpm durante
24 h (incubadora Sanyo - Modelo Mir 154) para promover el crecimiento del microbiota
superficial de la uva. De cada frasco se tomo6 una muestra con un asa de siembra y se procedio
al aislamiento de las levaduras en placas de Agar Sabouraud Cloranfenicol Dextrosa (SCD) y
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC) a 25 °C durante 72 h. De las placas, se
seleccionaron al azar 34 colonias (24 y 10 colonias de las variedades Italia y Negra Criolla,
respectivamente) en funcién de las diferencias de color y morfologia y se volvieron a aislar en
agar SDC a 25 °C durante 72 h. A continuacién, se tomé una colonia aislada de cada una de las
placas y se inocul6 en tubos estériles de 25 mL que contenian caldo Dextrosa de Papa y se
incubd a 25 °C a 150 rpm durante 96 h. Finalmente, se recogieron 10 mL del caldo de incubacion
y se congelaron a - 20 °C durante 24 h para provocar la lisis fisica de la membrana celular y

facilitar la extraccion del ADN de la levadura aislada.

3.3.2 Extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN

El ADN se extrajo de la levadura aislada utilizando un kit de extraccion de ADN N°. 78870

siguiendo las instrucciones del fabricante. La suspension de células de levadura en medio de
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agar caldo dextrosa de papa (10 mL) se centrifugé durante 5 min a 5000 g a temperatura
ambiente. El precipitado obtenido (~ 70 mg) se resuspendié con 560 pL de reactivo de
extraccion de proteinas de levadura y la mezcla se incub6 a 65 °C durante 10 min y después se
centrifugd a 13 000 g durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y se afiadieron 400 pL de
reactivo de liberacién de ADN Ay B al precipitado, se homogeneiz6 la mezcla y se incubé a 65
°C durante 10 minutos. A continuacion, se afiadieron 200 pL de reactivo de eliminacion de
proteinas, se agitd varias veces y se centrifugd a 13000 x g durante 5 min. El sobrenadante se
transfirid a nuevos tubos estériles de 1,5 mL. La precipitacién del ADN se realizé afiadiendo
600 pL de alcohol isopropilico, mezclando por inversion y centrifugando a 13000 g durante 10
min y eliminando el sobrenadante por aspiracion. EI ADN extraido se lavo afiadiendo 1,5 mL
de etanol al 70% v/v al pellet, suspension y centrifugacion a 13000 g durante 1 min. El pellet
que contenia ADN se sec6 en una centrifuga de vacio durante 5 min y luego se resuspendio en
50 pl de agua de peptona tamponada por homogeneizacion durante 5 min. La concentracién de
ADN a 260 nm y la pureza como la relacion A260 nm/A280 nm se midieron utilizando un

Nanodrop 1000. La suspension de ADN se almacend a -20 °C hasta su uso.

El ADN se amplificd para los espaciadores transcritos internos ribosémicos (ITS) mediante la
reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores ITS1-F
(5TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4-B (5-TCCTCCGTCTATTGATATGC), que es
especifico para hongos y basidiomicetos (Gardes y Bruns 1993). Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: 96 °C durante 2. min 30 s, seguido de 40 ciclos a 60 °C durante 1 min, 72
°C durante 2 min y una extension final a 72 °C durante 1 min. Las reacciones de PCR se
realizaron por duplicado en un volumen de 20 uL con el concentrado comercial PerfeCTa SYBR
Green FastMix Low ROX, concentrado 2X que contiene los componentes necesarios, a
excepcion del cebador cuya concentracion fue de 0,5 uM. EI ADN amplificado se purifico
utilizando un kit ExoCleanUp (VWE-Life Science, Bélgica) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y la pureza del ADN se midieron en un Nanodrop 1000.

La secuenciacion del ADN se realizo utilizando 100-150 ng de ADN (500 y 1000 pb) y los
mismos cebadores (5 pmol) y el kit de secuenciacion ciclica BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, EE.UU.) en un analizador de ADN 3730xl (Applied Biosystems, EE.UU.).

Previamente a la secuenciacion del ADN, los productos de reaccion se purificaron para eliminar
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los ddNTPS y los cebadores libres utilizando Optima DTR 96 well Plate (EdgeBio, EE.UU.).
La similitud de secuencias se obtuvo mediante el uso de Basic Local Alignment Search
(BLAST) del National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/blast/). La identificacion se consideré correcta cuando

la identidad de las secuencias genéticas era del 98 % o superior.
3.3.3 Caracterizacion fenotipica
a. Fermentacion de carbohidratos

Se analizd la capacidad de las cepas de levadura no Saccharomyces (NSYS) aisladas para
fermentar diferentes carbohidratos como fructosa, melibiosa, sacarosa, glucosa, maltosa,
manosa, rafinosa y lactosa (Garrity, G et al. 2005). Se inoculé un asa celular en tubos de ensayo
que contenian medio de cultivo esteril por filtracion: azicar reductor (5-10 g), extracto de carne
(1 g), peptona (10 g), cloruro sodico (5 g) y parpura de bromocresol (0.015 g) en 1 L de agua
destilada a pH= 6.6. En cada tubo de ensayo se sumergio un tubo Durham invertido estéril. Para
cada sustrato ensayado, se consideré positiva para la fermentacion las muestras con produccion
de gas, y positiva para la formacion de &cido los cambios en el color del indicador. Las pruebas

se realizaron por duplicado y las lecturas se efectuaron a las 48 h.

b. Actividad poligalacturonasa

Antes del cribado de la actividad poligalacturonasa, las NSYS se cultivaron durante 24 h a 30
°C con agitacion en caldo de malta de levadura (YM) a 200 rpm (para la levadura) suplementado
con 1.5 % p/v de pectina citrica, para inducir la produccion de enzimas pectinoliticas (Golomb
et al. 2013). Se inocul6 un total de 5 pl de cada levadura constituyendo aproximadamente 5x
106 células en los pocillos de la placa de ensayo de difusion que contenia agar YM suplementado
con pectina que sirvieron como controles negativos para el ensayo. Las placas de ensayo de
difusion se incubaron durante la noche a 30 °C y se midi6 el diametro de las zonas circulares de

aclaramiento para evaluar la capacidad de hidrolizar &cido poligalacturonico.
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c. Tolerancia al etanol

El anéalisis de tolerancia al etanol se realiz6 en caldo YPD (glucosa 20 g/L, peptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, pH 5.6) con cantidades especificas de etanol (6, 12 y
16 % v/v) (De La Torre-Gonzélez et al. 2016). El asa de siembra de NSY'S aislado se inocul6
en caldo YPD y se incubd a 30 °C; el crecimiento se control6 cualitativamente por turbidimetria

a 600 nm en un espectrofotometro Genesys 10S (Sturm et al. 2014).
d. Produccion de sulfito

Para medir la produccién de sulfito se utilizé un ensayo colorimétrico basado en el verde de
malaquita con algunas modificaciones (Sullivan et al. 1986). El asa de siembra aislado de NSYS
se inocularon en solucion estéril por filtracidn de carbohidratos (5 mL) y mosto de uva Italia o
Negra criolla (5 mL) y se incubaron durante 48 h en anaerobiosis. A continuacion, se afiadieron
0,5 mL de solucidn de verde de malaquita (25%) por encima de la solucién, se mezcl6 durante
2 min y se midio la absorbancia a 560 nm en un espectrofotémetro Genesys 10S. El sulfito
producido se estimo a partir de una curva de calibracién de sulfito de sodio (20-100 mg/L; Y =
-0.0029X + 0.304, R? = 0.995).

e. Consumo de nitrogeno

El consumo de nitrogeno por las NSYS aisladas se midio como amonio utilizando el ensayo de
Nessler (Fernandez-San Millan et al. 2020). La levadura aislada se inoculé en caldo YPD
(extracto de levadura 1 % p/v, peptona 2 % p/v, glucosa 2 % p/v) y se incubd a 28 °C durante
48 h'y 120 rpm. Quinientos microlitros de alicuotas se centrifugaron a 10000 g durante 5 min'y
250 pl se transfirieron a la placa de 96 pocillos y se mezclaron con 10 ul de reactivo de Nessler
(0.66 g de Nal, 1 g de Hgl> y 0.42 g de KCI disueltos en 100 mL de NaOH 3M) y se incubaron
hasta desarrollar un color entre amarillo y marron, que se midi6 a 405 nm en un
espectrofotdbmetro Genesys 10S (Thermo Scientific, EE.UU.). Se utilizd una curva estandar de
cloruro de amonio (0.1-400 mg/L; Y =0.001+0.0156; R? = 0.9982) para estimar el contenido de
amonio. El consumo de nitrégeno en porcentaje se estimo a partir de la concentracion de amonio

del medio inoculado y del medio puro.
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3.3.4 Analisis de compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos del Pisco obtenido de las variedades de uva Italia y Negra Criolla
fueron analizados por cromatografia de gases acoplado a un espectrofotometro de masas
utilizando el procedimiento descrito por (Cacho et al. 2012) con algunas modificaciones. La
extraccion en fase solida (SPE) se realiz6 en una estacion VacMaster 10 (Biotage, USA)
utilizando cartucho LiChrolut EN, el cual se lavo con diclorometano (4 mL), metanol grado
HPLC (4 mL) y etanol 12 % v/v (4 mL) para acondicionar. El Pisco se diluy6 con agua Milli-Q
para obtener muestras que contenian etanol 12 % v/v y se afadié -damasceno como patron
interno (200 mg/L). A continuacion, la muestra anterior se pasé por el cartucho de LiCrhrolut
EN acondicionado y los compuestos retenidos se secaron al vacio (-0.6 bar durante 20 min) y
se eluyeron con 1.6 mL de diclorometano. La muestra eluida se mezcld con los patrones internos
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona y 2-octanol disueltos en diclorometano (400 mg/L). Se inyecto
un microlitro de muestra con split/splitless utilizando un automuestreador CTC en un
cromatdgrafo de gases Bruker 436GC acoplado a un Bruker EVOQ GC-TQ (MSD). La
temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C. EIl horno cromatografico se mantuvo a 40 °C
durante 5 min y luego se elevé a 136 °C a 4 °C/miny a 250 °C a 6 °C/min. El gas portador fue
helio a un flujo constante de 1 mL/min. La columna capilar utilizada fue una Restek Rxi-5Sil
MS: 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um de espesor de pelicula. Los parametros de la MS fueron
linea de transferencia MS a 250 °C y temperatura de ionizacion de la camara 200 °C con una
energia de electrones de 70 eV. Se registrd un rango de 35-350 m/z en modo de barrido
completo. Se prepararon curvas estandar de compuestos volatiles en diclorometano para llevar

a cabo el analisis cuantitativo (tabla 4).
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Tabla 4.

Datos de la calibracion de 20 compuestos, los cuales son analizados
mediante una extraccion en fase sélida seguida de una inyeccion en un cromatografo de
gases acoplado MS.

Compuesto

RT (min)

Curva estandar

Rango de calibrado

Pendiente  Intercepcion R?

(mg/L)
Butanoato de etilo (Eb)* 6.539 2x10°8 2x10°° 0.984 0.02016-2.016
Furfural (F)? 7.600 1x10°8 8x1010 0.995 0.02072-2.072
3-hexen-1-ol (3-H-ol)! 8.424 5x108 3x10°° 0.993 0.0168-1.68
1-hexanol(-H)* 9.247 3x108 7x10710 0.999 0.02336-2.336
Acetato de isoamilo (la)* 9.535 2x108 2x10710 0.994 0.02112-2.112
Etil valerato (Ev)* 10.527 2x10°8 1x10°° 0.984 0.01624-1.624
Etil hexanoato (Ehx)! 14.694 3x108 2x10°° 0.984 0.0164-1.64
Alcohol de bencilo (Ba)* 16.110 6x108 -4x1010 0.994 0.02376-2.376
Etil heptanoato (Ehp)? 18.651 2x10°8 7x10710 0.994 0.01608-1.608
Linalol (L)* 18.788 2x10°8 6x10710 0.999 0.01736-1.736
Alcohol de feniletilo (Pa)3 19.517 7x108 -1x10° 0.996 0.0268-2.68
o-Terpineol (a-T)? 22.296 3x10°8 6x1071° 0.999 0.02016-2.016
Etil octanoato (Eo0)! 22.391 2x10°8 9x101° 0.991 0.03264-3.264
Nerol (N)? 23.344 4x108 -1x10° 0.999 0.0232-2.32
Citronelol (C)? 23.447 2x10°8 -8x10°! 0.999 0.02056-2.056
Geraniol (G)* 24.277 4x108 -2x10° 0.999 0.0204-2.04
2-fenilacetato (2-Pa)? 24.372 8x108 -8x107° 0.998 0.05472-5.472
Etil pelargonato (Ep)? 25.871 2x10°8 5x1010 0.988 0.018-1.8
Etil decanoato (Ed)? 29.160 4x10° 4x1010 0.965 0.01832-1.832
Etil laurato (El)? 34.359 2x10°8 -3x10710 0.971 0.0196-1.96

