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Resumen
Titulo: Impacto de diferentes variables de proceso en la produccion de vino tinto a partir de la uva
Vitis labruscal*
Autor: Dania Alejandra Holguin Espejo, Denis Paola Mufioz Machacon?**
Palabras Clave: Vitis labrusca; vino tinto; Saccharomyces cerevisiae; fermentacion alcohélica;
inmovilizacion celular; etanol.

Descripcion: La elaboracion de vino a partir de uvas de la especie Vitis labrusca (variedad
Isabella) representa una alternativa para el aprovechamiento agroindustrial de esta materia prima
mediante el desarrollo de un producto biotecnolégico diferenciado y autéctono. No obstante, los
procesos tradicionales de fermentacion presentan limitaciones asociadas a la recuperacion de la
biomasa, la necesidad de etapas de clarificacion y el posible deterioro de la eficiencia fermentativa
bajo diferentes condiciones de operacion. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
concentracion inicial de sélidos solubles y del sistema de fermentacion sobre el desempefio
fermentativo y las caracteristicas fisicoquimicas de vinos tintos elaborados a partir de mosto de
Vitis labrusca utilizando una cepa comercial de Saccharomyces cerevisiae marca Premier Rouge
Red Star. Se empled un disefio factorial con dos concentraciones iniciales de sélidos solubles (18
y 25 °Brix) y dos sistemas de fermentacion (células libres e inmovilizadas en alginato de calcio).
Durante diez dias de fermentacion se monitoreo el consumo de sustrato y el crecimiento celular, y
al finalizar el proceso se determind el pH, los pardmetros colorimétricos CIELab, el rendimiento,
la productividad y la concentracion de etanol mediante cromatografia de gases (CG-EM). Los
resultados evidenciaron una disminucion progresiva de los solidos solubles en todos los
tratamientos, registrandose las mayores tasas de consumo de sustrato durante las primeras 120
horas de fermentacion. La eficiencia de consumo de sustrato oscild entre 63 y 69%. La
inmovilizacién favorecié el consumo inicial de sustrato, mientras que la mayor concentracion
inicial de solidos solubles mostré una reduccion de la actividad fermentativa atribuida al estrés
osmético. Los vinos obtenidos presentaron valores de pH entre 2,93 y 2,98, y el andlisis
colorimétrico mostré una mayor luminosidad en los tratamientos con células inmovilizadas. La
concentracion de etanol vario entre 5,16 y 6,39 %(v/v), obteniéndose los mayores rendimientos y
productividades en las fermentaciones con células libres, particularmente en el tratamiento con 25
°Brix. Finalmente, se concluye que la concentracion inicial de azlcar y el sistema de fermentacion
influyen en la dinamica fermentativa y en las caracteristicas finales del vino, siendo las
fermentaciones con células libres las que presentaron el mejor desempefio en la produccion de
etanol bajo las condiciones evaluadas.

L Trabajo de Grado

Zxx Facultad de Ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria quimica. Director: Mauricio Ramirez Castrillon.
Doctor en Ciencias: Biologia Celular y Molecular. Codirector: Lilia Carolina Rojas Pérez. Doctora en Ingenieria.
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Abstract
Title: Impact of different process variables on red wine production from Vitis labrusca grapes
Author: Dania Alejandra Holguin Espejo, Denis Paola Mufioz Machacon®**
Key Words: Vitis labrusca; red wine; Saccharomyces cerevisiae; alcoholic fermentation; cell
immobilization; ethanol.

Description: Wine production from Vitis labrusca grapes (Isabella variety) represents an
alternative for the agro-industrial utilization of this raw material through the development of a
differentiated and indigenous biotechnological product. However, conventional fermentation
processes present limitations related to biomass recovery, the need for clarification steps, and the
potential reduction of fermentation efficiency under different operating conditions. The objective
of this study was to evaluate the effect of the initial sugar concentration and the fermentation
system on the fermentative performance and physicochemical characteristics of red wines
produced from Vitis labrusca must using Saccharomyces cerevisiae. A factorial experimental
design was employed, considering two initial sugar concentrations (18 and 25 °Brix) and two
fermentation systems (free cells and cells immobilized in calcium alginate). During the ten-day
fermentation process, substrate consumption and cell growth were monitored. At the end of the
process, pH, CIELAB colorimetric parameters, ethanol yield, productivity, and ethanol
concentration were determined using gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS). The
results showed a progressive decrease in soluble solids in all treatments, with the highest substrate
consumption rates occurring during the first 120 hours of fermentation. Substrate consumption
efficiency ranged from 63% to 69%. Cell immobilization enhanced the initial substrate
consumption, whereas the higher initial soluble solids concentration reduced fermentative activity
due to osmotic stress. The wines obtained exhibited pH values between 2.93 and 2.98, and
colorimetric analysis revealed higher lightness in wines produced with immobilized cells. Ethanol
concentration ranged from 5.16 to 6.39% (v/v), with the highest ethanol yields and productivities
obtained in fermentations with free cells, particularly in the treatment with 25 °Brix. It is concluded
that both the initial sugar concentration and the fermentation system influence fermentation
dynamics and the final characteristics of the wine, with free-cell fermentations showing the best
performance for ethanol production under the evaluated conditions.

“ Degree Work

i Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Advisor: Mauricio Ramirez Castrillon.
Ph.D. in Cellular and Molecular Biology. Co-advisor: Lilia Carolina Rojas Pérez. Ph.D. in Engineering.
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Introduccion

El vino es una de las bebidas alcohdlicas de mayor consumo a nivel mundial y su
produccion representa una actividad de gran importancia para la industria agroalimentaria. Segin
Vlahovi¢ & Anti¢ (2025), el consumo mundial promedio de vino entre 2018 y 2023 fue de 2,9
litros per cdpita, con una disminucion anual promedio de 5,2%. No obstante, a pesar de esta
tendencia decreciente en el consumo global, la produccion vitivinicola sigue siendo una actividad
relevante desde el punto de vista econémico y tecnologico.

Una de las etapas mas importantes en la elaboracion del vino es la fermentacion alcohdlica,
etapa en la cual las levaduras transforman los azlicares fermentables presentes en el mosto de uva,
principalmente en etanol y diéxido de carbono (Mouret et al, 2021). Sin embargo, al finalizar la
fermentacion es comun encontrar una elevada turbidez en el mosto debido a la presencia de
suspension de células de levadura, sélidos provenientes de la uva y otros compuestos no solubles.
Esta condicion hace que se requiera el uso de operaciones de clarificacion y filtracion, las cuales
incrementan los costos operativos, generan pérdidas de producto y prolongan los tiempos de
operacion (Otarola et al, 2025). Asimismo, el contacto prologado del vino con células muertas
puede afectar negativamente el perfil sensorial del producto y a esto se suma el riesgo de
contaminacién por microorganismos no deseados durante el proceso fermentativo (Malfeito &
Silva, 2019).

Frente a estas limitaciones, en los ultimos afios ha aumentado el interés en el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas que permitan mejorar la eficiencia de los procesos fermentativos. Una
de estas alternativas es el uso de células de levadura inmovilizadas (Benucci & Esti, 2020;

Fernandez et al., 2022; Prokes et al., 2022; Shah et al., 2024).
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Esta técnica consiste en encapsular las células dentro de una matriz que les permita actuar
como biocatalizadores durante la fermentacion, este método facilita la separacion de las células
del medio fermentativo y permite su reutilizacién en varios ciclos de fermentacién (Moreno et al,
2018). Entre las principales ventajas reportadas del uso de esta tecnologia se encuentran el aumento
de la productividad del proceso, mayor control operacional y la reduccion de costos asociados a la
recuperacion de biomasa y a los volimenes de los equipos utilizados (Bleve et al, 2016).

En este contexto, la aplicacion de tecnologias de inmovilizacion celular y la optimizacion
de variables operacionales, tales como la concentracion inicial de sélidos solubles en el mosto,
busca evaluar su influencia en el rendimiento y la productividad de la etapa de fermentacion en la

elaboracion de vino tinto a partir de la uva Vitis labrusca variedad Isabella.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion inicial de solidos solubles del mosto y de la
inmovilizacion de la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae Premier Rouge (Red Star)
sobre el proceso fermentativo para la produccion de vino tinto a partir de la uva Vitis labrusca

(variedad Isabella).