Comprado en los laboratorios: Sigma-Aldrich?, Fluka? and Merk Schuchardt®

3.3.5 Andlisis sensorial

El anélisis sensorial del Pisco Italia y Negra Criolla se realizdé de acuerdo al procedimiento
descrito por (Rabitti et al. 2022) con jueces expertos de 30-50 afios de edad (4 mujeres y 6
hombres) de la Asociacién Nacional de Catadores Oficiales- PISCO. En la primera fase, los
jueces expertos seleccionaron 23 descriptores aromaticos para el analisis sensorial incluyendo:
quimico, frutal, citrico, anisado, floral, rosas, hierbas, especiado, aceitoso, sulfuroso,

avinagrado, emperreumatico, caramelo, mantequilla, almibar, alcohol, queso, cebolla, fendlico,
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aceituna, frutos secos, vegetal, vegetal cocido. En la segunda fase, el juez identificd y evalud la
intensidad de los descriptores en la muestra de Pisco. El juez recibio 25 ml de Pisco en copas
AFNOR, las cuales fueron codificadas con nimeros de tres digitos pegados con cinta adhesiva,
se tapo con una placa petri para evitar la pérdida de los compuestos volatiles. El juez midio la
intensidad de los descriptores utilizando una escala heddnica de cinco puntos, las muestras se
sirvieron a 22 °C en orden aleatorio. Para garantizar la precision de los resultados, se realizaron
dos replicas. Entre los andlisis sensoriales, el panelista se lavé la boca con agua mineral y una
galleta para evitar andlisis erroneos. El juez no fumo, comié ni bebié nada al menos una hora

antes del andlisis sensorial.
3.4 METODOS DE ANALISIS DE LA ETAPA II
3.4.1 Recuento de células viables

Para cada una de las cepas, se realizaron estudios con el método descrito por Tournas (Tournas
et al. 2001): Conteo de células microbianas de levaduras en polvo liofizado (UFC/g), se realizd
de la siguiente manera: Se tomaron muestras de 0.100 gramos de los viales y se efectuaron
diluciones hasta 1:10000000000 (10-10) para cada cepa, las cuales se sembraron por extension
en superficie utilizando un volumen de 0.15 ml en placas de Petri con agar extracto de malta
(YM) (Amyl Media, Dande-nong, Australia). Los microorganismos se incubaron a 28 °C
durante 48 horas para levaduras. Una vez crecidas las colonias, se realiz6 un conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) y se procedié a calcular su concentracidn sobre gramo evaluado
(UFC/g).

3.4.2 Andlisis de compuestos aromaticos

Los compuestos aromaticos del Pisco obtenido de las variedades de uva Italia y Negra Criolla
fueron analizados por cromatografia de gases-espectrofotometro de masas utilizando el
procedimiento descrito por Cacho (Cacho etal. 2012), con algunas modificaciones. La
extraccion en fase sélida (SPE) se realizd en una estacion VacMaster 10 (Biotage, USA)
utilizando cartucho Supelclean Envi-Carb Spe Tube 200 mg (volumen total de 3 mL), el cual se
lavé con diclorometano (4 mL), metanol grado HPLC (4 mL) y etanol 12 % v/v (4 mL) para

acondicionar. El Pisco se diluyd con agua Milli-Q para obtener muestras que contenian etanol
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12 % v/v y se afiadio f-damasceno como patron interno (200 mg/L). A continuacion, la muestra
anterior se paso por el cartucho acondicionado y los compuestos retenidos se secaron al vacio
(-0.6 bar durante 20 min) y se eluyeron con 1.6 mL de diclorometano. La muestra eluida se
mezcld con los patrones internos 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona y 2-octanol disueltos en
diclorometano (400 mg/L). Se inyect6 un microlitro de muestra con split/splitless utilizando un
automuestreador CTC en un cromatografo de gases Bruker 436GC acoplado a un Bruker EVOQ
GC-TQ (MSD). La temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C. El horno cromatografico se
mantuvo a 40 °C durante 5 min y luego se elevo a 136 °C a4 °C/min y a 250 °C a 6 °C/min. El
gas portador fue helio a un flujo constante de 1 mL/min. La columna capilar utilizada fue una
Restek Rxi-5Sil MS: 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um de espesor de pelicula. Los parametros de
la MS fueron linea de transferencia MS a 250 °C y temperatura de ionizacion de la camara 200
°C con una energia de electrones de 70eV. Se registré un rango de 35-350 m/z en modo de
barrido completo. Se prepararon curvas estandar de compuestos volatiles en diclorometano para

llevar a cabo el analisis cuantitativo.

La curva de calibracion se prepard6 mediante el analisis GC-MS de las soluciones de
diclorometano que contenian cantidades conocidas de los estdndares de aromas y de los patrones
internos. Hay 19 compuestos que se emplearon para la cuantificacion segun la Tabla 5.
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Tabla 5. Datos de la calibracién de 19 compuestos, los cuales son analizados mediante
una extraccion en fase solida seguida de una inyeccion en un cromatégrafo de gases
acoplado MS.

Curva estandar

compuesto T (min Pendiente  Intercepcid 2 Rango de
pcion R calibrado (mg.L™?)
Butanoato de etilo (Eb)™ 6.467 0.2085 0.0045 0.974 0.02016 - 2.0160
Furfural (F)" 7.568 0.2470 -0.0091 0.990 0.02072 —2.0720
3-hexen-1-ol (3-H-ol)™ 8.568 0.8067 -0.0215 0.993 0.01680 — 1.6800
1-hexanol(-H)™ 9.181 0.7547 -0.0221 0.944 0.02336 — 2.3360
Acetato de isoamilo (la)™ 9.525 0.4895 0.0165 0.978 0.02112 - 2.1120
Etil hexanoato (Ehx)™ 14.696 0.3516 0.0070 0.984 0.01640 — 1.6400
Limoneno (Li)" 15.834 0.1021 -0.0003 0.976 0.01472 —1.4720
Alcohol de Bencilo (Ba)™ 16.103 1.1590 -0.0845 0.996 0.02376 — 2.3760
Linalol (L)™ 18.711 0.7808 -0.0140 0.969 0.01736 — 1.7360
Alcohol de feniletilo (Pa)™  19.095 1.9827 -0.1671 0.967 0.02680 — 2.6800
a-Terpineol (a-T)" 22.259 1.1396 -0.0359 0.965 0.02016 — 2.0160
Etil octanoato (E0)™ 22.372 0.3378 -0.0043 0.996 0.03264 — 3.2640
Nerol (N)” 23.382 1.3915 -0.0743 0.991 0.02320 - 2.3200
Citronelol (C)* 23.485 0.7730 -0.0257 0.976 0.02056 — 2.0560
Geraniol (G)™ 24.303 1.7949 -0.0955 0.967 0.02040 — 2.0400
2-fenilacetato (2-Pa)” 24.361 2.6415 -0.3466 0.966 0.05472 —5.4720
Etil pelargonato (Ep)” 25.860 0.3644 -0.0046 0.997 0.01800 — 1.8000
Etil decanoato (Ed)™ 29.155 0.1048 -0.0015 0.994 0.01832 - 1.8320
Etil laurato (EI)" 34.356 0.4836 -0.0284 0.955 0.01960 — 1.9600

Comprado en laboratorio *: Fluka; **: Sigma-Aldrich; ***: Merk Schuchardt
3.4.3 Anélisis sensorial

Los andlisis sensoriales se llevaron a cabo por un panel de 10 jueces expertos (4 mujeres y 6
hombres entre los 30 y 50 afios de edad) de la Asociacién Nacional de Catadores Oficiales-
PISCO que juzgaron diferencia entre los Piscos elaborados a partir de uva variedad Italia y
Negra Criolla. Este andlisis se realizd en dos sesiones (Sesion 1: Pisco Uva lItalia, Sesién 2:
Pisco Uva Negra Criolla) y dos fases cada una.
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Fase 1: Los Piscos inoculados con levaduras nativas (no Saccharomyces) y Pisco control (Sin
inoculacién) fueron tratadas utilizando un test Duo-trio (Iso 2004). Se entregd una muestra de
referencia central (Pisco inoculado con levaduras nativas), y con otra muestra diferente en el
otro lado (Pisco control). El catador debe identificar la muestra (copa izquierda o derecha) que

es igual a la muestra de referencia central.

Fase 2: Este estudio se realizé siguiendo el método de Rabitti, et al., 2022 (Rabitti et al. 2022).
Se evaluaron 11 Piscos uva Italiay 11 Pisco uva Negra Criolla. En esta fase, los jueces expertos
definieron los atributos sensoriales del Pisco; los atributos identificados en la investigacion
realizada por Cacho et al. (20122 2013), sumado a ello descriptores que consideraron en su
experiencia. Identificando 10 descriptores de aroma como los mas apropiados para describir a
los Piscos variedad Italia y Negra Criolla. Este grupo de descriptores incluia: Fruta (Fr), citrico
(Ci), anisado (An), floral (FI), hierba (He), especias (Sp), aceitoso (Oi), mantequilla (Bu),
almibar (Sy), alcohol (Al), aceituna (Oi), frutos secos (Nu), verdura cocida (Cv).
Posteriormente, se les pidio que seleccionaran de una lista de descriptores todas las sensaciones
que describian las muestras y evaluaran su intensidad. El juez experto recibio 25 ml de Pisco en
copas AFNOR, las cuales fueron codificadas con nimeros de 3 digitos y cubiertos con una placa
de Petri para evitar la pérdida de componentes volatiles. Se les entrego una ficha de cata con la
lista de los descriptores para que evaluaran su intensidad en una escala de 5 puntos (izquierda,
“Bajo”; medio,” Medio”; derecha, “Alto”). Evaluaron las muestras bajo luz blanca y se les
proporciond agua mineral y galletas sin sal para limpiarse la boca entre degustaciones. Los
Piscos se servian a temperatura ambiente, que se fijaba a 22 °C. Cada muestra se evalud por
duplicado en las mismas condiciones experimentales. Las drdenes de presentacion se variaron
sistematicamente entre los jueces. Se pidio a los jueces que no fumaran, comieran ni bebieran

nada, excepto agua, al menos una hora antes de las sesiones de cata.
3.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA ETAPA |

Primeramente, se realiz6 la identificacion de levaduras nativas presentes en la piel de la uva
(Figura 3). Posteriormente, la elaboracién del Pisco variedad Italia y variedad de uva Negra
Criolla fueron despalilladas y estrujadas a mano y el mosto obtenido se macero durante 24 h. A

continuacion, se eliminaron los orujos de uva y el mosto se coloco en recipientes de vidrio y se
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realizd la fermentacidn a 22+ 2°C durante 12 dias. EI mosto se destil6 en un alambique de cobre
de 20 L de capacidad, el corte de cabeza se hizo al 0.8 % del volumen total del mosto y para el
corte de Pisco se utilizd 42 % de grado alcoholico (Figura 4). El destilado obtenido se transfirio

a un recipiente de vidrio para su posterior analisis de compuestos aromaticos y analisis sensorial

(Figura 5).
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Figura 3. Esquema experimental de la etapa | — Identificacion de levaduras
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3.6 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE LA ETAPAII
a. Estrategia de inoculacién de levaduras

Se utilizaron uvas cultivadas por la empresa Agroindustrial “Antonio Biondi e Hijos S.A.C.”,
procedentes del valle de Moquegua (Area dentro de la Denominacion de Origen), Pert. Durante
la cosecha 2022. Se recolectaron 300 kg. de uva de la Variedad Italia y 300 kg. de variedad
Negra Criolla. Todas las muestras se transfirieron asépticamente a recipiente de plastico 25 kg.
Solo se recolectaron uvas sanas y sin dafios de los vifiedos y se almacenaron a -20 °C hasta su
analisis. Las uvas cosechadas tuvieron las siguientes caracteristicas: Contenido de azlcar 22,5
10,10 °Brix; acidez total: 6.15+0.11; pH 3.4+0.01.

Para desarrollar mezclas de cepas de levaduras liofilizadas de ambas variedades, se implemento
un disefio de mezcla simplex-centroide con tres componentes (tabla 6, tabla 7), Este es un
método eficaz para comprender los componentes del producto y sus interacciones (Dooley et al.
2012). El porcentaje combinado de cada cepa en cada mezcla totaliza el 100 %. Se formularon
diez tratamientos. El centroide simplex permite una distribucion uniforme de las mezclas en
toda la parcela, lo que da como resultado Piscos individuales (3), mezclas binarias (3) y mezclas
terciarias (4). Se selecciono este tipo de disefio de mezcla debido a la igualdad de espacio entre
las ubicaciones de los productos en la parcela ternaria y el nimero total de mezclas
producidas. Las 10 muestras fueron suficientes para obtener una comprension analitica y del
catador adecuadamente y fueron rentables desde el punto de vista de las pruebas sensoriales.
Ademas, se adicion6 un tratamiento numero once en el cual no se inoculo ninguna cepa de

levadura.
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Tabla 6. Disefio de mezclas centroide simplex para formulaciones con cepas de levaduras
de la variedad lItalia.

Tratamiento pl\tjllitr?gmirl?gvzli\i) Pichia terricola (P) vaugh':i%wa;rili:ii{;e (N)
IOM100PON 0 24 0
IOM50P50N 0 1.2 1.2
133M33P33N 0.8 0.8 0.8
1200MOPON 24 0 0
116M66P16N 0.4 1.6 0.4
I50M50PON 1.2 1.2 0
I50MOP50N 1.2 0 1.2
166 M16P16N 1.6 0.4 0.4
IOMOP100N 0 0 24
116 M16P66N 0.4 0.4 1.6
I0MOPON 0 0 0

Tabla 7. Disefio de mezclas centroide simplex para formulaciones con cepas de levaduras
de la variedad Negra Criolla.

Tratamiento Vishniacozyma Vishniacozyma Aureobasidium
heimaeyensis (V) carnescens (C) pullulans (A)
NOV100COA 0 2.4 0
NOV50C50A 0 1.2 1.2
N33V33C33A 0.8 0.8 0.8
N100VOCO0A 2.4 0 0
N16V66C16A 0.4 1.6 0.4
N50V50C0A 1.2 1.2 0
N50VOC50A 1.2 0 1.2
N66V16C16A 1.6 0.4 0.4
NOVOC100A 0 0 2.4
N16V16C66A 0.4 0.4 1.6
NOVOCO0A 0 0 0
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b. Elaboracion del vino base y elaboracion del Pisco

Las micro vinificaciones se llevaron a cabo en mostos frescos sin adicion de SO, obtenido de
un despalillado y estrujado a mano. Las uvas se maceraron durante 24 h, luego se retir6 el hollejo
y el mosto se vertio en envases de vidrio de 4 L hasta los ¥ de su capacidad. Después de 24 h
se inocularon las levaduras liofilizadas P, M y N aisladas de la uva Italia y levaduras liofilizadas
C, Vy Aaisladas de la uva Negra Criolla, de acuerdo al disefio planteado en la Tabla 1ay Tabla
1b. Se resuspendieron 30 g/hl de levaduras liofilizadas, que contenian aproximadamente 10
células viables/g, en 300 ml de agua quimicamente pura a 35° C durante 20 min (Bovo et al.
2014). Continuando con la parte experimental, la fermentacion se llevo a cabo a una temperatura
de 22 * 2°C. Sin embargo, para comprobar y corroborar que se implantaron las levaduras
inoculadas se tomaron muestras de mosto en 3 puntos durante la vinificacion: después de 24 h
del inoculado de levaduras (Mosto 1), al dia 6 de la fermentacion (Mosto I1) y al dia 12 de la
fermentacion (Mosto I11). Las muestras se tomaron en tubos estériles de cada uno de los
tratamientos, posteriormente se conservé bajo refrigeracion hasta su analisis. Las muestras se
diluyeron en serie con agua de peptona estéril; para el recuento de levaduras, se esparcieron 0.1
ml de cada dilucidn por triplicado sobre el medio de cultivo GPYA (glucosa, peptona, extracto
de levadura). Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 horas para el desarrollo de colonias
(Olivaet al. 2020). Una vez finalizada la fermentacién alcoholica después de 13 dias, los mostos
recién fermentados, se destilaron en un alambique de cobre de capacidad de 20 litros, se hizo
corte de “cabeza” en base al 0.80 % del volumen total del mosto fermentado y para el corte de
“cola” se consider6 como grado final del cuerpo 42 % (v/v). El grado alcoholico se determiné a
20°C mediante escala hidrostatica utilizando 100 ml del destilado. Al finalizar esta etapa cada
tratamiento (Pisco) se vertid en envases de vidrio para su posterior caracterizacion de

compuestos volatiles (Figura 6 y Figura 7).
3.7 ANALISIS ESTADISTICOS

En la primera etapa se aplicd Andlisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey con el
software Prism GraphPad version 6.1 (GraphPad software Inc., EE.UU.), a 5% de significancia.
Un Analisis de Componentes Principales (ACP) se aplico a los compuestos volatiles y perfil
sensorial usando el software Minitab 17 (Minitab Inc., EE.UU.). En la segunda etapa, estos

analisis se realizaron utilizando el sofware R (R Core Team).
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Figura 6. Diagrama de elaboracion del Pisco variedad Italia con estrategias de inoculacion de levaduras en
la etapa de fermentacion, etapa I1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSON

4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR DE LEVADURAS APARTIR
DEL HOLLEJO DE UVAS ITALIAY NEGRA CRIOLLA

Se utilizaron los medios SCD y DRBC para aislar las levaduras de la superficie de las variedades
de uva Italia y Negra Criolla recolectadas en Moquegua, una region ubicada en el sur del Peru,
basdndose en el color y las caracteristicas morfoldgicas. La identificacion anterior fue
confirmada por procedimientos moleculares. La abundancia y el tipo de levadura aislada
dependieron de las variedades de uva, encontrandose diferentes NSYS en las variedades de uva
Italia y Negra Criolla. Pichia terricola (56%), Metschnikowia pulcherrima (31%) y Naganishia
vaughanmartiniae (13%) con un porcentaje de identificacion del 100% fueron aisladas e
identificadas en la uva Italia (Tabla 8 y Figura 8A). De la uva Negra Criolla, variedad tipica de
la region de Moquegua, se aislaron e identificaron tres NSYS Vishniacozyma carnescens (50
%), Vishniacozyma heimaeyensis (30 %) y Aureobasidium pullulans (20 %) con un Per Ident de
99,81, 98,48 y 99,49 %, respectivamente (Tabla 8 y Figura 8A).



Tabla 8. Identificacion molecular de levaduras no-Saccharomyces aisladas de las variedades de uva Italia y Negra criolla.

Amplificacion Purificacion Secuenciacion
Muestra — — —
Conce(n;rgiﬂﬁ)n DNA Azso/Azs0  AzsolAzzo Conce?rt]ga/ﬂlc_)? DNA Azeo/Azs0  AzeolAzso Cepas de levaduras arizjol?f?g;g o V&Iflué L%eont(lj/(:; Acceso

| 1484.3 2.17 2.30 458.8 2.06 1.02 Pichia terricola 778 0 100 NR_153294.1

| 1139.0 1.92 1.44 479.0 2.03 1.03 Metschnikowia pulcherrima 697 0 100 MN915122.1

| 107.3 191 1.01 464.4 2.06 1.00 Naganishia vaughanmartiniae 932 0 100 HM589363.1
NC 172 1.78 1.72 479.4 2.02 1.00 Vishniacozyma carnescens 965 0 99.81 0U989508.1
NC 330.7 2.04 1.47 386.6 2.05 0.98 Vishniacozyma heimaeyensis 928 0 98.48  JQ768937.1
NC 78.9 2.02 1.11 461.9 2.04 1.01 Aureobasidium pullulans 1061 0 99.49  MN752213.1

I: Uva variedad Italia, NC: Uva variedad Negra criolla
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Figura 8. Fermentacion de carbohidratos (A, B) y actividad poligalacturonasa (B) de cepas aisladas de levaduras no-Saccharomyces procedentes

de uvas Italia (Metschnikowia pulcherrima, Pichia terricola y Naganishia vaughanmartiniae) y Negra criolla (Aureobasidium pullulans, Vishniacozyma
heimaeyensis y Vishniacozyma carnescens) de la region de Moquegua. +/+ = cambios de color del indicador de bromocresol/produccién de gas, +/- = cambios
de color del indicador de bromocresol/no produccién de gas y -/- = sin cambios de color del indicador de bromocresol/no produccién de gas. 1: fructosa, 2:
melibiosa, 3: sacarosa, 4: glucosa, 5: maltosa, 6: manosa, 7: rafinosa y 8: lactosa.



A pesar de que las NSYS estan generalmente presentes al inicio de la fermentacién del vino,
contribuyen al aroma del vino a través de la biosintesis directa de compuestos aromaticos
volatiles, incluyendo terpenos, ésteres, acetaldehido, entre otros, o liberan compuestos volatiles
a partir de precursores glucosidicos (Capozzi etal. 2015). Asi, se ha producido vino con
diferentes caracteristicas arométicas mediante la inoculacion simultanea o secuencial de NSYS
aisladas de uva de diferentes regiones (Binati et al. 2020). Las NSYS aisladas de la piel de la
uva estan implicadas en el perfil aromético de los vinos e incluyen Torulaspora delbrueckii,
Metschnikowia  pulcherrima,  Pichia  kluyveri, Lachancea thermotolerans, vy
Schizosaccharomyces pombe, Candida railenensis, Hanseniasporas genus, Debaryomyces
hansenii, entre otras (Dela¢ Salopek et al. 2022, Hu et al. 2020, Gonzélez-Alonso et al. 2021,
Ge et al. 2022, Hu et al. 2018). Algunas actividades enzimaticas encontradas en las NSY'S como
B-glucosidasa, B-xilosidasa, actividades proteoliticas y xilanoliticas se han asociado a la
composicion aromatica de los vinos (Maturano et al. 2015, Hong et al. 2019).

En general, la microbiota de la piel de la uva depende de las variedades de uva, la region
geogréfica, el clima, el emplazamiento del vifiedo y la topografia, lo que explica la presencia de
NSYS en las variedades Italia y Negra Criolla (Lappa et al. 2020, Chen et al. 2022, Gonzélez-
Alonso et al. 2021). En el presente estudio se aislé NSYS Metschnikowia pulcherrima a partir
de hollejos de uva Italia cosechados en la Region de Moquegua (Tabla 8 y Figura 8A).
Metschnikowia pulcherrima como agente de biocontrol y potenciador del aroma del vino
(butirato de etilo, hexanoato de etilo, acetato de isoamilo y B-fenil etanol) en combinacion con
S. cerevisiae produciendo vino con contenido de SO> (Canonico et al. 2023). Metschnikowia
spp se ha asociado a la formacion de terpenos, tioles volatiles, alcoholes superiores y ésteres, y
a la reduccion de fenoles volatiles (Binati et al. 2020, Casas-Godoy et al. 2021). Ademas, el
género Pichia coinoculado con S. cerevisiae permitié mejorar el atributo aromatico de los vinos
(Scansani et al. 2022) y P. terricola, anteriormente Issatchenkia terricola aument6 el contenido
de volatiles en el vino Cabernet Sauvignon, lo que se ha asociado a la actividad -glucosidasa
(Zhang et al. 2021, Bezus et al. 2023). Por otro lado, el género Naganishia aparece como el
género de levaduras méas extendido dentro del microbioma del nacleo de los suelos de vifiedo
en todo el mundo (Vicente et al. 2023, Ramirez et al. 2020) al encontrarse por primera vez en

los hollejos de uva Negra Criolla (Tabla 8 y Figura 8B). El género Naganishia mostro actividad

57



B-glucosidasa (Bezus et al. 2023) y, por lo tanto, podria desempefiar un papel en los compuestos
volatiles de los vinos. En relacion con la uva Negra Criolla, se encontré que el género
Vishniacozyma era la cepa de levadura predominante (80%), similar a lo reportado previamente
en otras variedades de uva durante los procesos de fermentacion del vino de hielo, representando
alrededor del 69,13% (Chen etal. 2020). EI género Vishniacozyma fue la levadura mas
abundante en bayas de uva de las variedades Vidal (Shi etal. 2020). Por otro lado,
Vishniacozyma victoriae es de gran interés ya que muestra actividad de control bioldgico contra
algunos patégenos de la uva de mesa (Perpetuini et al. 2022). Sin embargo, el mecanismo que
confiere resistencia al frio en el género Vishniacozyma, asi como los efectos sobre el sabor del
vino de hielo, merecen ser investigados (Chen et al. 2020). Aureobasidium pullulans también se
aislo de uvas Negra Criolla y mostré una actividad pectinasa muy elevada (Figura 8B). A.
pullulans es una cepa de levadura bien reconocida con alta actividad pectinasa aislada de uva
Bonarda argentina y de la viticultura de la region de Mendoza (Merin et al. 2015, Merin y
Morata De Ambrosini 2018). Los compuestos organicos volatiles producidos por A. pullulans
inducen pérdida de electrolitos y estrés oxidativo en Botrytis cinerea y Alternaria alternata
(Yalage Don etal. 2021). Finalmente, en el presente estudio no se aislo6 Saccharomyces
cerevisiae en el vifiedo joven de Moquegua, lo que estd asociado a la edad del vifiedo. Asi
mismo, no se identificd S. cerevisiae en la corteza ni en la superficie de la uva del vifiedo mas
joven, lo que pone de manifiesto la importancia de la edad de la vid en la colonizacion por
levaduras (Nadai et al. 2019).