1.2 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion inicial de solidos solubles del mosto de uva Vitis labrusca que
favorece la mayor productividad y el mayor rendimiento de etanol durante la produccion
de vino tinto.

e Comparar el desempeno fermentativo de la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae
Premier Rouge (Red Star) en estado libre e inmovilizado, en términos de productividad y

rendimiento de etanol.

2. Estado del arte

La fermentacion alcoholica del mosto de uva es un proceso biotecnologico clave en la
elaboracion de vino, en el cual los azucares fermentables, principalmente fructosa y glucosa son
metabolizados por levaduras del género Saccharomyces, transforméandolos en etanol, diéxido de
carbono y una amplia gama de metabolitos secundarios (glicerol, &cidos organicos y ésteres) que
determinan el perfil sensorial del producto final (Martinez et al, 2016).

Histéricamente, la industria vitivinicola, particularmente en la elaboracion de vino tinto, se ha
sustentado principalmente en la especie Vitis vinifera, destacandose variedades como Cabernet

Sauvignon debido a su elevada concentracion de compuestos fenolicos, especialmente
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antocianinas y taninos, responsables de la coloracion y potencial envejecimiento del vino (Jackson,
2014). No obstante, en regiones tropicales y subtropicales, la especie Vitis labrusca (variedad
Isabella) ha cobrado relevancia por su resistencia a enfermedades, adaptabilidad climatica y perfil
aromatico caracteristico (Sanchez et al, 2025). En Colombia, el cultivo de esta variedad presenta
una participacién importante en departamentos como Valle del Cauca y Huila. Segin datos del
Observatorio de Informacion Rural y Agropecuaria (AGRONET), para el afio 2024 se registraron
producciones entre 14 y 20 mil toneladas, evidenciando la importancia agricola y el potencial
productivo de esta especie en el &mbito nacional (Unidad de Planificacion Rural Agropecuaria -
UPRA, 2024).

Estudios de microvinificaciones realizados por Orosco Condori et al. (2009) reportan que
mostos a partir de la variedad Isabella fermentados bajo condiciones controladas (25-29 °C)
alcanzan concentraciones de etanol entre 8,8—11% v/v, niveles de glicerol de 3-5 g/L y acidez
volatil por debajo de los limites legales establecidos. Estos resultados confirman la viabilidad de
Vitis labrusca para producir vinos con caracteristicas sensoriales propias.

En el proceso tradicional de fermentacion se utilizan células libres, donde la biomasa
permanece suspendida en el mosto, lo que implica la necesidad de etapas posteriores de
clarificacion y filtracion para remover las levaduras, lo que incrementa los costos operativos y
riesgos de contaminacion secundaria (Brunet et al, 2025). En este contexto, la inmovilizacion
celular surge como una alternativa prometedora. Esta estrategia permite aumentar la densidad
celular en el sistema, mejorar la productividad y reducir la contaminacion microbiologica al retener
la biomasa dentro de la matriz de inmovilizacion, limitando la proliferacion de células libres en el
medio (Moreno et al, 2018; Shah et al, 2024). Como resultado, se favorece la obtencion de vinos

mas limpios y estables (Fernandez et al, 2022), ademas de facilitar la implementacion de procesos
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continuos con un mayor control operacional y menores costos asociados a la recuperacion de
biomasa (Moreno et al, 2018).

Entre los sistemas mas utilizados en fermentaciones enologicas a escala laboratorio se
encuentran las matrices de alginato de calcio, gracias a su gelificacion bajo condiciones moderadas
y a su facilidad de preparacion (Brunet et al., 2025; Shah et al., 2024). El alginato de sodio es un
polisacarido anionico natural derivado de algas pardas, compuesto por dos mondmeros, el acido
a-L-gulurénico (G) y el &cido a-D-manurdnico (M) (Colin et al, 2024). La formacion del hidrogel
ocurre mediante gelificacion idnica: al entrar en contacto con cationes divalentes como el Ca*,
dos hebras helicoidales enfrentadas de secuencias G se asocian al cation mediante un mecanismo
de tipo quelato, dando lugar a una red porosa tridimensional que permite encapsular células vivas
mientras facilita la transferencia de sustratos y metabolitos (Colin et al, 2024).

Duarte et al. (2013) reportaron la reutilizacion de perlas inmovilizadas en multiples ciclos (en
algunos casos hasta ocho), manteniendo una produccion estable de etanol y reduciendo la
proliferacion celular en el mosto; un desempefio que se optimiza al emplear alginato de sodio al
2% (p/v), concentracion que favorece la esfericidad, integridad y homogeneidad textural de las
perlas (Damayanti et al, 2021). Esta capacidad de retencion efectiva se evidencia en tecnologias
como el sistema MLC®, donde las células permanecen activas pero confinadas en el alginato sin
ingresar al vino durante la fermentacion ni el almacenamiento (Prokes et al, 2022), asi como en
las microcapsulas de doble capa alginato-quitosano (aprox. 110 um) desarrolladas por Benucci &
Esti (2020) para la segunda fermentacion en botellas de vino espumoso, sin comprometer las
propiedades sensoriales del producto.

A pesar de estas ventajas, también se han documentado desafios relacionados con la ruptura

estructural de las perlas y la liberacion de compuestos derivados de la matriz, los cuales pueden
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actuar como contaminantes y comprometer la estabilidad del producto final (Gddia et al, 1991)
(Voulgaris & Nerantzis, 2005). Adicionalmente, la inmovilizacién celular altera la fisiologia
microbiana, incrementando la tolerancia al etanol, modificando la permeabilidad de membrana y
activando vias de captacion de sustrato, lo que se traduce en cambios en el perfil de metabolitos
secundarios y, en muchos casos, en un mayor rendimiento de etanol respecto a sistemas de
fermentacion con células libres (Djordjevic et al, 2016).

Junto a la estrategia de inmovilizacion, la concentracion inicial de azucares en el mosto
representa una segunda variable de proceso con influencia determinante en la cinética fermentativa
y en el grado alcohdlico final. Concentraciones elevadas de azicares generan una mayor presion
osmotica sobre la célula, activando mecanismos de respuesta al estrés que pueden afectar la tasa
de fermentacion y la produccion de metabolitos como el glicerol (Frohman & Mira, 2013) y (Lleixa
etal, 2016). Zhang et al. (2024) en un estudio con mosto de uva Vidal, demostraron que la
concentracion inicial de azlicar presentd una correlacion negativa significativa con el nimero de
levaduras viables, el consumo total de azicares y nitrogeno, y la produccion de etanol, mientras
que se correlaciond positivamente con la formacion de acido acético y acetaldehido; hallazgos que
evidencian el deterioro progresivo del desempefio fermentativo bajo condiciones de estrés
osmotico elevado. En este contexto, la disponibilidad de nitrégeno asimilable por la levadura
también emerge como un factor complementario importante ya que su deficiencia bajo condiciones
de alta concentracion de sustrato incrementa el riesgo de fermentaciones lentas o incompletas
(Rojo et al, 2023).

Asimismo, Falcon y Asnate (2021), mediante un disefio de superficie de respuesta aplicado a
bebidas fermentadas de capuli, demostraron que la optimizacion simultanea de los grados °Brix

iniciales y la suplementacion nutricional influye significativamente en el rendimiento alcohodlico.



19
FERMENTACION DE V. LABRUSCA CON S. CEREVISIAE INMOVILIZADA

Este enfoque experimental constituye un referente metodologico aplicable a procesos
fermentativos en Vitis labrusca, donde el ajuste de estas variables operativas puede impactar la
eficiencia y calidad del producto final.

En conjunto, la literatura evidencia que tanto la estrategia de inmovilizacion celular como la
modulacion de la concentracion inicial de solidos solubles constituyen variables que afectan la
productividad fermentativa, la estabilidad microbioldgica y la calidad del vino. Estos antecedentes
sustentan el enfoque experimental adoptado en el presente proyecto, orientado a evaluar el efecto
de dichas variables sobre parametros como el rendimiento y la productividad del vino tinto

producido a partir de Vitis labrusca, variedad Isabella.