4.2 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE NSYS AISLADOS DE ITALIA Y DE LAS
VARIEDADES DE UVA NEGRA CRIOLLA

4.2.1 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Todas las NSYS aisladas de uvas Italia fueron capaces de metabolizar fructosa y mellibiosa
reduciendo el pH con produccién de gas (Figura 8A). M. pulcherrima y N. vaughanmartiniae
metabolizaron sacarosa y glucosa, lo que se refleja en cambios de pH y produccién de gas,
mientras que P. terricola s6lo produjo disminucion del pH (Figura 8A). Las levaduras se
clasifican fisioldgicamente con respecto al tipo de proceso generador de energia implicado en
el metabolismo de los azlcares, es decir, levaduras no fermentativas, facultativas u obligado.

Las primeras levaduras presentan exclusivamente un metabolismo respiratorio y no son capaces
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de realizar fermentaciones alcoholicas a partir de la glucosa (Rodrigues etal. 2006). El
metabolismo del azucar de la M. pulcherrima ha sido caracterizado como una cepa que realiza
una via metabdlica respiratoria y rendimientos fermentativos mas lentos; por lo tanto, puede ser
utilizada para reducir la concentracion final de etanol de los vinos (Aplin et al. 2019, Castrillo
y Blanco 2023, Paup et al. 2022). La via metabolica respiratoria incluye el &cido tricarboxilico
(TCA), que es capaz de producir diferentes acidos, que a su vez reducen el pH (Yin et al. 2015)
como se muestra en el presente estudio. P. terricola, anteriormente Issatchenkia terricola
(Barata et al. 2012, Bezus et al. 2023) encontrada en uva, ha sido identificada como NSY'S que
produce B-glucosidasa tolerante a glucosa y etanol y con potencial de liberar rapidamente
compuestos aromatico tanto en el vino blanco como tinto en muy poco tiempo (De Ovalle et al.
2018, James et al. 2023). De forma similar a M. pulcherrima, P. terricola metaboliz6 glucosa y
fructosa por TCA, reflejado por la acidificacion del medio (Figura 8A) pero sin produccion de
gas. Ademas, P. terricola y N. vaughanmartiniae también fueron capaces de producir cambios

de pH en presencia de maltosa (Fig. 8A).

Curiosamente, N. vaughanmartiniae cambio el pH cuando se afiadieron manosa y rafinosa al
medio de cultivo (Figura 8A) aungue esta cepa de levadura ha sido aislada de hojas de plantas
y del suelo y su contribucion enolégica no ha sido caracterizada (Li et al. 2020). Cuando NSYS
metabolizo la lactosa, no se observaron cambios en el pH ni produccion de gas (Figura 8A).

Todas las NSYS aisladas de uva Negra Criolla fueron capaces de metabolizar fructosa y
melibiosa, lo que se reflejé en disminuciones de pH a nivel acido y produccién de gas (Figura
8B). Aureobasidium pullulans es un hongo dimérfico ascomiceto, también llamado levadura
negra, una especie comun similar a la levadura, que ha sido aislado de diferentes cultivares de
uva con dafos fisicos (Barata et al. 2012) y puede ser utilizado como agente de biocontrol eficaz
en la agricultura contra varios de los principales patdgenos postcosecha (Onetto et al. 2020). Sin
embargo, A. pullulans ha sido reconocido como el principal residente de la piel de la uva que en
co-cultivo con S. cerevisiae puede acelerar la fermentacion alcohdlica (Watanabe y Hashimoto
2021). Una explicacion aceptable es la actividad poligalacturonasa encontrada en A. pullulans
(Belda et al. 2016), que podria aumentar la disponibilidad de carbono a partir de materiales de
la piel de la uva como la pared celular y las cuticulas (Watanabe y Hashimoto 2021) mejorar el

color, reducir el tiempo de filtracion y la turbidez (Merin y Morata De Ambrosini 2018). En el

59



presente estudio, la actividad enzimatica de A. pullulans fue muy superior a la encontrada en
todas las NSYS aislados de las variedades de uva Italia y Negra Criolla, incluyendo M.
pulcherrima (Figura 8C). Ademas, A. pullulans es capaz de hidrolizar glucésidos de uva
mostrando actividades f-D-glucosidasa, a-L-arabinofuranosidasa y a-L-ramnosidasa (Padilla
et al. 2016, Graf et al. 2022). Por otro lado, Vishniacozyma carnescens es una levadura silvestre
asociada a la uva como prometedor agente de biocontrol contra hongos patdgenos de la uva
(Cordero-Bueso et al. 2017). Se ha encontrado V. carnescens en bayas de uva marchitas y sanas
de las variedades Nosiola, Corvina y Garganega (Lorenzini y Zapparoli 2019) y en bayas de
Cabernet Sauvignon (Wang et al. 2021). Sin embargo, no se ha informado de la relevancia
tecnologica de V. carnescens para la elaboracion del vino, por lo que merece una mayor
investigacion, teniendo en cuenta que representa alrededor del 50% de los NSY'S aislados de las
variedades de uva Italia y Negra Criolla. Del mismo modo, se ha encontrado Vishniacozyma
heimaeyensis en la microbiota de las bayas de uva cv. Vinhdo y Loureiro, aunque no se ha
informado de su relevancia tecnologica (Martins et al. 2022). Ademas, A. pullulans, V.
carnescens y V. heimaeyensis también fueron capaces de metabolizar sacarosa y glucosa
reduciendo el pH pero no se detectd produccién de gas (Figura 8B). Vishniacozyma
heimaeyensis y Vishniacozyma carnenses fueron capaces de metabolizar maltosa reduciendo el
pH pero sin produccion de gas (Figura 8B). Las NSYS tardias metabolizaron la manosa
produciendo una disminucion del pH y gas (Figura 8B). Ninguno de NSYS metaboliz6 rafinosa

y lactosa (Figura 8A).
4.2.2 ACTIVIDAD POLIGALACTURONASA

A. pullulans aislada de las variedades de uva Negra Criolla mostré6 una actividad
poligalacturonasa (PGA) muy superior a la de otras NSYS aisladas de uvas de Moquegua,
incluso M. pulcherrima, cuya PGA fue similar (Figura. 8C). En otro estudio, Aureobasidium
pullulans, Metschnikowia pulcherrima y Metschnikowia fructicola habian mostrado actividad
poligalacturonasa, que puede influir en la filtrabilidad, la turbidez y el aumento del color, la
antocianina y el contenido en polifenoles de los vinos fermentados en combinacion con S.
cerevisiae (Belda et al. 2016). En particular, A. pullulans ha demostrado durante la maceracion
prefermentativa en frio su influencia en la calidad del vino tinto, mejorando el color y la

produccion de compuestos volatiles deseables, como ésteres y norisoprenoides, ademas de la
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filtracion y la mejora del color, que se han asociado a las enzimas pectinoliticas (Merin et al.
2015, Merin y Morata De Ambrosini 2018, Paup et al. 2022, Merin et al. 2011).

4.2.3 TOLERANCIA AL ETANOL

Todas las NSYS aisladas de las uvas Italia y Negra Criolla mostraron un crecimiento medio y
bajo a 8-12% v/v de etanol (Tabla 9). La tolerancia al etanol de M. pulcherrima depende de las
cepas y ha oscilado entre 6-12% v/v (Barbosa etal. 2018). En el presente estudio, M.
pulcherrima mostré un crecimiento medio a 16 % v/v de etanol. En concordancia con el
crecimiento reportado para Pichia kudriavzevii, que fue capaz de crecer a concentraciones de
etanol superiores al 16% v/v (Nieto-Sarabia et al. 2022), P. terricola aislado de uvas de Italia
mostré un crecimiento lento a la misma concentracion de etanol. A. pullulans fue capaz de
crecer, al menos a un ritmo lento, en un medio que contenia hasta un 12% v/v de etanol, lo que
concuerda con el hecho de que la mayoria de los aislados de A. pullulans podian tolerar hasta
un 10% de etanol antes de una marcada disminucién de la viabilidad (Lin et al. 2020). Del
mismo modo, N. vaughanmartiniae, V. heimaeyensis y V. carnescens s6lo mostraron
crecimiento a 8 y 10% v/v de etanol (Tabla 9). Las NSYS suelen presentar bajos rendimientos
fermentativos a lo largo de toda la fermentacion debido a su escasa tolerancia al etanol (Binati
et al. 2020, Suérez-Lepe y Morata 2012). En otro estudio se ha demostrado que NSYS como R.
mucilaginosa, D. pseudopolymorphus y Brettanomyces spp también mostraron una moderada
capacidad de tolerancia al etanol en un ambiente con 14-15 % v/v de etanol manteniendo el 40-
60% de la actividad maxima (Zhang et al. 2021). Los diferentes niveles de tolerancia al etanol
entre las levaduras se correlacionan con la composicion de su membrana lipidica, que define su

respuesta a la accién disruptiva del etanol (Pina et al. 2004).
4.2.4 PRODUCCION DE SULFITO

En general, se reconoce que las cepas de levadura son capaces de producir sulfitos (SO3%) a
partir del sulfato (SO4 %) del zumo, el cual es importado a la cepa de levadura a través de una
serie de pasos enzimaticos (Dahabieh et al. 2015, Donalies y Stahl 2002). Las NSYS aisladas
de Italia y de uvas Negra Criolla producen sulfitos muy elevados que oscilan entre 45,3-66,0
mg/l (Tabla 9), lo que no se habia informado anteriormente. Las cepas de levadura de

vinificacion aisladas de uva blanca aromatica producen alrededor de 20 mg/L de sulfito
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(Dahabieh etal. 2015). En caldo YPG, P. terricola, A. pullulans, V. heimaeyensis y V.
carnescens mostraron una mayor produccion de sulfito en comparacion con M. pulcherrima y
N. vaughanmartiniae (Tabla 9). Sin embargo, todas las NSYS mostraron el mismo nivel de
produccion de sulfitos cuando se utilizd6 mosto de uva (Italia o Negra Criolla) como medio
(Tabla 9). En la préctica, los en6logos informan frecuentemente de un aumento del afrutado en
los vinos tintos fermentados sin sulfitos con el uso de NSYS como bioprotector y potenciador
del perfil aroméatico de los vinos (Windholtz etal. 2021). Cepas seleccionadas de M.
pulcherrima desempefian un doble papel como actividad de biocontrol y potenciador del perfil
aromatico del vino (Canonico et al. 2023). Un mecanismo de biocontrol valorable podria estar

relacionado con la produccidn de sulfito descrita en el presente estudio.
4.2.5 CONSUMO DE NITROGENO

Las NSYS aisladas no mostraron diferencias en el consumo de nitrégeno, que oscild entre el
90,8 y el 95,8 % (Tabla 9) a 28 °C. Las levaduras Saccharomyces cerevisiae son capaces de
consumir alrededor del 66% del nitrogeno asimilable expresado como amonio a 25 °C de
fermentacion (Beltran et al. 2007). Esta bien establecido que la capacidad de las cepas de S.
cerevisiae para consumir rapidamente las fuentes de nitrégeno y carbono disponibles en el zumo
de uva, junto con la alta tolerancia al etanol, les confiere una ventaja adaptativa clave sobre otras
levaduras, incluidas las NSYS (Comitini et al. 2021). Durante la fermentacion del vino, NSYS
como T. delbrueckii, M. pulcherrima y Metschnikowia fructicola consumieron diferentes
fuentes de nitrdgeno en un orden similar al de S. cerevisiae, pero no tan rapidamente debido a
su tolerancia al etanol (Comitini et al. 2021), lo que podria influir en el consumo de nitrégeno
hallado en el presente estudio. Las NSYS consumieron preferentemente algunas fuentes de
nitrégeno como la alanina, el amonio, el acido aspartico y entre otras (Comitini et al. 2021,
Gobert etal. 2017, 2019) o la prolina, que es una fuente de nitrogeno no asimilable para S.
cerevisiae en condiciones anaerobias que favorecen el crecimiento y la fermentacion de S.
cerevisiae (Englezos et al. 2022). La absorcion diferencial de nitrégeno tiene un impacto en la
velocidad de fermentacion y en la produccion de compuestos volatiles en el caso de las NSY'S,
por lo que afecta al proceso de eficiencia y a la calidad del vino (Beltran et al. 2007, Gobert
et al. 2017).
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Tabla9. Tolerancia al etanol, produccion de sulfito y consumo de nitrégeno de levaduras no-saccharomyces aisladas de las
variedades de uva Italia y Negra criolla.

Levadura aislada no- Tolerancia al etanol * Produccion de sulfito (mg/L) Consumo de nitrégeno
Saccharomyces 8 % v/v 12% viv 16%v/v Caldo YPG Mosto uva (%)
Metschnikowia pulcherrima ++ ++ ++ 45,345.2° 62.6+8.1° 93.3+4.7°
Pichia terricola ++ ++ + 51.5+3.42 59.4+5.4°2 95.8+4.82
Naganishia vaughanmartiniae + + - 49.1+5.1° 60.5+6.72 90.8+4.8?
Aureobasidium pullulans + + - 66.0+5.82 57.7+6.2°2 99.3+5.0?
Vishniacozyma heimaeyensis + + + 58.1+6.42 63.2+8.72 94.8+4.92
Vishniacozyma carnescens + + - 62.8+7.82 60.8+7.5% 94.8+4.9°

! Crecimiento de la cepa en medio con etanol (+++: crecimiento alto; ++: crecimiento medio; +: crecimiento bajo, -: sin crecimiento). Una letra superior diferente
en cada columna significa una diferencia estadistica mediante la prueba de Tukey (p < 0,05).