3. Metodologia

En la Figura 1 se presenta el esquema general de la metodologia empleada en el presente
estudio. La investigacion se desarrolld en seis fases experimentales, que abarcaron desde el disefio
de experimentos y la preparacion del mosto hasta el analisis estadistico de los resultados. En cada
etapa se establecieron las condiciones experimentales y las variables de respuesta, proporcionando

una vision integral del desarrollo experimental.
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Figura 1

Fases experimentales del trabajo de investigacion
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Se empled un disefio factorial completo 22, en el cual se evaluaron dos factores: (i) la

concentraciéon inicial de solidos solubles totales, expresada como °Brix, equivalente a la

concentracion de sacaridos presentes en el mosto y (ii) la inmovilizaciéon o no inmovilizacion de

la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae marca Premier Rouge (Red Star). En la Figura 2

se representa el esquema del disefio de experimentos empleado.
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Figura 2

Representacion jerdrquica del disefio experimental

DISENO EXPERIMENTAL
(Diseiio factorial completo 2°)

I
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I I
4 )
Nivel Al: 18°Brix Nivel A2: 25°Brix Nivel Bl_. Levadura va.ﬂ B_“L‘emdum
libre inmovilizada

I

Total de unidades experimentales: 4
tratamientos x 3 réplicas=12
fermentaciones

La concentracion de sélidos solubles se evalud en dos niveles: 18 y 25 °Brix, mientras que
el sistema de fermentacion considerd dos modalidades: levadura inmovilizada (células atrapadas)
y levadura libre (células no atrapadas). La concentracion de indculo se mantuvo contante en todos
los tratamientos, las fermentaciones se realizaron a temperatura ambiente del laboratorio (20-22
°C) sin control especifico de temperatura.

Se obtuvieron cuatro combinaciones experimentales, cada una realizada por triplicado,
para un total de 12 corridas experimentales.

Para el andlisis estadistico, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia de a=0,05. Finalmente, los resultados obtenidos fueron comparados e interpretados

con base en literatura reportada.

3.2 Fase 2: Preparacion del mosto de uva

Las uvas de la especie Vitis labrusca variedad Isabella fueron adquiridas en la plaza de
mercado San Francisco de la ciudad de Bucaramanga. De acuerdo con la informacion consignada
en el empaque, su procedencia correspondia al departamento de Huila, Colombia. Posteriormente,
se realizd una seleccion manual de las uvas de manera individual, descartando aquellas que

presentaban magulladuras, ruptura de la piel o que presentaran un estado de madurez insuficiente,
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evidenciado por su coloracién verde. Las uvas seleccionadas fueron sometidas a lavado,
despalillado y estrujado para obtener el mosto.

Con el fin de reducir la carga microbiana inicial y favorecer el predominio de la levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae, el mosto fue sometido a un tratamiento térmico de
pasteurizacion. Este consistid en el calentamiento del mosto hasta una temperatura entre 60 y 65
°C durante 10 minutos, seguido de un rapido enfriamiento mediante bafio de hielo.

El mosto de uva presentd una concentracion inicial de 12 °Brix, sin embargo, para iniciar
el proceso de fermentacion, este valor fue ajustado mediante la adicion de sacarosa refinada hasta

valores de 18 y 25 °Brix, utilizando la Ec. I:

g
. ' 10 I
m = (°BriXgeseados — *BriXmiciates) * T°Brix | © 4

Donde:
V; = Volumen total del mosto para cada uno de los tratamientos (1.2 L)
m = Masa de sacarosa a aiadir (g)

La medicion de °Brix se realizé utilizando un refractdometro optico (DBM IMPOTERS
RHB-32ATC) previamente calibrado.

Adicionalmente, el mosto se suplementd con extracto de levadura (Fluka Analytical-
70161) a una concentracion de 0,1 g/L como fuente de nitrogeno y micronutrientes. Asimismo, se
adicion6 metabisulfito de sodio (MERCK- 106357) a una concentracion de 0,1 g/L como agente
antimicrobiano para inhibir el crecimiento de hongos filamentosos y de esta forma favorecer el

crecimiento de la levadura inoculada.

Ec. 1
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3.3 Fase 3: Preparacion de los sistemas de fermentacion

3.3.1 Fermentacion libre

Para los tratamientos correspondientes a la fermentacion con levadura libre, el mosto
previamente ajustado a 18 y 25 °Brix fue distribuido en las unidades experimentales de 200 ml en

frascos de vidrio estériles.

La inoculacion se realizd mediante la adicion directa de la levadura comercial
Saccharomyces cerevisiae Premier Rouge (Red Star), con el fin de alcanzar una concentracion
celular inicial de 1x107 cel/ml en cada unidad experimental. La cantidad de levadura adicionada

se calculd de acuerdo con la Ec. 2:

Cr XV
m= C, Ec.

Donde:
C; = Concentracion celular objetivo (1 x 107 cel/mL)

C, = Concentracién especifica de la levadura seca (1 X 10*° cel/g)
V = Volumen de mosto por unidad experimental [mL]
m = Masa de levadura a inocular [g]

Los sistemas fueron sellados con tapones de silicona y equipados con trampas de aire tipo
airlock, permitiendo la liberacion controlada de CO2 generado durante la fermentacion y asimismo
evitando la entrada de oxigeno y contaminantes externos. En la Figura 3 se presenta el montaje de

cada unidad experimental.



24
FERMENTACION DE V. LABRUSCA CON S. CEREVISIAE INMOVILIZADA

Figura 3

Unidad experimental de fermentacion equipada con tapon de silicona y airlock

La fermentacion alcohdlica se llevo a cabo durante un periodo de diez dias a temperatura
ambiente del laboratorio (22+0,8 °C), con una agitaciéon manual una vez al dia para favorecer la

homogeneizacion del medio.

3.3.2 Fermentacion con inmovilizacion celular

La inmovilizacion celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae se realiz6 mediante el
método de encapsulacion en perlas de alginato de calcio, empleando gelificacion idnica con
cloruro de calcio (CaCly) como agente reticulante (Duarte et al., 2013; Hidalgo, 2010).

3.3.2.1 Preparacion de las soluciones.

Se prepararon dos soluciones de alginato de sodio (PanReac-AppliChem, A3249,0250):
100 ml a una concentracion de 3% (p/v) y 200 ml a una concentracién de 0,2% (p/v). Ambas
soluciones se disolvieron en agua destilada bajo agitacién constante hasta alcanzar una mezcla
homogénea. Luego, se dejaron en reposo para eliminar burbujas de aire y facilitar la formacion
uniforme de las perlas. Finalmente, ambas soluciones fueron esterilizadas en autoclave (Pinglobal

JPA23LH) (121 °C, 1,5 psi durante 15 min) previo a su uso.
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De manera paralela, se prepararon dos soluciones de cloruro de calcio dihidratado
(CaClz2:2H:0) (Sigma-Aldrich, C7902-500G) a una concentracion de 2,73% (p/v): una de 150 ml,
utilizada durante la formacion inicial de las perlas, y otra de 200 ml, empleada en el proceso del
segundo recubrimiento. Ambas soluciones fueron esterilizadas en autoclave antes de su uso.

3.3.2.2 Preparacion del inoculo.

La cantidad de levadura a incorporar se calculé de acuerdo con la Ec. 2, considerando un
volumen total de 1200 ml para los tratamientos con inmovilizacién. Posteriormente, la levadura
comercial Saccharomyces cerevisiae Premier Rouge (Red Star) fue rehidratada e incorporada a la
solucion de alginato de sodio al 3% (p/v), asegurando una distribucion homogénea de las células
antes del proceso de encapsulacion.

3.3.2.3 Formacion de perlas por gelificacion.

Una vez preparada la mezcla de alginato de sodio al 3% (p/v) con el in6culo, ésta fue
transferida a un sistema de dosificacion acoplado a una bomba peristaltica de flujo variable
(Daigger Scientific, EEUU). Como se muestra en la Figura 4, la solucion fue dispensada gota a
gota hacia la solucion de 150 ml de cloruro de calcio, la cual se mantuvo bajo agitacion constante
de 50 rpm. Las condiciones de operacion de la bomba peristaltica se ajustaron para controlar el
tamafo de las perlas, estableciendo un flujo constante de 90 ml/min lo que permitié la formacion

uniforme de las gotas.
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Figura 4
Montaje experimental para la formacion de perlas de alginato mediante bomba peristaltica
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Las perlas formadas se dejaron en contacto con la solucion de cloruro de calcio durante 1
hora con el fin de garantizar su estabilidad estructural. Finalizado este tiempo, las perlas fueron
recuperadas mediante filtracion por gravedad y lavadas con agua destilada estéril para eliminar el
exceso de cloruro de calcio.