4.3 CARACTERIZACION DEL PISCO OBTENIDO DE LAS VARIEDADES ITALIAY
NEGRA CRIOLLA

4.3.1 COMPUESTOS AROMATICOS

El Pisco obtenido de uvas Italia colectadas de tres zonas ubicadas en el valle de Moguegua
(Anexo 1) tiene terpenos incluyendo citronelol (C), geraniol (G), linalol (L), nerol (N) y a-
Terpineol (a-T), los cuales no fueron detectados, excepto a-T en baja concentracion, en el Pisco
de la variedad Negra Criolla (Tabla 10). Sin embargo, el contenido de C, G, L, N y a-T fueron
maés bajos que los valores encontrados previamente en Pisco de uvas Italia muestreadas de la
Region de Moquegua (C= 575 pg/L, G = 1451 pg/L, L = 4821 pg/L y N = 885 pg/L) (Cacho
et al. 2012). Una diferencia valorable en los compuestos volatiles se asocid con las propiedades
quimicas de la uva de Italia relacionadas con la zona y el mes en que se realizo la recoleccion y
el proceso de elaboracion, fermentacion y destilacion del Pisco. No obstante, nuestros resultados
concuerdan con los anteriores que mostraron que los terpenos dominan el perfil volatil de los
Piscos producidos a partir de la variedad de uva Italia. Como se mostrd anteriormente, los
terpenos influyen en el aroma primario o varietal y tienen un impacto en la calidad sensorial a
pesar de sus concentraciones muy bajas (Cacho et al. 2012), que en parte explica las diferencias
en los atributos sensoriales de Pisco obtenido de variedades de uva Italia y Negra Criolla y se
ha encontrado en alta concentracion en Pisco Italia de la region de Ica. Sin embargo, el Pisco
Negra Criolla tiene mayor 2-fenilacetato (2-Pa) que el encontrado en el Pisco Italia (Tabla 10)
a pesar de que este compuesto aromatico ha sido asociado con las propiedades sensoriales del
Pisco; asi, 2-Pa ha sido encontrado en otros Piscos de Italia en concentraciones que van desde
263 a 982 pg/L (Cacho et al. 2012).

Generalmente, los Piscos aromaticos estdn marcados por sus altas concentraciones de 2-
feniletanol, 2-feniletil acetato y terpenos (Cacho et al. 2012). Tanto el Pisco Italiacomo el Negra
Criolla mostraron un contenido muy alto de 1-hexanol (Tabla 10) en comparacién con los Piscos
comerciales reportado anteriormente producidos a partir de uvas ltalia muestreado en tres
regiones peruanas que oscilaba entre 2.3-3.6 pug/L (Cacho et al. 2012). Se ha demostrado que el
1-hexanol contribuye a los atributos sensoriales hierbas y florales del Pisco peruano, aunque

estd en una concentracion méas baja comparada con otros destilados (Cacho et al. 2012). El
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alcohol de bencilo (Ba) se encontrd por primera vez tanto en el Pisco Italia como en el Negra
Criolla, el alcohol de bencilo (Ba) se encontro en bajas concentraciones y el alcohol de feniletilo
(Pa) en una concentracion muy alta (més alta en el Pisco Negra Criolla) (Tabla 10). El Ba se ha
encontrado en la sidra y contribuye con propiedades sensoriales afrutadas, florales y dulces
(Antén-Diaz etal. 2016). Ademas, el 3-hexen-1-ol (3-H-ol) también se encontr6 en altas
concentraciones en el Pisco Italia comparado con el Pisco Negra Criolla (cerca de 30 veces),
similares a las encontradas en los destilados de uva (Luki¢ etal. 2006). Sin embargo, la
contribucion del 3-H-ol a la calidad sensorial del Pisco no ha sido establecida. Por otro lado, el
Pisco Negra Criolla mostré mayor contenido de ésteres etilicos (Eb, Ed, Ehx, Ehp, El Eo, Epy
Ev) que el Pisco Italia (Tabla 3). Ademas, el contenido de Ehx y Ed encontrado en el Pisco Italia
fue mas alto que los reportados para el Pisco Italia muestreado de diferentes zonas del Sur del
Per( (Ehx = 36.6 pg/L y Ed = 242 pg/L) y otros ésteres etilicos no han sido previamente
reportados (Cacho et al. 2012). Los ésteres etilicos se han encontrado en bajas concentraciones
en otros destilados obtenidos de orujo de uva (Cortés et al. 2010) y sorgo (Szambelan et al.
2020). Finalmente, los NSYS aislados de las uvas Italia y Negra Criolla podrian contribuir con

los compuestos volatiles encontrados en el Pisco.
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Tabla 10. Valores minimos, maximos, media y desviacion estdndar de compuestos volatiles en Pisco de las variedades de uva
Italia y Negra Criolla producidos en condiciones industriales.

Compuesto Volatiles (pg/L)

Pisco de uva variedad Italia (n=18)

Pisco uva variedad Negra Criolla (n=18)

Min Max Media SD Min Max Media SD

1-hexanol(1-H) 256.47 773.59 504.58 146.00 446.85 2784.50 1143.64 590.01
3-hexen-1-ol (3-H-ol) 50.93 343.74 184.67 83.68 1.07 12.85 5.15 2.72
2-fenilacetato (2-Pa) 122.86 525.20 238.03 104.53 278.07 2923.13 847.10 561.88
Alcohol de bencilo (Ba) 6.67 75.00 33.07 21.52 6.67 112.24 35.24 24.04
Butanoato de etilo (Eb) 4.65 95.63 35.50 23.39 13.29 81.33 32.59 14.82
Citronelol (C) 138.67 352.34 226.04 71.13 - - - -
Etil decanoato (Ed) 91.65 1248.89 454.18 306.08 48.77 830.48 330.35 208.97
Alcohol de feniletilo (Pa) 2721.95 13330.25 7630.61 2641.98 13524.83 38837.24 22770.97 6095.05
Furfural (F) 7.54 166.47 82.73 44.46 6.67 86.68 36.81 21.41
Geraniol (G) 181.10 442.19 309.63 66.45 - - - -
Etil hexanoato (Ehx) 20.77 219.85 69.50 55.36 24.67 144.02 79.40 32.45
Etil heptanoato (Ehp) - - - - n.d 5.34 0.88 1.59
Acetato de isoamilo (la) 13.06 303.48 103.74 79.15 80.13 632.38 187.41 134.68
Etil laurato (EI) 222.03 1056.14 484.35 235.46 325.37 1970.95 849.26 391.05
Linalol (L) 873.43 2342.24 1386.83 398.29 - - - -
Nerol (N) 106.66 188.41 133.15 23.294 - - - -
Etil octanoato (Eo) 41.48 290.01 123.73 81.86 31.48 427.67 171.12 103.29
Etil pelargonato (Ep) 0.00 411 1.50 0.93 0.85 4.71 2.04 1.07
a-Terpineol (a-T) 190.61 456.48 284.55 64.44 3.46 133.68 16.76 27.92
Etil valerato (Ev) n.d 0.83 0.089 0.22 - - - -

n.d.: No detectado



4.3.2 ANALISIS SENSORIAL

Descriptores citricos (Ci), florales (Fl), alcohol (Al) y almibar (Sy) fueron marcados en el Pisco
Italia y frutos secos (Un), almibar (Sy), alcohol (Al) y floral (FI) en el Pisco Negra Criolla
(Figura 9). Los descriptores sensoriales Ci del Pisco Italia estardn asociados con su contenido
de terpenos incluyendo citronelol (C), geraniol, linalool, nerol y a-Terpineol, que ha sido
reportado en el Pisco Italia (Cacho etal. 2012). De hecho, el Pisco Negra Criolla ha sido
caracterizado como de aroma neutro sin notas aromaticas particulares (Cacho etal. 2013).
Ademas, en el caso del Pisco Negra Criolla, el contenido de 1-hexanol y 2-feniletil alcohol
contribuyen a los atributos sensoriales florales y verdes (Cacho et al. 2012). Por otro lado, el
contenido de alcohol Bencilo que se encuentra en el Pisco, también aporta propiedades
sensoriales frutales, florales y dulces (Anton-Diaz et al. 2016). El descriptor sensorial frutos
secos se encontré marcadamente en el Pisco Negra Criolla, pero no se encontré en el Pisco Italia,
en contraste con el informe para el Pisco Italia muestreado de diferentes regiones peruanas,
incluso Moquegua, aunque este descriptor sensorial no se ha asociado con ningin compuesto
volatil especifico encontrado en el Pisco (Cacho et al. 2012). Sin embargo, el sensorial de frutos
secos ha sido descrito en brandy que contiene compuestos furanos como 2-acetil-5-metilfurano
y 5-metil-2(3H)-furanona (Yuan et al. 2023). El descriptor sensorial alcohol (Al) ha sido
asociado con el contenido de alcohol (Jung et al. 2014) pero en el caso del Pisco de Italia es
parcialmente enmascarado por el contenido de terpenos, que le confieren una fuerte

caracteristica aromatica.
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Pisco uva Italia ———— Pisco uva Negra Criolla
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Figura 9. Anélisis sensorial del Pisco de Italia y Negra Criolla.

433 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE COMPUESTOS
VOLATILES Y PROPIEDADES SENSORIALES

El andlisis de componentes principales (ACP) del contenido de compuestos volatiles y atributos
sensoriales de los Piscos Italia y Negra Criolla se utiliz6 para mejorar la comprension de la
informacion volatil y sensorial para reducir la complejidad del conjunto de datos para poder
visualizar mejor las correlaciones entre estas variables. Asi, el score plot mostré que el Pisco
Italia y Negra Criolla pueden ser diferenciados en contenido de compuestos volatiles y atributos
sensoriales por los dos primeros componentes, que explicaron > 58 % (Figura 10A). El Biplot
demostré que los atributos sensoriales citricos (Ci) y rosados (Ro) del Pisco Italia estan
asociados con un alto contenido de geraniol, citronelol, linalol, a-terpineol y probablemente con
3-hexen-1-ol. Por otra parte, el contenido de acetato de 2-feniletilo (2-Pa) se relacioné con los
atributos de mantequilla, verduras cocidas y picante. Ademas, el sulfuroso (Su), quimico (Ch),
emperreumatico (Em), vinagre (Vi), almibar (Sy), cebolla (O), vegetal V), queso (Che), frutos

secos (Nu), fendlico (Phe) y oliva (OI) del Pisco Italia y Negra Criolla no se asocid con ningln
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compuesto volatil. Finalmente, el contenido de derivados etilicos no se asocié con ningin

atributo sensorial (Figura 10B).
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Figura 10. Andlisis de componentes principales de compuestos volatiles y atributos sensoriales del Pisco
obtenido por fermentacion espontanea de las variedades Italia y Negra criolla de la region Moquegua. A)
Score plot y B) Biplot de compuestos volatiles:

1-hexanol (1-H), 3-hexen-1-ol (3-H -1-ol), 2-fenilacetato (2-Pa), alcohol de bencilo (Ba), butanoato de etilo (Eb),

citronelol (C), Etil decanoato (Ed), alcohol de feniletilo (Pa), furfural (F), geraniol (G), Etil hexanoato (Ehx), Etil
heptanoato (Ehp), acetato de isoamilo (la), Etil laurato (dodecanoato de etilo) (El), linalol (L), nerol (N), Etil
octanoato (Eo), Etil pelargonato (Ep), a-terpineol (a-T), Etil valerato (Ev) y atributos sensoriales: Quimico (Ch),
Frutal (Fr), Citrico (Ci), Anisado (An), Floral (Fl), Rosas (Ro), Hierbas (He), Especias (Sp), Aceitoso (Oi), Sulfuroso
(Su), Vinagre (Vi), Emperreumatic (Em), Caramelo (Ca), Mantequilla (Bu), Almibar (Sy), Alcohol (Al), Queso
(Che), Cebolla (0), Fendlico (Phe), Aceituna (Ol), Frutos secos (Nu), Verdura (V), Verdura cocida (Cv).
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44 EVALUAR LA CONTRIBUCION DE LAS NSYS ANALIZANDO LOS
COMPUESTOS VOLATILES Y ATRIBUTOS SENSORIALES DEL PISCO
VARIEDAD ITALIAY VARIEDAD NEGRA CRIOLLA RELACIONADOS CON LAS
DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MEZCLAS DE CEPAS INOCULADAS.