Posteriormente, se realizoé un segundo recubrimiento para reforzar la integridad estructural
de las perlas y reducir la liberacion de células al medio. Para ello, las perlas se sumergieron en una
solucion de 200 ml de alginato de sodio al 0,2% (p/v) durante 5 minutos. A continuacion, fueron
filtradas e introducidas en la solucion de 200 ml de cloruro de calcio, donde permanecieron durante
40 minutos para completar el endurecimiento.

Finalmente, las perlas se filtraron, se lavaron con agua estéril y se almacenaron en 500 ml
de solucidn salina estéril compuesto por cloruro de sodio (NaCl) (Merck) 0,9% (p/v) y cloruro de
calcio dihidratado (CaClz-2H20) 0,02 M. Este medio de almacenamiento se empled con el fin de
evitar el choque osmotico, evitar que las perlas se desintegraran o deformaran y mantuvieran la
viabilidad de la levadura. Las perlas se conservaron a 4 °C hasta su uso en los ensayos de

fermentacion.
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3.3.2.4 Caracterizacion de las perlas.

Para determinar la concentracion celular encapsulada, se tomaron tres perlas individuales,
cada una constituyendo una réplica independiente. Las perlas fueron suspendidas en 1 ml de
solucion de citrato de sodio (SUQUIN S.A.S) a una concentracion de 0,1 M, luego se agitaron en
vortex durante 10 minutos, favoreciendo la disolucion de la matriz de alginato y la liberacion de
las células inmovilizadas.

El recuento celular se realizé en camara de Neubauer tomando 10 pL de cada suspension,
contabilizando los cinco cuadrantes centrales: esquina superior izquierda, esquina superior
derecha, esquina inferior izquierda, esquina inferior derecha y cuadro central. La concentracion

celular, se expreso en células/ml mediante la Ec. 3:

Y #eel X5 X 10* X f;

[Cel] = Ec.3
ml

Donde:

[Cel] = concentracion celular (células/mlL)

Z #cel = Sumatoria de células contadas por cuadrante

10* = factor volumétrico de la cimara de Neubauer (mL™1)
fa = factor de dilucién aplicado a la muestra

Con base en estos valores, se determind la masa de perlas a inocular en cada unidad
experimental, con el fin de garantizar una concentracion celular inicial equivalente a la empleada

en los tratamientos con células libres. Para ello se empled la Ec. 4

C-xV=xP Ec. 4
f [4 C.
cel

Donde:

Cr = Concentracion celular objetivo (1 X 107 cel/mL)

C.e; = Concentracién celular promedio por perla (5,54 X 10° cel/perla)
V = Volumen de mosto por unidad experimental (200 mL)

B, = Peso promedio de una perla (0,0083g)

m, = Masa de perlas a inocular[g]
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3.4 Fase 4: Seguimiento del proceso fermentativo y medicion de variables

3.4.1 Determinacion de la concentracion celular

3.4.1.1 Preparacion de muestras.

En el caso de la fermentacion con células libres, se tomd 1 ml de muestra del cultivo, el
cual se centrifugd (Thermo Scientific SL 8R) a 8000 rpm durante 8 minutos. Tras retirar el
sobrenadante, el pellet celular fue resuspendido en 1 ml de solucion PBS (solucion salina
tamponada con fosfato) (BIO BASIC) y homogenizado en vortex. Para la recuperacion de las
células a partir de las perlas de alginato durante el seguimiento del proceso, se siguid la
metodologia de disolucion en citrato de sodio descrita en la seccion 3.3.2.4.

3.4.1.2 Conteo celular. El conteo celular se realiz6 mediante cdmara de Neubauer

siguiendo la metodologia y la Ec. 4 descritas en la seccion 3.3.2.4.

3.4.2 Evaluacion de viabilidad celular

Paralelamente al recuento total, se evalud la viabilidad celular mediante la técnica de
exclusion con azul de metileno. Este colorante es reducido por la actividad metabdlica de las
células viables, las cuales permanecen incoloras, mientras que las células muertas o con membrana
comprometida lo retienen, visualizindose de color azul (Sami et al, 1994). Para ello se tomaron 50
pL de la muestra preparada segun la metodologia descrita en la seccion 3.4.1.1 y se mezclaron con
50 uL de una solucion de azul de metileno (CHEMI S.A.S.) previamente filtrada. Tras 2 minutos
de contacto, se tomaron 10 pL de la mezcla y se cargaron en la cdmara de Neubauer. Las células
muertas o con membrana comprometida fueron identificadas por la retencion del colorante,
visualizdndose de color azul, mientras que las células viables permanecieron incoloras.

Posteriormente, se realizo el recuento simultaneo de células totales y células no viables en los
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cinco cuadrantes centrales de la camara. El porcentaje de viabilidad se calculd aplicando la
Ecuacion 7.

Reescribiendo la Ec. 3 para los dos casos contemplados, se tiene:

Y #Celyyeq X5 X 10* X f
ml

[Celiora] =

Z Cdno viables X 5X% 104 X fd
ml

[Celno viavtes] =
Finalmente, el porcentaje de viabilidad celular se estimé mediante la Ecuacion 7:

Cel,; Ec.
%Viabilidad = [Celviapies] 0 c.7

[Celtotal]
3.4.3 Medicion de grados Brix

La determinacién de sélidos solubles (°Brix) se realizé utilizando un refractometro digital
(Hanna instruments HI96801-Rumania), previamente calibrado con agua destilada. Para cada
medicion, se colocaron 2 gotas de la muestra (100 uL) sobre el prisma del equipo y se efectud la

lectura directa.

3.5 Fase 5: Caracterizacion fisicoquimica de los vinos

Al finalizar el proceso fermentativo, los vinos obtenidos fueron caracterizados mediante la
determinacion del pH final, parametros colorimétricos del sistema CIELab y la concentracién final
de etanol.

El pH final se determin6 mediante un pH-metro digital (Hanna Instruments HI 6221-
Rumania), previamente calibrado. Las mediciones se realizaron asegurando la limpieza del
electrodo entre cada analisis para evitar contaminacion.

La caracterizacion colorimétrica se realizd mediante el sistema CIELab, empleando un
sistema de adquisicion digital de imagenes compuesto por una caja de iluminacién y una camara

de teléfono inteligente, siguiendo la metodologia propuesta por Peng et al. (2019). Las imagenes
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fueron obtenidas bajo condiciones controladas y procesadas para determinar las coordenadas L*,
a* y b*, correspondientes a luminosidad y a los ejes cromaticos verde-rojo y azul-amarillo,
respectivamente. A partir de estas coordenadas se calcularon la cromaticidad (C*) y el dngulo de
tono (h°), cuyas ecuaciones se encuentran en el Apéndice A.

La concentracion final de etanol se determind mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), andlisis realizado por el Laboratorio Instrumental de Analisis
Quimico de la Escuela de Quimica de la Universidad Industrial de Santander. Las condiciones
seleccionadas para el analisis se enumeran en el Apéndice B.

La cuantificacion del etanol se realizd6 mediante un método de estandar externo, utilizando
dos soluciones estandar de etanol de concentracion conocida analizadas a las mismas condiciones
cromatograficas empleadas para las muestras. A partir de las areas de los picos cromatograficos de
los estandares se calculd un factor de respuesta promedio (k), el cual se empled para determinar la
concentracion de etanol en las muestras relacionando sus respectivas areas cromatograficas. Los
cromatogramas de los estandares y de las muestras, asi como los calculos realizados para la

determinacion de la concentracion de etanol, se presentan en el Apéndice B.