4.4.1 CUANTIFICACION DE LEVADURAS DE LA SUPERFICIE DE LA UVA

Luego de la incubacion (28°C, 48 h) se observé una amplia variacion de concentraciones de
levaduras entre variedades de uva (Figura 11). Se observaron recuentos elevados de células de
NSYS (>10° UFC/g) de ambas variedades de uva durante el inicio (primeras 24 h) del proceso
de fermentacion. Las NSYS identificadas en la variedad Italia, en orden de abundancia, fueron:
Pichia terricola (56 %), Metschnikowia pulcherrima (31 %) and Naganishia vaughanmartiniae
(13 %); y en la variedad Negra Criolla: Vishniacozyma carnescens (50 %), Vishniacozyma
heimaeyensis (30%) and Aureobasidium pullulans (20%). Las NSYS fueron las especies
preponderantes en la superficie de la uva. Los mayores recuentos se obtuvieron con valores en
torno a 3.5*10'° UFC/ml (Aureobasidium pullulans), y valores mas bajos con valores en torno
a 1.10*10% UFC/ml (Metschnikowia pulcherrima). El Aureobasidium ha sido reportado como
género mayoritario en varios estudios (Gao etal. 2019, Wei etal. 2018), esta levadura se
caracteriza por su capacidad inhibitoria frente a hongos fitopatégenos, asi como capacidad de
sintesis de celulasa, enzima asociado a la descomposicién del material lignocelulésico y
liberacion de compuestos aromaticos varietales (Lorenzini y Zapparoli 2019). Por otro lado, la
cepa M. pulcherrima, se encuentra en la superficie de la uva y en los mostos de vino; y presenta
actividad poligalacturonasa (Belda et al. 2016), similar a nuestra investigacion. Por lo tanto, la
seleccidn de cepas de levaduras pectinoliticas puede ser una herramienta Util para elaborar vinos
de mayor calidad sin recurrir a preparados enzimaticos comerciales mas caros. Sin embargo,
para garantizar la seguridad y la calidad del producto final, es crucial llevar a cabo una cuidadosa

seleccion basada en criterios cientificos solidos.

La cepa Pichia terricola (P), obtuvo un recuento de células viables de 2.64 x 101° UFC/g, similar
a los reportado en investigaciones previas (Shi et al. 2019). Cabe mencionar, que especies de
levaduras pertenecientes al género Pichia son conocidos por impartir atributos enoldgicos
beneficiosos, efectos asociado a la actividad de la B-glucosidasa, responsables de la hidrolisis

de glucdsidos y liberacién de compuestos de sabor como fenoles y alcoholes aromaticos
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(Scansani et al. 2022), y es una levadura que se encuentra naturalmente en la superficie de las
uvas. A pesar de la prevalencia del género Naganishia, Aureobasidium y Picchia en la
poscosecha y el mosto de uva, se caracterizan por su limitada capacidad fermentativa, es decir,
su abundancia relativa se reduce o es baja durante la etapa de fermentacién alcohdlica
comparado a otras cepas resistentes al alcohol como Saccharomyces cerevisiae y Lachancea
thermotolerans. Otra levadura llamada Naganishia vaughanmartiniae, perteneciente a la uva
variedad Italia el cual obtuvo un elevado promedio de células viables comprendido entre 3.11 x
10'° UFC/g. Sin embargo, al igual que otras levaduras, Naganishia vaughanmartiniae puede
influir en la calidad de la uva y su contribucién a la fermentacién del vino (Vicente et al. 2023).
Naganishia aparece como el género de levadura mas extendido dentro del microbioma central
de suelos de vifiedos de todo el mundo (Gobbi et al. 2022). La capacidad de las especies de
Naganishia para crecer a bajas temperaturas (Bijlani et al. 2022). Algunas cepas de esta levadura
se han encontrado que producen compuestos de aroma frutal y floral, mientras que otras cepas
pueden contribuir a la degradacion de acidos organicos importantes para la calidad del vino.
Cabe mencionar, que la Saccharomyces cerevisiae estd ausente en los aislamientos de la
superficie de uva, pero siempre es la levadura predominante al final de la fermentacion
(Vaudano et al. 2019).
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Figura 11. Recuento de células viables por periodo en dias para las distintas levaduras.

Uva Variedad Italia (Metschnikowia pulcherrima: M; Pichia terricola: P; Naganishia vaughanmartiniae: N).

Uva Variedad Negra Criolla (Vishniacozyma heimaeyensis: V); Vishniacozyma carnescens: C; Aureobasidium
pullulans: A).

442 DINAMICA DEL CRECIMIENTO DE LAS DIVERSAS MEZCLAS DE
LEVADURAS NATIVAS

La Figura 12, presenta la dindmica de crecimiento de las diferentes mezclas de las NSYS, la
inoculacion se realizo al inicio de fermentacion de los mostos de ambas variedades. Se
mostraron los cambios en los contenidos de células viables en tres puntos de la etapa
fermentativa (Dia 1. Dia 6 y dia 12) aumentando gradualmente del dia 1 a dia 12, por medio de
analisis de recuento en placas. Entonces, la tasa de crecimiento comenzd una disminucion

general en la poblacién de levaduras, hasta obtener un mosto con densidad 1000, quedando listo
para iniciar la destilacion.
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La poblacion de células viables alcanzd un promedio maximo de 6 x 107 células/g. Como era de
esperar, comparando IOM50P50N con las otras mezclas incluidas los controles (sin inoculacion
de levaduras) presentan un crecimiento elevado (> 3500 UFC/g) durante el dia 1, la
concentracion de levaduras es significativamente mayor en ambas variedades inoculadas. La
poblacion maxima obtenida con cultivo Gnico de M. pulcherrima fue de 4.2 x 10" UFC/g. Cada
mezcla de levaduras muestra una cinética de crecimiento diferente, que es mayor con respecto
a los datos reportados para uvas no dafiadas, que comprenden entre aproximadamente 2 y 4
UFC/g (Prakitchaiwattana et al. 2004). En consecuencia, no es raro encontrar una mezcla de
bayas dafiadas y no dafiadas en racimos de uvas maduras en el momento de la cosecha. Se tuvo
especial cuidado en separar las bayas dafiadas y no dafiadas para el analisis de levadura. La
microbiota en la piel de la uva varian segun la variedad de uva, el método de recoleccion y el
grado de maduracion. Estas especies nativas asociadas a la superficie externa de la baya,
constituyen el microbiota predominante en el mosto y se desarrollan durante las primeras etapas
del proceso. Ademas, durante la fermentacion alcohdlica, tanto la persistencia de las levaduras
como el numero de células son los principales factores que afectan las caracteristicas
aromaticas. Como se inform6 en muchos estudios previos, las especies de Metschnikowia,
Pichia, Aureobasidium pullulans y Candida, predominan en las uvas para vino en el momento
de la cosecha (Loureiro 2003, Sabate et al. 2002, Barata et al. 2008). Saccharomyces ceverisiae
no se aislo directamente de la superficie de la uva, ya que predominaron otros microorganismos
como las levaduras No Saccharomyces. De hecho, S. cerevisiae puede encontrarse facilmente
durante la fermentacion del mosto, cuando prevalecen otras levaduras debido a su alto
rendimiento fermentativo y tolerancia al etanol (Martini 1993, Capozzi et al. 2015) (Martini
1993, Capozzi et al. 2015). En contraste, las levaduras del género No Saccharomyces, poseen

una capacidad de fermentacion méas débil (Binati et al. 2020).
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Figura 12. Recuento de la poblacién total de levaduras (ufc/g de mosto) en mosto de la variedad Italia y
mosto variedad Negra Criolla durante 12 dias de fermentacion.

Los valores indicados en el grafico en cada momento de muestreo representan las mezclas de
levaduras inoculadas y muestra control (sin inocular).
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443 INFLUENCIA DE LAS INTERACCIONES SOBRE LOS COMPUESTOS
VOLATILES PRODUCIDOS Y LIBERADOS POR LAS LEVADURAS

La biodiversidad microbiana que se encuentra en diferentes regiones vitivinicolas es un
determinante importante del terrufio vitivinicola. Es bien sabido, que las interacciones
microbianas son factores de importancia que afectan la estructura del vino y modulan las
propiedades sensoriales (Liang et al. 2023).

Con el proceso de fermentacion, la diversidad microbiana de los mostos cambio
significativamente. De acuerdo con los diferentes cultivos iniciadores utilizados, se detectaron
19 compuestos volatiles y se enumeran en la Tabla 11. Se cuantifico 7 compuestos varietales
(citronerol (C), Linalool (L), Limonene (Li), Nerol (N), a-terpineol (aT), Geraniol (G), 1-
Hexanol (H), 3-hexen-1-ol (Hol)), 1 esteres de acetato (acetato de Isoamilo (la)), 5 esteres
etilicos (Etil butanoate (Eb), Etil decanoate (Ed), Etil hexanoate (Ehx), Etl laurate (El), Etil
octanoate (Eo)), 3 Feniletilos (Alcohol de bencilo (Ba), 2-fenilacetato (Pac), Alcohol de
feniletilo (Pal)) y 1 furfural (F). Estos compuestos fueron determinados por el analisis GC-MS
de extractos obtenidos por extraccion en fase solida a partir de Pisco diluido. EI aroma es una
caracteristica mas importante que contribuyen a la calidad del Pisco. EI tema principal de
nuestro estudio fue evaluar las interacciones de las levaduras sobre los componentes volatiles
del Pisco variedad Italia. Junto con el Pisco control (IOMOPON) é inoculados secuencialmente
(IOMOP100N, I0OM100PON, IOM50P50N, 1100MOPON, 116M16P66N, 116M66P16N,
I33M33P33N, I50MOP50N, I50M50PON, 166M16P16N), los tratamientos mostraron
diferencias significativas para todos los compuestos aromaticos analizados.

Las levaduras encontradas en la piel de las uvas participan en las fermentaciones naturales del
vino y posteriormente influyen en los destilados. Los Piscos de Italia destacan especialmente
por su alto contenido en linalol, que en nuestra investigacién es mayor con respecto a otras
investigaciones previas (Cacho et al. 2012) y nos interesaba saber si la adicion de Pichia, habria
cambiado el perfil de terpenos del destilado final. Los ésteres producidos por las levaduras
durante la etapa fermentativa que contribuyen aromas agradables, los mas importantes de ellos
presentan de manera individual aromas frutales o florales. De hecho, al seleccionar una cepa de
levadura especifica, los productores pueden buscar caracteristicas aromaticas deseadas. Algunas
cepas pueden ser conocidas por producir perfiles aromaticos intensos y complejos, mientras que

otras pueden ser mas sutiles o tener perfiles especificos, como notas frutales, florales, especiadas
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o terrosas. En los tratamientos IOM100PON, el empleo de Pichia Terricola provocé una ausencia
de etil butanoate y etil hexanoate, Sin embargo, este mono-inoculo tiene un alto contenido
varietal de a-terpineol (600.38 pg/l) y un alto contenido de esteres etilicos como etil laurate
(549.69 ug/l), en comparacion con las otras mezclas de levaduras. Investigaciones anteriores
han demostrado que las levaduras Pichia pueden producir altas cantidades de alcohol de
feniletilo (Martinez-Avila et al. 2020), asimismo es un importante compuesto de sabor y
fragancia con olor a rosas (Etschmann. et al. 2002) que comparando con nuestros resultados son
de menor impacto.

Sin embargo, la mono-inoculacion con M. pulcherrima (1IL00MOPON) provoco un alto contenido
del compuesto citronerol (496.64 ug/l) y un alto contenido de geraniol (691.38 ug/l) ambos
compuestos son de origen varietal, influenciando en el mosto control (sin inocular) y el mosto
inoculado. Los terpenos pertenecen al aroma primario, como el linalool, el nerol, el
citronelol , el geraniol, el a -terpineol son componentes que contribuyen positivamente al perfil
de sabor y aroma del vino y los destilados concentrandose en las bayas de uva (Williams y Buica
2020, Karabegovi¢ et al. 2021). Cabe mencionar que esta cepa muestra niveles mas bajos de
alcoholes superiores que esteres etilicos, cuya relacion indica caracteristicas de calidad. En los
atributos sensoriales de la bebida espirituosa intervienen positivamente los alcoholes superiores,
influidos por la variedad de uva, las condiciones de fermentacion y los procesos de destilacion,
mientras que los ésteres contribuyen a realzar el aroma de los destilados (Bovo et al. 2015). Los
alcoholes isoamilicos muestran concentraciones mas altas en los destilados obtenidos a partir
de mostos sin inocular, es significativamente mayor (pvalor < 0,05) comparandolos con las
demas mezclas de levaduras nativas. El Pisco Negra Criolla, de acuerdo a los diferentes cultivos
iniciadores utilizados, se detectaron 13 compuestos (Tabla 12). Se cuantifico 3 compuestos
varietales (Limoneno, 1-Hexanol, 3-hexen-1-ol), 1 esteres de acetato (Acetato de Isoamilo), 5
esteres etilicos (Butanoate de etilo, Etil decanoate, Etil hexanoate, Etil laurate, Etil octanoate),
3 Feniletilos (Alcohol de Bencilo, 2-fenilacetato, Alcohol de feniletilo) y 1 furfural. Cabe
resaltar, a diferencia del Pisco Italia, cinco compuestos terpenicos (Citronerol, Linalol, Nerol,
a-terpineol y Geraniol), no se detectaron en el Pisco Negra Criolla.

El compuesto predominante en todos los tratamientos fue el Alcohol de feniletilo (2-phenyl
etanol), inclusive con concentraciones superiores que las observadas en el Pisco Italia. Todos

los tratamientos no mostraron diferencias significativas (pvalor < 0,05), pero se observé un
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incremento del contenido de alcohol de feniletilo (entre 19 700 a 35900 ug/l) comparado al
tratamiento control sin inoculo (15800 pg/l), con excepcion del tratamiento N16V66C16A con
un valor inferior (10900 pg/l). Este compuesto es comun encontrarlo en diversas bebidas
alcohdlicas, entre ellas el Pisco, con descripcion olfativa a rosas y flores (Etschmann. et al.
2002), siendo uno de los principales contribuyentes en el perfil aroméatico del Pisco Negra
Criolla. Los seis siguientes compuestos mayoritarios presente en todos los tratamientos fueron:
alcohol de bencilo, acetato de isoamilo, Etil laurate, 2-fenilacetato, 1-Hexanol y Etil decanoate.
En alcohol de bencilo, el incremento fue significativo (pvalor < 0,05) en los tratamientos con
inoculacion NOVOC100A, NOV100COA, NOV50C50A y N33V33C33A (con un rango en
concentracion de 489.48 a 734.82 ug/l) respecto al control NOVOCOA (sin inoculacién) con
117.51 pg/l. El importante nivel de ambos compuestos bencénicos, el alcohol de feniletilo y
alcohol de bencilo, es consistente con estudios previos del vino tinto (Vilanova et al. 2008),
destilado de orujo (Cortés y Fernandez 2011) y del Pisco Italia (Cacho et al. 2012), capaces de
contribuir con aromas de perfume floral, polen y rosas (Shi etal. 2019). Este resultado es
consistente con reportes previos, donde el efecto de co-inoculacién con NSYS introducidos en
el proceso de fermentacion tienden a aumentar las concentraciones de feniletilos (como alcohol
de feniletilo, alcohol de bencilo y 2-fenilacetato), pero dependera de factores como la estrategia

de inoculacion, variedad de uva y tipo de cepa empleada (Vilela 2020, Marcon et al. 2018).

En el caso de esteres etilicos, el contenido de Etil laurate disminuyo como efecto de la
inoculacion (en todos los tratamientos), a valores entre 220.74 a 473.15 pg/l, respecto al control
(sin inoculacion) con 1220 pg/l. De igual forma, el Etil decanoate mostro una reduccién por la
inoculacién (todos los tratamientos), a valores entre 70.36 a 236.2 pg/l, respecto al control (sin
inoculacion) con 536.58 pg/l. ComUnmente la co-inoculacion en la fermentacion vinica
incrementa o no afecta los niveles de especificos esteres etilicos respecto a levaduras puras
Saccharomices y NS, como fue el caso del uso de Lachancea (Kluyveromyces) thermotolerans
(Gobbi et al. 2013) y Pichia fermentans (Ma et al. 2017). La reduccion de Etil laurate y Etil
decanoate observada en nuestro trabajo puede atribuirse al uso de NSY A sin estudios previos y
la compleja interaccién de la combinacion entre las cepas nativas y los componentes de uva

durante la fermentacion.
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El contenido de acetato de isoamilo, 2-fenilacetato y 1-Hexanol no registraron diferencia entre
todos los tratamientos, las concentraciones estuvieron en un rango de 306.15 a 895 ug/l, 179.73
a 474.09 pg/l y 125.2 a 387.54 pg/l, respectivamente. El resto de los compuestos poseen
concentraciones inferiores a 174 ug/l y sin diferencia significativa (pvalor < 0,05) entre todos
los tratamientos, induciendo una menor influencia en el perfil aromatico del Pisco. En general,
comparando con el Pisco variedad Italia, la composicion quimica del Pisco Negra Criolla no
mostro caracteristicas destacables, con niveles bajos en la mayoria de todos los volatiles

analizados.

78



Tabla 11. Media y desviacién estdndar de las concentraciones de compuestos volatiles (ug/l) en las muestras de Pisco Italia
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... Continuacion tabla 11.
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Los valores con la misma letra en la linea son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey (95%).
Compuesto volatiles: Alcohol de bencilo (Ba), Citronelol (C), Etil butanoate (Eb), Etil decanoate (Ed), Etil hexanoate (Ehx), Etil laurate (ethyl
dodecanoate) (El), Etil octanoate (E0), Etil pelargonate (Ep), Furfural (F), Geraniol (G), 1-hexanol (H), 3-hexen-1-ol (Hol), acetate de isoamilo (la),
Linalol (L), Limoneno (Li), Nerol (N), 2-fenilacetato (Pac), alcohol de feniletilo (Pal), a-terpineol (aT).



Tabla 12. Media y desviacion estandar de las concentraciones de compuestos volatiles (ug/l) en las muestras de Pisco Negra
Criolla
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... Continuacion tabla 12.

Li 1441 9.1 7.61 16.35 7.64 2.94 12.85 13.07 17.27 15.55 16.08
+13 +1.39 +14 +0.18 +0.45 +0.0 +0.11 +3.14 +1.57 +2.27 +0.76
Pac 222.56 356.41 362.73 400.9 375.58 310.86 179.73 281.78 259.19 243.36 474.09
+10.15 +52.75 +43.99 +2.04 +55.54 +047 +1.82 +5.05 +3.38 +3.95 +11.08
2.50E+0
Pal 1.58E+04 3.47E+04 2.62E+04 2.99E+04 4 3.39E+04 1.09E+04 2.11E+04 2.01E+04 1.97E+04 3.59E+04
+1.79E+03 +0.34E+04 +4.00E+03 +2.80E+02 +3.68E+ +1.70E+03 +1.52E+02 +6.31E+01 +4.96E+02 +3.33E+02 +1.29E+02
03

Los valores con la misma letra en la linea son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey (95%).
Compuestos volatiles: Alcohol de bencilo (Ba), Butanoato de etilo (Eb), Etil decanoate (Ed), Etil hexanoate (Ehx), Etil laurate (ethyl dodecanoate)
(ED), Etil octanoate (Eo), Furfural (F), 1-hexanol (H), 3-hexen-1-ol (Hol), Acetato de isoamilo (la), Limoneno (Li), 2-fenilacetato (Pac), Alcohol de

feniletilo (Pal).



4.4.4 DIFERENCIAS VARIETALES ENTRE LAS MEZCLAS DE LEVADURAS NO
SACCHAROMYCES DE PISCO VARIEDAD ITALIAY NEGRA CRIOLLA

El analisis de componentes principales (ACP) del contenido de compuestos volatiles y atributos
sensoriales de los Piscos Italia y Negra Criolla se utiliz6 para mejorar la comprensién de la
informacion latente reduciendo la complejidad de los datos y descubriendo correlaciones entre
algunos componentes y la muestra (puntuaciones) y los compuestos y la muestra examinada
(biplot). Asi, el score plot mostré que el Pisco Italia (Figura 13), pueden ser diferenciados en el
contenido de compuesto volatiles y atributos sensoriales por los dos primeros componentes del
ACP realizado sobre datos de vectores de aroma y de diferentes mezclas de levaduras., que
explica > 60 %. Permitiendo identificar los vectores de aroma potencialmente responsables de
las diferentes mezclas observadas entre las muestras, que revel6 diferencias quimicas pudiendo
ser suficientes para agrupar segun la mezcla de levaduras. El caracter con aromas varietales de
los Piscos elaborados con mono-inoculos M. pulcherrima (1100MOPON), P. terricola
(IOM100PON), N. vaughanmartiniae (IOMOP100N) y la interaccion de las 3 NSYS
(133M33P33N), son consistente con niveles mas altos de terpenos, especialmente citronerol (C),
Linalol (L), Limoneno (Li), Nerol (N), a-terpineol (aT), Geraniol (G), 1-Hexanol (H) y 3-
Hexen-1-ol (Hol), la accion de las NSY'S en la fermentacidn ayudo a resaltar y desarrollar estos
aromas especificos, brindando una contribucion Unica al caracter sensorial del destilado. La
eleccion de este mono-inoculo, puede ser una estrategia para lograr perfiles aromaticos
distintivos y deseables en los destilados de uva “Pisco”. Con respecto a los ésteres etilicos,
tienen mayor revelavancia hacia los Pisco que no sufrieron inoculacién de levaduras,
compuestos como butanoato de etilo, Etil decanoato, Etil hexanoato, Etil laurato, Etil octanoato,
que son producidos durante el proceso de fermentacion. Sin embargo, las que sufren mezclan
de levaduras terciarias (166M16P16N, 116M66P16N 116M16P66N), es el opuesto de las
anteriores.

Por otra parte, el score plot mostré que el Pisco Negra Criolla (Figura 14), son diferenciados en
el contenido de compuestos volatiles y diferentes mezclas de levaduras, que explica > 63%.
Explica la varianza total, y permite diferenciar el Pisco Control con los Pisco que han sido
inoculados con las NSYS. Observando el grafico se aprecia que el contenido de alcohol de
bencilo (Ba), Furfural (F) y 3-Hexen-1-ol (Hol) son niveles altos en las mezclas binarias
(NOV50C50A). Sin embargo, las mezclas mono-inoculadas V. heimaeyensis (N100VOCO0A); V.
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carnescens (NOV100CO0A); A. pullulans (NOVOC100A), aportan compuestos elevados como:

acetato de isoamilo (l1a), alcohol de feniletilo (Pal), 1-Hexanol (H), 2-fenilacetato (Pac).

PCA - Biplot
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Figura 13. PCA biplot: Pisco Italia. Compuestos Volatiles:

Alcohol de bencilo (Ba), Citronelol (C), butanoato de etilo (Eb), Etil decanoato (Ed), Etil hexanoato
(Ehx), Etil laurato (ethyl dodecanoate) (El), Etil octanoato (Eo), Etil pelargonato (Ep), Furfural
(F), Geraniol (G), 1-hexanol (H), 3-hexen-1-ol (Hol), acetato de isoamilo (la), Linalol (L),
Limoneno (Li), Nerol (N), 2-fenilacetato (Pac), alcohol de feniletilo, a-terpineol (aT).
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Figura 14. PCA biplot: Pisco Negra Criolla. Compuestos Volatiles:

Alcohol de Bencilo (Ba), butanoato de etilo (Eb), Etil decanoato (Ed), Etil hexanoato (Ehx), Etil
laurato (ethyl dodecanoate) (EI), Etil octanoato (Eo), Furfural (F), 1-hexanol (H), 3-hexen-1-ol
(Hol), acetato de isoamilo (la), Limoneno (Li), 2-fenilacetato (Pac), alcohol de feniletilo (Pal).

4.4.5 ANALISIS SENSORIAL

La evaluacion sensorial se realizd mediante PCA biplot como se muestra en la Figura 15y 16.
La inoculacion con NSYS produjo una influencia compleja en el perfil aromatico del Pisco

dependiendo del tipo de cepa y su concentracion en la inoculacion. En cuanto al Pisco Italia, en
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la Figura 15, el promedio de los 11 tratamientos (10 inoculaciones y 1 control), mostré un
predominio de atributos citricos (Ci), florales (FI), frutales (Fr), hierbas (He), frutos secos (Nu),
anis (An), alcohol (Al) y almibar (Sy). Siguieron, en menor medida, los atributos verduras

cocidas (Cv), mantequilla (Bu), especias (Sp) y aceitoso (Oi).

En cuanto al efecto del tipo de coinoculacion, los tratamientos con mono-inoculacion mostraron
diferencias en el perfil sensorial comparado con el control (sin inoculacion) (Figura 15), Por
ejemplo, el Pisco I100MOPON, con Metschnikowia pulcherrima, estuvo muy relacionado con el
atributo citrico y menos relacionado con los descriptores vegetales cocidos y aceitoso. Ademas,
el tratamiento IOMOP100N, con Naganishia vaughanmartiniae, estuvo muy relacionado con el
atributo mantequilla y muy poco relacionado con aceitoso, frutos secos y especias. Finalmente,
el tratamiento 10M100PON, con Pichia terricola, produjo Piscos muy relacionados con los
atributos floral, miel, frutos secos, especias y aceitoso, pero con menores descriptores de
hierbas, anis, mantequilla y verdura cocida. Los tratamientos con co-inoculacion de varias cepas
(mezcla binaria y terciaria), no mostraron diferencias respecto al control (Figura 15), excepto el
tratamiento I50MOP50N que estuvo muy relacionado con muchos atributos caracteristicos del
Pisco de la variedad Italia (hierbas, citricos y florales). Ademas, los atributos mantequilla, anis
y vegetales cocidos estan fuertemente relacionados con el tratamiento I66M16P16N, pero tienen
una relacion contraria con los atributos especias y aceitoso. El tratamiento 133M33P33N, a
iguales porcentajes de inoculacion, al compararlo con la muestra control, fue el Unico que mostro
un bajo puntaje del atributo vegetal cocido, un caracter sensorial indeseable en el Pisco, pero
también tienden a tener un bajo puntaje de los atributos anisado y citrico. Estos resultados
demuestran el papel potencial de estas tres cepas NSY'S en la calidad sensorial del Pisco de uvas
Italia.