4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion inicial del mosto y del sistema de inmovilizacion

El mosto presentd un contenido inicial de sélidos solubles de 12 °Brix. Debido a que esta
concentracion se encontraba por debajo de los niveles seleccionados para evaluar el efecto de la
disponibilidad inicial de sustrato sobre el proceso fermentativo, se realizo el ajuste hasta 18 y 25
°Brix, correspondientes a los niveles establecidos en el disefio experimental. La seleccion de estos

valores permitid evaluar el comportamiento de la levadura frente a una concentracion inicial
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moderada y una concentracion elevada de solidos solubles, respectivamente, asi como su posible
efecto sobre la cinética de fermentacion y la produccion de etanol.

Las perlas obtenidas mediante gelificacion idnica se presentan en la Figura 5. La formacion de
estas estructuras fue resultado de la reticulacion i6nica entre los grupos carboxilo del alginato y
los iones de calcio (Ca 2*) presentes en la solucion de cloruro de calcio (Colin et al., 2024), dando
lugar a perlas con geometria aproximadamente esférica y tamafio uniforme. La caracterizacion
fisica evidencié un diametro promedio de 2 mm, un peso medio de 0,0083 g por perla y una
concentracion celular promedio 5,54 x 10° cel /perla. Con base en esta concentracion celular, se
establecid una masa de 3 g de perlas para inocular cada unidad experimental, con el fin de equiparar
la concentracidn celular inicial empleada en los tratamientos con levadura libre.

Figura §

Perlas de alginato de calcio utilizadas para la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae

El tamafio y la uniformidad de las perlas constituyen caracteristicas relevantes en los
sistemas de inmovilizacion, ya que influyen sobre la transferencia de masa entre el medio de
fermentacion y las células encapsuladas. Perlas de diametro reducido favorecen la difusion de
sustratos, nutrientes y metabolitos, disminuyendo las limitaciones difusionales (Partovinia et al,

2023). Sin embargo, un tamafio excesivamente pequefio puede comprometer la resistencia
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mecanica de la perla y aumentar el riesgo de liberacion celular durante la fermentacion (Abimbola
et al, 2024). En este sentido, el didmetro obtenido se encuentra dentro del intervalo reportado para

obtener un equilibrio entre estabilidad estructural y transferencia de masa (0.5 mm a 2 mm) (Sousa

et al, 2021).

4.2 Perfil de consumo de sustrato

En la Figura 6 se presenta el comportamiento del consumo de sustrato presente en el mosto, a
través de la medicion de los grados Brix en funcion del tiempo para los cuatro tratamientos
evaluados en el disefio experimental.

Figura 6

Perfil de evolucion de los °Brix durante la fermentacion
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La Figura 6 presenta dos comportamientos de consumo de sustrato diferenciados segun la
concentracion inicial de solidos solubles. Los tratamientos con 18 °Brix presentaron un descenso
acelerado durante las primeras 120 horas, seguido de una desaceleracion marcada hasta el final de
la fermentacion. En contraste, los tratamientos con 25 °Brix exhibieron una disminuciéon mas
gradual y sostenida durante todo el proceso, manteniendo mayores concentraciones residuales de

sustrato al finalizar la fermentacion. Este comportamiento sugiere que el incremento de la
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concentracion inicial de solidos solubles generd un mayor estrés osmotico, retrasando la actividad
fermentativa (Binati et al, 2020; Chen et al, 2024).

Con el fin de evaluar el perfil del consumo de sustrato durante la fermentacion, se analizo la
evolucion de los solidos solubles totales (°Brix) en funcién del tiempo. Adicionalmente, se
calcularon las pendientes de las curvas en los diferentes intervalos de la fermentacion, las cuales
fueron utilizadas como indicador de la tasa de consumo de sustrato y permitieron comparar la
actividad fermentativa entre los tratamientos evaluados. Los valores se presentan en la Tabla 1.
Tabla 1

Tasas promedio de consumo de sustrato en los periodos 0-120 h y 120-240 h

Tasa de consumo de sustrato (°Brix/h)

Tratamiento 0-120 h 120-240 h

18 °Brix-libre 0,066 0,0033
18 °Brix-inmovilizada 0,088 0,0142

25 °Brix-libre 0,0360 0,0190
25 °Brix-inmovilizada 0,0526 0,0179

Al comparar los sistemas de fermentacion, se observo que los tratamientos con células
inmovilizadas presentaron las mayores tasas de consumo de sustrato durante las primeras 120 h
del proceso fermentativo. Este resultado sugiere que la inmovilizacion en alginato de calcio
favorecio la capacidad de consumo de sustrato, permitiendo mantener una actividad fermentativa
mas elevada durante la fase de crecimiento de la fermentacion.

Una posible explicacion de este comportamiento es la elevada densidad celular dentro de las
perlas de alginato. Aunque la matriz de inmovilizacion introduce resistencias a la transferencia de
masa, la proximidad entre las células genera microambientes metabolicamente activos que
compensan parcialmente estas limitaciones y mantienen las tasas de consumo de sustrato (Nedovic
et al. 2011). Este efecto fue mas evidente en el tratamiento de 18 °Brix, mientras que a 25 °Brix el

estrés osmotico pudo reducir esta ventaja (Chen et al., 2024).
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Respecto al efecto de la concentracion inicial de solidos solubles, los tratamientos con 25 °Brix
iniciales mostraron una menor tasa de consumo en comparacion con aquellos que comenzaron a
18 °Brix. Aunque una mayor concentracion de azlicar incrementa la disponibilidad de sustrato para
la fermentacion, también genera una aumento de la presion osmética del medio (Binati et al.,
2020). Las células responden ante estas condiciones mediante mecanismos de adaptacion
fisiologica que demandan energia adicional y reducen la velocidad de crecimiento y consumo de
sustrato (Chen et al, 2024). En consecuencia, las fermentaciones desarrolladas a 25 °Brix
presentaron tasas de consumo menores a las observadas en los tratamientos a 18 °Brix,

especialmente durante las etapas iniciales de la fermentacion, como se observa en la Tabla 1.

4.2.1 Porcentajes de consumo de sustrato

El andlisis de los porcentajes de consumo de sustrato permitié evaluar la distribucion
temporal del consumo de cada tratamiento a lo largo del periodo fermentativo. En la Figura 7 se

presentan los porcentajes de consumo correspondientes a los intervalos de 0 a 120 h 'y de 120 a

240 h.
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Figura 7

Porcentaje de consumo de sustrato durante la fermentacion (0-240 h)
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El analisis de varianza mostr6 que tanto la concentracion inicial de solidos solubles
(p<0,0001) como el sistema de fermentacion (p<0,0001) ejercieron un efecto significativo sobre
el porcentaje de consumo de sustrato durante el intervalo comprendido entre 0 y 120 h. Ademas,
se encontrd una interaccion significativa entre ambos factores (p=1,01 x 10™#).

El andlisis de comparacion de medidas mediante la prueba de Tukey mostré que el
tratamiento de 18 °Brix con inmovilizacion presentd un porcentaje de consumo de sustrato superior
(60,5%) al de los demads tratamientos durante este intervalo (p<0,005).

Este comportamiento sugiere que, bajo la concentracién inicial de 18 °Brix, la
inmovilizacion favoreci6 el consumo de sustrato durante la fase de crecimiento de la fermentacion.
En cambio, cuando la concentracion inicial se incrementd hasta 25 °Brix, este efecto no se
manifestd, posiblemente debido al estrés osmoético que ocasiona la alta concentracion inicial de
sustrato sobre la actividad metabdlica y la viabilidad celular de S. cerevisiae discutido

anteriormente, fendmeno reportado por (Binati et al, 2020; Chen et al, 2024).



36
FERMENTACION DE V. LABRUSCA CON S. CEREVISIAE INMOVILIZADA

Finalmente, al evaluar el consumo global acumulado (hora 0-240), los cuatro tratamientos
presentaron porcentajes similares, representados por la suma de ambos intervalos en cada barra de
la Figura 7. Los tratamientos presentaron porcentajes de consumo comprendidos entre 63 y 69%,
lo que indica un aprovechamiento similar del sustrato independientemente de la concentracion
inicial de solidos solubles y del sistema de fermentacion empleado.

No obstante, estos valores deben interpretarse considerando que el seguimiento de la
fermentacion se realizd mediante mediciones de solidos solubles; sin embargo, a medida que
avanza la fermentacion, la produccion de etanol modifica el indice de refraccion del medio, por lo
que las lecturas de °Brix dejan de representar exclusivamente la concentraciéon de azucares
fermentables. Por esta razon, los °Brix residuales no deben interpretarse como azucar residual,
sino como una medida aparente de los sé6lidos solubles presentes en el medio.

A pesar de esta limitacion, la evolucion de los °Brix permitié evidenciar el comportamiento
general del proceso fermentativo. Asimismo, una mayor proporcion de consumo de sustrato no
implica necesariamente una mayor produccion de etanol, ya que parte del sustrato también se
destina a procesos de mantenimiento celular o la formacion de metabolitos secundarios (Van Aalst

et al, 2022) como posteriormente se discutira.

4.3 Perfil de crecimiento celular

En la Figura 8 se presenta el perfil de la evolucion de la concentracion celular durante el

proceso fermentativo para los diferentes tratamientos evaluados.
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Figura 8

Perfil de crecimiento de células viables en los tratamientos evaluados
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De manera general, se observa en la Figura 8 que la levadura presentd un crecimiento
inmediato desde el inicio de la fermentacion, sin evidenciar una fase de adaptacion pronunciada.
Este comportamiento puede atribuirse principalmente a la elevada concentracion de indculo
empelada en el estudio (1x107 cel/ml).

En la fermentacion de mosto de uva, la levadura S. cerevisiae forma parte de un ecosistema
microbiano complejo en el que interactiia y compite con levaduras no-Saccharomyces y bacterias
acido-lacticas endogenas del mosto, por nutrientes esenciales, como fuentes de carbono y
nitrogeno (Comitini et al, 2021). En este contexto, el uso de un inoculo elevado de la cepa
seleccionada favorece su predominio, mejora el control biolégico y reduce el riesgo de
proliferacion de microorganismos indeseables (Mas & Portillo, 2022).

En fermentaciones a nivel industrial, es habitual emplear concentraciones elevadas de indculo

para favorecer el rapido inicio de la fermentacion y reducir la duracion de la fase lag, lo que
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contribuye a mejorar la productividad global del proceso y disminuye el riesgo de fermentaciones
lentas (Mas & Portillo, 2022). Sin embargo, el empleo de altas concentraciones celulares genera
una rapida demanda de nutrientes y oxigeno disuelto en las etapas iniciales, lo que genera su rapido
agotamiento y limita el crecimiento de las células durante la fermentacion (Carrau et al, 2010).

En todos los tratamientos se observd un incremento progresivo de la concentracion celular
durante los primeros dias de fermentacion, alcanzando valores maximos alrededor de la hora 120.
El tratamiento con una concentracion inicial de 18 °Brix registr6 una concentraciéon maxima de
aproximadamente 4,11x107 cel/ml, mientras que el tratamiento a 25 °Brix alcanzé
aproximadamente 4,80x107 cel/ml. Por su parte, las concentraciones maximas dentro de las perlas
fueron aproximadamente 1,64x107 cel/ml para el tratamiento con 18 °Brix y 1,65x10’ cel/ml para
el tratamiento con 25 °Brix.

Las diferencias observadas entre tratamientos podrian estar relacionadas a la disponibilidad
inicial de sustrato y al efecto de la inmovilizacion celular. El confinamiento fisico de las células
dentro de la matriz polimérica restringe la expansion poblacional, promoviendo una cinética de
crecimiento mas controlada y estable. Este comportamiento ha sido reportado en sistemas de
inmovilizacion, debido a las limitaciones difusionales y las restricciones espaciales dentro del
soporte inmovilizador (Garcia, 2021).

Posteriormente, a partir de la hora 120, las curvas de crecimiento tendieron a estabilizarse,
observandose una disminucion en la concentracion celular para todos los tratamientos. Este
comportamiento no necesariamente indica una fase de muerte celular masiva, sino el inicio de una
fase estacionaria, en la cual la tasa de division celular se aproxima a la tasa de muerte celular. La
disminucion progresiva del nitrogeno y otros nutrientes restringe la formacion de nuevas células,

lo que favorece la transicién hacia una fase estacionaria.
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4.3.1 Tasa especifica de crecimiento (1)

La velocidad especifica de crecimiento (i) fue calculada para cada periodo de tiempo en
todos los tratamientos evaluados. En la Tabla 2 se presentan los valores obtenidos.

Tabla 2

Tasas especificas de crecimiento en el proceso de fermentacion

Tratamientos
Intervalo (horas) 18 °Brix-libre 18 °Brix-inmovilizada 25 °Brix-libre 25 °Brix-inmovilizada
p(h) p(h) p(h) p(h)
0-24 0,010+0,011 0,007+0,006 0,011+0,003 0,011+0,002
24-48 0,001+0,004 0,000+0,005 - -
48-72 0,001+0,004 0,001+0,004 0,000+0,001 0,001+0,006
96-120 0,003+0,010 0,004+0,004 0,002+0,002 0,002+0,008

Nota. El simbolo (=) indica que no se reporto un valor de velocidad especifica de crecimiento para ese intervalo de
tiempo debido a que los datos obtenidos fueron inconsistentes y no permitieron una estimacion confiable del
pardametro.

De manera general, los mayores valores de p se registraron durante las primeras 24 horas
de fermentacion, con valores comprendidos entre 0,007 y 0,011 h'l. Este comportamiento es
consistente con la fase de mayor actividad metabolica observada durante el proceso y con los
valores de las tasas de consumo de sustrato presentados en la Tabla 1, evidenciando que durante
las etapas iniciales existi0 una mayor disponibilidad de azlcares fermentables, mientas que la
concentraciéon de etanol aun no alcanza niveles capaces de generar efectos inhibitorios sobre la
actividad metabolica de la levadura (Liu et al, 2020).

No obstante, los mayores valores de p obtenidos fueron inferiores a la tasa especifica
maxima de crecimiento reportada para S. cerevisiae bajo condiciones Optimas de laboratorio
(0,230-0,45 h!), determinadas a temperaturas entre 30 y 33 °C, pH entre 4 y 5 y en ausencias de
represiones cinéticas (Lin et al, 2012). Esta diferencia puede explicarse por las condiciones bajo
las cuales se desarroll6 la fermentacion, pues el mosto es un medio de composicion complejo, en

los que la levadura estd expuesta a diferentes factores que afectan su velocidad de crecimiento,
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entre ellos la limitada disponibilidad de nitrégeno asimilable y el incremento progresivo de etanol,
los cuales pueden afectar la actividad metabdlica y reducir la tasa de crecimiento respecto a la
observada en medios sintéticos (Van Aalst et al, 2022; Walker & Stewart, 2016).

Por otro lado, se observo que los tratamientos con células inmovilizadas presentaron tasas
de consumo de sustrato superiores a las obtenidas en las fermentaciones libres. Sin embargo, el
analisis de varianza realizado para p durante el intervalo de 0-24 h mostr6 que el sistema de
fermentacion no tuvo un impacto significativo sobre este parametro (p=0,1885). Lo anterior
sugiere que el mayor consumo de sustrato registrado en los tratamientos con inmovilizaciéon no
estuvo acompafiado por incrementos en la tasa especifica de crecimiento, ya que una fraccion
importante del sustrato consumido no fue destinado exclusivamente a la formacion de nueva
biomasa, sino también al mantenimiento celular y a la produccion de metabolitos primarios y
segundarios (Van Aalst et al, 2022).

Posteriormente, los valores de las velocidades de crecimiento especifica disminuyeron
progresivamente, incluso en algunos intervalos los valores fueron cercanos a cero o ligeramente
negativos (de la hora 144 hasta la 240). Esta tendencia refleja la transiciéon desde una fase de
crecimiento hacia una fase de estabilizacion, como se discuti6 anteriormente. Como plantean
Nelson & Boulton (2024) la reduccién de este pardmetro puede atribuirse a la disminucion gradual
de los nutrientes presentes en el medio, el consumo progresivo de los aztcares y la acumulacioén
de etanol en el medio, lo que limita la capacidad de division celular y promueven respuestas
fisioldgicas asociadas al estrés metabolico. Finalmente, respecto al efecto de la concentracion
inicial de solidos solubles, el andlisis estadistico indicé que la concentracion de azlicar no afectd

significativamente la tasa especifica de crecimiento durante las primeras 24 h (p=0,6058). Aunque
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los tratamientos con 25 °Brix disponian de una mayor cantidad de azucares disponibles, este

incremento no se tradujo en aumentos significativos en la tasa de crecimiento.