En el caso de los Piscos de la variedad de uva Negra Criolla con los diferentes tratamientos de
levadura el PCA (figura 16) muestra que el perfil aromatico no mostré un predominio especifico
de los atributos sensoriales dependiendo del tratamiento. Como era de esperar, las puntuaciones
medias son inferiores a las del Pisco Italia en los atributos floral, frutal y anisado. Las
coinoculaciones mono mostraron diferentes perfiles sensoriales en comparacion con el control.
Por ejemplo, la muestra NOVOC100A, con Aureobasidium pullulans, estuvo muy relacionada

con los atributos mantequilla y aceituna, pero fue inferior en todos los demas atributos. En el
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caso de NOV100COA y N100VOCOA, con Vishniacozyma carnescens y Vishniacozyma
heimaeyensis respectivamente, se identific una correlacion significativa entre el Pisco y las
notas de anisado, frutos secos y especias. Sin embargo, se encontrd una relacion minima con
notas de floral, mantequilla y vegetales cocidos. Las co-fermentaciones con dos y tres especies
de NSYSS tienden a tener un perfil aromatico variable en comparacidn con la muestra de control.
Por ejemplo, se observd una mayor presencia de los atributos floral y vegetal cocido en los
tratamientos N16V16C66A, N66V16C16A y N33V33C33A. En cuanto al descriptor ‘aceituna’,
este se vinculd principalmente con los tratamientos N50V50C0A y NOV50C50A. Asimismo,
los atributos de hierbas, miel y fruta tuvieron una asociacion mas destacada con el tratamiento
N16V66C16A.

De acuerdo a estos resultados, el uso de un in6culo mixto impacta el perfil sensorial del Pisco,
lo que podria estar vinculado a las diferencias de compuestos volatiles. EI aroma frutal y floral
se asocia principalmente a la presencia de terpenos, alcohol feniletilo y ésteres etilicos (Shi et
al. 2019b). Esto podria explicar la mayor intensidad de estos atributos en Pisco Italia donde
como se mostré anteriormente (tabla 11) se identifico alta concentracién de linalol, etil
pelargonato, citronerol, nerol, geraniol y a-terpineol, compuestos que no fueron detectados en
Pisco Negra Criolla. Sin embargo, el tratamiento especifico de coinoculacion puede mejorar 0
reducir cada compuesto aromatico. Por ejemplo, en el caso del Pisco Italia, la mono inoculacion
(IOM100PON) result6 en un incremento en los niveles de linalol y a-terpineol, como se detalla
en la Tabla 11. Sin embargo, al aplicar una tri coinoculacion (133M33P33N), estos compuestos
se encontraron en menores cantidades en las muestras, tal como se indica en la misma tabla 11.
Este efecto se replicd también en los atributos frutales y florales. En las muestras control de
Pisco Italia y Negra Criolla, se notaron atributos positivos que podrian estar relacionados con la
presencia de ciertos ésteres etilicos, especificamente el decanoato de etilo y el laurato de etilo.
Estos ésteres se encontraron en concentraciones mas altas en las muestras control en
comparacion con aquellas sometidas a tratamientos de co-inoculacion. Estos compuestos se han
relacionado previamente con descriptores dulces, florales, frutales y aceitoso (Ma et al. 2017;
Shi et al. 2019b). En cuanto al atributo hierbas, que es un atributo no deseable en Pisco, ha sido
previamente vinculado a 1-hexanol y 3-hexen-1-ol (Ma et al., 2017; Shi et al., 2019b), relacién
que se observo en Pisco Italia con el tratamiento 12100MOPON e I0OM100PON.
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En el caso del Pisco Negra Criolla, se observd una similitud en este atributo en todas las
muestras, tanto en aquellas con tratamientos como en las que no los tenian. Esto se alinea con
los niveles comparables de 1-hexanol y 3-hexen-1-ol encontrados en todas las muestras, como
se detalla en la Tabla 12. Los atributos aceituna y de frutos secos podrian estar relacionados con
algunos compuestos como el laurato de etilo, el decanoato de etilo y el alcohol bencilico (Ma et
al. 2017; Shi et al. 2019b). No obstante, no existe una relacion clara entre el contenido de estos

compuestos en los Piscos y los atributos aceituna y de frutos secos.

Considerando el analisis sensorial y composicional, fue posible verificar la relevancia de utilizar
diferentes indculos de levadura en la produccion de Pisco. En Pisco lItalia, los tratamientos de
co-inoculacion tienden a tener mayor contenido de terpenos (principalmente linalol, nerol,
geraniol, citronerol y a-terpineol) y feniletil alcohol, compuestos asociados a atributos florales,
frutales, citricos y rosa, donde destacan los tratamientos de mono coinoculacion 10M100PON,
I100MOPON e I50MOP50N. En el caso del Pisco Negra Criolla, los tratamientos de
coinoculacion tienden a producir un mayor contenido de feniletilos (alcohol bencilico, acetato
de feniletilo y alcohol feniletilico) y acetato de etilo (acetato de isoamilo), compuestos ligados
a los atributos almendrado, floral, rosas, frutal, platano y dulce, pero no existe un tratamiento
especifico predominante, sino que dependera del compuesto o grupo de compuestos objetivo.
En cambio, si se busca desarrollar un perfil aroméatico dominado por ésteres, especialmente
decanoato de etilo, octanoato de etilo, hexanoato de etilo, laurato de etilo y acetato de isoamilo,
y se desea resaltar atributos como afrutados, florales, dulces, manzana verde, platano fresco y
pera, optar por la produccion de Piscos mediante mono inoculacién resultaria mas efectiva,
particularmente para las variedades Italia o0 Negra Criolla.

Conforme a los resultados, el uso de un indculo mixto permiti6 la produccién de mas ésteres
(que aportan el dulce sabor y olor a frutas y flores) y alcoholes superiores (que aportan el sabor
y olor a coco y miel y olor a rosas). Ademas, reduce la cantidad de aldehidos (relacionados con
la resaca) y en el contenido de acido acético que aumenta la acidez (sensacion de ardor)
(Amorim et al. 2016). El sabor y aroma del Pisco son afrutados y florales, principalmente debido
a la presencia de terpenos, ésteres y aldehidos, entre otros, utilizadas en la elaboracion del vino
y también se producen durante los procesos de fermentacion y destilacion. Estos sabores y el
aroma del Pisco dependen en gran medida de las variedades de uva utilizadas y de las
variaciones en los equipos utilizados en los procesos de produccion. Es bien sabido que las uvas
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aromaticas contienen altas concentraciones de terpenos, aungue los perfiles de terpenos pueden
variar de una variedad a otra y también pueden depender de la exposicion al sol y las condiciones
de cosecha (Gschaedler Mathis et al. 2017). Las mediciones sensoriales precisan tanto del olor
(ortonasal) como del aroma (percepcion olfativa retronasal) consumen tiempo y recursos. Un
procedimiento mejorado de degustacion olfativa basado en la comparacion de los perfiles de
olor y aroma de los aguardientes de Pisco y con el objetivo de predecir el aroma a partir del
perfil de olor, acortando asi el tiempo de evaluacion. La evaluacion de la contribucion sensorial
de cada etapa de produccion post-fermentativa de los destilados de la uva Moscatel mediante el
uso de marcadores quimicos. Los marcadores quimicos que eran caracteristicos de la fraccion
cabeza eran etil hexanoato, etil octanoato y etil decanoato. Los marcadores quimicos del cuerpo
(corazon) incluian linalol, etil hexanoato, etil octanoato, etil decanoato, 2-feniletanol, lactato de
etilo y &cido decanoico. El descriptor mantequilla es por la presencia de diacetilo, el descriptor
heno por nerolidol, el descriptor hierba principalmente por 3-hexen-1-ol, los descriptores pera
y banana por acetatos de 2- y 3-metilbutilo, el descriptor rosa por acetato de 2-feniletilo y el
descriptor lima (citrico) por linalool. Se encontr6 que la presencia de zonas olfativas descritas
por atributos, como afrutado (incluso vegetal), floral y herbal, dependia del tiempo de
maduracion (Tsakiris et al. 2014).
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V. CONCLUSIONES

5.1. Las NSYS predominantes aisladas de la piel de la uva Italia Metschnikowia
pulcherrima; Pichia terricola; Naganishia vaughanmartiniae; mientras que las
NSYS predominantes aisladas de la piel de la uva Negra Criolla Vishniacozyma
heimaeyensis; Vishniacozyma carnescens; Aureobasidium pullulans. Ademas, las
NSYS mostraron diferencias en la caracterizacion de su fenotipo, incluyendo la
fermentacion de carbohidratos, la actividad poligalacturonasa, la tolerancia al etanol,
la produccion de sulfito y el consumo de nitrégeno.

5.2. El estudio de GC-MS ha revelado que el perfil aromético Pisco variedad Italia, se
caracteriza por sus altas concentraciones de terpenos y algunos ésteres etilicos, con
atributos sensoriales a notas citricas, notas florales y miel. En cambio, el Pisco
Variedad Negra Criolla, altas concentraciones de alcohol de feniletilo y 1-hexanol,
con ausencias de compuestos terpenicos, con atributos sensoriales a frutos secos.

5.3. La utilizacion estratégica de co-inoculaciones con NSYS, tales como
Metschnikowia pulcherrima, Pichia terricola y Naganishia vaughanmartiniae, juega
un papel crucial en el desarrollo del perfil aromatico del Pisco. Estos procesos no
solo modifican las concentraciones de compuestos aromaticos importantes, sino que
también moldean los perfiles sensoriales de distintas variedades de Pisco. Las mono-
inoculaciones resaltan caracteristicas especificas de cada variedad, como los aromas
florales y frutales en Pisco Italia, mientras que las co-inoculaciones crean aromas
mas ricos y complejos, enriqueciendo matices como mantequilla en Pisco Negra
Criolla. Incluso pequefias variaciones en los niveles de compuestos aromaticos por
co-inoculacion pueden influir en la percepcion sensorial, evidenciando la relacion
entre la diversidad de levaduras y los perfiles sensoriales en la elaboracion del Pisco.
Estos hallazgos subrayan el potencial de seleccionar mezclas de levaduras para

mejorar el aroma y sabor del Pisco, marcando una ruta innovadora en la enologia.



VI. RECOMENDACIONES

Para continuar con la investigacion de esta tesis doctoral se recomienda:

6.1. Establecery analizar una extensa coleccion de levaduras no Saccharomyces de 4 regiones
con Denominacién de Origen (Lima, Ica, Arequipa y Tacna) de Per(, para descubrir
nuevas cepas nativas con rasgos enologicos potencialmente positivos.

6.2. Explorar el potencial de la biodiversidad de levaduras autdctonas y realizar pruebas de
deteccion de cepas productoras de PB-glucosidasa, actividad xilosidasa, proteolitica y
xilanolitica, que han sido asociadas a la composicion aromatica de los vinos.

6.3. ldentificar, seleccionar y aislar levaduras nativas procedentes de las variedades Torontel,
Moscatel, Albilla, Quebranta, Mollar y Uvina (Lima, Ica, Arequipa, Tacna y Moquegua)
implicadas en el perfil aromatico del Pisco.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO 1. Zonas situadas en el valle de Moguegua con denominacion de origen
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ANEXO 2. Patrones para la calibracion de compuestos volatiles

Compuestos volatiles CAS Pureza
1-hexanol 111-27-3 98%, GC
2-feniletanol 60-12-8 >99% GC
2-octanol (PI) 4128-31-8 97.8%, gc
2-fenilacetato 103-45-7 >99%, gc
3-hexen-1-ol 928-96-1 >98%FCC, FG
4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone (PI) 123-42-2 99%, GC
Alfa terpineol 10482-56-1 >98%, GC
Alcohol de bencilo 100-51-6 >99%, GC
Citroneol 106-22-9 90-95%, GC
Damascona (PI) 23696-85-7 1.1-1.4wt. % (190 proof ethanol), FG
Etil acetato 141-78-6 >99%, FCC, FG
Butanoato de etilo 105-54-4 99%, GC
Etil cinnamato 103-36-6 >98%, FCC, FG
Etil decanoato 110-38-3 >98%, gc
Etil heptanoato 106-30-9 >96%, GC
Etil laurato 106-33-2 >98%, GC
Etil octanoato 106-32-1 >98%FCC, FG
Etil pelargonato 123-29-5 >90%, GC
Ethyl valerato 539-82-2 >98%, FG
Furfural 98-01-1 >99%, GC
Geraniol 106-24-1 >97%, FCC, FG
Guaiacol 90-05-1 >99%, FG
Etil hexanoato 123-66-0 >98%FCC, FG
Isoamy| acetato 123-92-2 natural, >97%, FCC, FG
Limoneno 5989-54-8 >95%, FG
Linalool 78-70-6 >97%, FCC, FG
Nerol 106-25-2 >90%, GC

CAS: (Chemical Abstracts Service)
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