4.4 Rendimiento y productividad

En la Figura 9 se compara el contenido de etanol obtenido experimentalmente con el esperado
teoricamente (si todo el aztcar se hubiera consumido solamente para producir etanol).

Figura 9.

Contenido de etanol %(v/v) teorico y experimental para los tratamientos evaluados
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Como se observa en la Figura 9, en ninguno de los tratamientos el contenido experimental
de etanol alcanzo el valor tedrico estimado a partir del consumo de azicares fermentables. Este
comportamiento es consistente ya que el rendimiento tedrico méximo (0,511 g de etanol por g de
glucosa) supone que la totalidad el carbono proveniente de los azucares fermentables se convierte
en etanol y diéxido de carbono. No obstante, durante el metabolismo de S. cerevisiae, el carbono
asimilado se distribuye entre diferentes rutas metabdlicas, destinando no solo a la produccion de

etanol, sino también a la formacion de biomasa y otros metabolitos (Van Aalst et al, 2022).
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Este comportamiento ha sido ampliamente documentado, por ejemplo en la revision sobre
estrategias de ingenieria metabolica para incrementar la produccion industrial de etanol (Van Aalst
et al, 2022), los autores sefialan que en algunas cepas de S. cerevisiae una fraccion del carbono es
desviada de forma natural hacia la sintesis de glicerol y biomasa, lo que disminuye el rendimiento
de etanol. Ademas, indican que la formacion de glicerol es necesaria para mantener el balance
redox intracelular durante el proceso fermentativo, por lo que su formacién hace parte del
metabolismo normal de la levadura.

Al comparar ambos sistemas fermentativos, las diferencias entre el contenido experimental de
etanol no fueron considerables. Este comportamiento coincide con lo reportado por Lopez et al.
(2018), quienes observaron que la inmovilizacion de S. cerevisiae en perlas de alginato de calcio
permitio obtener concentraciones finales de etanol comparables a las alcanzadas con células libres
durante la fermentacién de mostos con Vitis vinifera, con contenidos alcoholicos entre 11 y 12%
(v/v). Estos resultados sugieren que la inmovilizaciéon no necesariamente limita la produccion final
de etanol, aunque si puede modificar la cinética del proceso y la eficiencia.

En contraste, se esperaba que el incremento de la concentracion inicial de solidos solubles
favoreciera una mayor produccion de etanol, debido a la mayor disponibilidad de sustrato para el
metabolismo fermentativo. Sin embargo, los resultados experimentales mostraron porcentajes de
etanol similares entre ambos niveles de °Brix. Este comportamiento puede atribuirse al efecto del
estrés osmotico generado por las elevadas concentraciones iniciales de azucar, condicion que
induce a respuestas fisioldgicas en la levadura, como la activacion de mecanismos de
mantenimiento celular, reduciendo la velocidad de fermentacion y desvidndose de rutas
metabolicas diferentes a la produccion de etanol. Esto es consistente con la menor tasa de consumo

de azacares (0,0360 °Brix/h) observada para los tratamientos con 25 °Brix iniciales.
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Los parametros de desempeiio fermentativo calculados para los tratamientos evaluados se
presentan en la Tabla 3. El rendimiento de producto respecto al sustrato consumido (Y ps) se utilizo
como indicador de la eficiencia de conversion de los azucares fermentables en etanol, mientras
que la productividad (qp) permiti6 evaluar la velocidad de produccion de etanol durante el proceso
fermentativo.

Tabla 3

Parametros de desemperio obtenidos para cada uno de los tratamientos

Tratamiento Rendimiento Yps (g/g) Eficiencia Productividad qp (g/L h)
18 °Brix-libre 0,40+0,067 77,01% 0,18+0,036

18 °Brix-inmovilizada 0,31+0,059 60,88% 0,20+0,037
25 °Brix-libre 0,41+0,011 81,02% 0,21£0,005

25 °Brix-inmovilizada 0,26+0,042 50,51% 0,17+0,026

Los valores de rendimiento evidenciaron diferencias entre los sistemas de fermentacion.
Los tratamientos con células libres presentaron mayores rendimientos de etanol,
independientemente de la concentracion inicial de so6lidos solubles. El mayor rendimiento se
obtuvo en el tratamiento de 25 °Brix con fermentacion libre y el menor rendimiento se obtuvo con
el tratamiento de 25 °Brix con inmovilizacion. Esto demuestra que, bajo las condiciones evaluadas,
el sistema de inmovilizacion redujo la eficiencia de la conversion de azlcares fermentables en
etanol.

La disminucién del rendimiento observado en los tratamientos con células inmovilizadas
puede atribuirse, en parte, a las limitaciones de transferencia de masa propias del sistema de
inmovilizacion. En estos casos, el sustrato debe difundirse desde el medio liquido hacia el interior
de la matriz para alcanzar a las células, mientras que los productos metabdlicos deben difundirse

en sentido contrario. Esto puede generar gradientes de concentraciébn y microambientes con
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diferentes condiciones metabodlicas, afectando la actividad metabolica de las células y con ello, la
conversion de sustrato en etanol (Garcia, 2021).

Ademas de las limitaciones difusionales, la inmovilizacién puede generar una diferencia
fisiologica dentro de las perlas, no todas las células experimentan las mismas condiciones
metabolicas, disminuyendo la eficiencia el proceso. Se ha reportado que estos gradientes se hacen
mas evidentes cuando se emplean altas concentraciones iniciales de aztcares o elevadas
densidades celulares dentro de la matriz (Mehrotra et al, 2021).

Lo anterior resulta consistente con los resultados obtenidos de crecimiento celular, donde
los tratamientos con el sistema de inmovilizacion presentaron menores concentraciones celulares
que los tratamientos con células libres. Una menor actividad fisiolégica, sumada a las limitaciones
de transferencia de masa, explican la menor eficiencia en la conversion de los azlicares
fermentables.

De igual manera el analisis de varianza (ANOVA) confirm¢ la influencia del sistema de
fermentacion sobre el rendimiento de etanol, evidenciando un efecto significativo entre los
tratamientos (p=0,0098). Por el contrario, la concentracion inicial de solidos solubles (p=0,6588)
y la interaccion entre ambos factores (p=0,3298) no presentaron efectos significativos sobre esta
variable.

En términos de la eficiencia fermentativa, los rendimientos obtenidos representaron entre
el 80 % y el 50 % del rendimiento tedrico maximo de la fermentacion alcohdlica (0,511 g etanol/
g glucosa consumida). El tratamiento de 25 °Brix con fermentacion libre presentd la mayor
eficiencia (81,02%), en contraste, la menor eficiencia se obtuvo en el tratamiento de 25 °Brix con

células inmovilizadas (50,51%).
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Respecto a la productividad, el valor mayor se registro en el tratamiento de 25 °Brix con
células libres (0,2099 g/L h), mientras que el menor valor correspondi6 al tratamiento de 25 °Brix
con células inmovilizadas (0,1697 g/L h). Sin embargo, el analisis de varianza (ANOVA) indico
que ni la concentracion de sélidos solubles (p=0,8216), ni el sistema de fermentacion (p=0,6436),
ni la interaccion entre ambos factores (p=0,1836) ejercieron un efecto significativo sobre este
parametro.

Este comportamiento coincide con lo reportado por Chacén et al. (2021), quienes reportan
que el efecto de la inmovilizacién sobre la productividad del etanol depende de varios factores,
entre ellos el material de la inmovilizacién, la resistencia de la transferencia de masa y las
condiciones de operacion. Por ello destacan que este tipo de inmovilizacidn no siempre
incrementan la productividad respecto a las células libres, ya que estos factores pueden restringir
el transporte de sustratos y metabolitos, afectando la velocidad global de la fermentacion.

Al analizar conjuntamente los resultados obtenidos en las diferentes etapas del proceso
fermentativo, se observa que las diferencias entre tratamientos se manifestaron principalmente en
la eficiencia de conversion del sustrato y no en la velocidad global de produccion de etanol.
Aunque los tratamientos con células inmovilizadas presentaron variaciones en el consumo de
azlcares, menores concentraciones celulares y menores rendimientos de etanol, estas diferencias

no fueron suficientes para generar cambios estadisticamente significativos en la productividad.

Esto sugiere que, bajo las condiciones evaluadas, la inmovilizacién modificé la distribucion
del carbono y la eficiencia metabolica de Saccharomyces cerevisiae, pero no alter6 de manera
significativa la capacidad global del sistema para producir etanol por unidad de tiempo. En

consecuencia, la fermentacion llevada a cabo con células libres y a 25 °Brix iniciales constituyo la
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condicion que permitid el mejor desempefio fermentativo, al combinar la mayor eficiencia de

conversion de los azicares con la mayor productividad de etanol obtenida en este estudio.

4.5 Analisis fisicoquimico del vino

4.5.1 pH

Los valores de pH obtenidos después del proceso de fermentacion para cada uno de los
tratamientos se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4

pH final de los vinos obtenidos para cada tratamiento

Tratamiento pH

18 °Brix-libre 2,98 +0,031
18 °Brix-inmovilizada 2,930 + 0,000

25 °Brix-libre 2,97 +0,017

25 °Brix-inmovilizada 2,973 + 0,070

Los valores de pH obtenidos son mas bajos que el rango tipico reportado para vinos tintos
elaborados a partir Vitis vinifera, que oscilan entre 3,3 y 3,6 (Lago et al, 2026). Sin embargo, este
comportamiento es caracteristico en vinos elaborados con uvas Vitis labrusca, debido a que esta
variedad se caracteriza por producir mostos con elevada acidez titulable y, en consecuencia,
menores valores de pH (Hernandez et al, 2011).

Desde el punto de vista enoldgico, el pH acido favorece la estabilidad microbiolédgica del vino,
contribuye a la conservacion del color y reduce la necesidad de adicion de sulfitos como
conservantes. No obstante, valores de pH inferiores a 3 pueden generar percepciones sensoriales

de acidez excesiva que afectan la calidad organoléptica del producto final (Forino et al, 2020).
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4.5.2 Parametros colorimétricos CIELab

En la Tabla 5 se presentan las coordenadas colorimétricas del sistema CIELab (L*, a* y
b*) obtenidas para cada uno de los tratamientos evaluados, asi como los parametros derivados
calculados a partir de dichas coordenadas. Los colores correspondientes a cada tratamiento se
muestran en la Tabla 6, mientras que las imagenes obtenidas durante el andlisis colorimétrico se
incluyen en el Apéndice 1 como complemento visual.
Tabla 5

Coordenadas y parametros colorimétricos CIELAB

Tratamiento L* a* b* C* h°

18 °Brix-libre 27,2 49,9 40,1 64,02 51,21
18 °Brix-inmovilizada 49,8 72 74 72,38 84,13

25 °Brix-libre 29,1 52,3 36,1 63,55 5538

25 °Brix-inmovilizada 52,5 64,1 -2,6 64,15 92,32

Tabla 6

Representacion de los colores calculados a partir de las coordenadas CIELAB

Tratamiento Color

18 °Brix-libre '
18 °Brix-inmovilizada ‘

25 °Brix-libre ‘

25 °Brix-inmovilizada ‘

El pardmetro L* (luminosidad) reveldo una diferencia marcada entre los sistemas de
fermentacion. Los tratamientos con sistema de fermentacion libre presentaron menores valores, lo
que indica menor luminosidad y por tanto una apariencia visual més oscura. En contraste, los
tratamientos con el sistema de fermentacion de la inmovilizacion mostraron valores notablemente

superiores, indicando vinos mas claros, sugiriendo una menor concentracion de pigmentos.
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La causa de este fendmeno puede residir en la adsorcion de las antocianinas por la matriz
de alginato de calcio durante el tiempo de fermentacién y por ende el mayor contacto entre las
perlas y el mosto. Se ha reportado que los hidrogeles de alginato poseen la capacidad de adsorcion
sobre compuestos fendlicos debido a interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno y otros
mecanismos fisicoquimicos (Liudvinaviciute et al., 2020). Esta retencion de pigmentos durante la
fermentacion habria resultado en una menor concentracién de antocianinas en el vino final,
explicando los mayores valores de L*.

Respecto a la coordenada a*, todos los tratamientos presentaron valores positivos,
indicando el predominio de la componente roja. Por su parte, la coordenada b* mostré un
comportamiento diferente entre los sistemas de fermentacion. Los tratamientos con fermentacion
libre presentaron valores positivos mas altos, lo que indica una mayor contribucion de tonalidades
amarillas. En contraste, los tratamientos con células inmovilizadas presentaron desplazamientos
hacia componentes azules-violeta. Este comportamiento podria estar relacionado con la
modificacion en el equilibrio de los pigmentos presentes en el vino descrito anteriormente.

En cuanto al indicador de saturacion o intensidad del color (C*), los valores obtenidos
fueron similares entre los tratamientos, lo que sugiere que, a pesar de las diferencias observadas
en la luminosidad y tonalidad, todos los vinos conservaron colores visualmente intensos y bien
definidos. Por ultimo, al d&ngulo de tono (h°) presentd valores superiores en los tratamientos con
c¢lulas inmovilizadas respecto a los tratamientos con fermentacion libre, evidenciando diferencias
en la tonalidad global de los vinos. Estos resultados, en conjunto con las variaciones observadas
en las coordenadas a* y b*, confirman que el sistema de fermentacion influy6 en las caracteristicas

cromaticas finales de los vinos obtenidos bajos los diferentes tratamientos de inmovilizacion o no.
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5. Conclusiones

La concentracion inicial de solidos solubles influyé en la dinamica de la fermentacion, aunque
no modifico significativamente el desempefio fermentativo final. Los tratamientos con 18 °Brix
presentaron mayores tasas iniciales de consumo de sustrato, mientras que aquellos con 25 °Brix
evidenciaron una cinética mas lenta, atribuida al estrés osmotico generado por la elevada
concentracion de azucares.

El sistema de inmovilizacion favorecié una mayor velocidad de consumo de sustrato durante
la fase activa de la fermentacion, sin embargo, este comportamiento no se tradujo en un incremento
del crecimiento celular ni en una mayor eficiencia de conversion de sustrato. Los tratamientos con
células inmovilizadas presentaron menores concentraciones celulares y rendimientos de etanol, lo
que sugiere que las limitaciones de transferencia de masa y los gradientes metabolicos dentro de
las perlas de alginato afectaron el desempefio fermentativo.

Bajo las condiciones experimentales evaluadas, el tratamiento con células libres y una
concentracion inicial de 25 °Brix fue el que obtuvo el mejor desempetio para la produccion de vino
tinto a partir de Vitis labrusca, al combinar la mayor eficiencia de conversion de sustrato con la
mayor productividad de etanol. En consecuencia, la inmovilizacién en perlas de alginato de calcio
no representd una ventaja tecnologica para incrementar el desempefio fermentativo en las

condiciones estudiadas.
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6. Recomendaciones

Mejorar las condiciones del sistema de inmovilizacién mediante la evaluacion de variables
como la concentracién de alginato, el diametro de las perlas y la densidad celular encapsulada,
con el proposito de disminuir las limitaciones de transferencia de masa y mejorar la eficiencia
de conversion de los azucares fermentables en etanol.

Evaluar la reutilizacion de las perlas de alginato de calcio en ciclos sucesivos de
fermentacion para determinar su estabilidad mecénica, la viabilidad celular y el desempefio
fermentativo a lo largo del tiempo, considerando que esta constituye una de las principales
ventajas potenciales de los sistemas de inmovilizacion.

Complementar la caracterizacion del vino mediante la cuantificacion de compuestos
fenolicos, antocianinas y otros metabolitos de interés enologico, con el fin de establecer la
influencia del sistema de inmovilizacion sobre la composicion quimica y calidad del producto

final.
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Apéndices
Apéndice A. Parametros colorimetros CIELAB

A continuacion, se adjuntas las ecuaciones empleadas para hallar los pardmetros
colorimetros empleados bajo la metodologia CIELAB.

Croma o intensidad del color (C¥)

C*=va?*+b* Ec. Al

Angulo de tono (h°)

*

. b
R’ =tan™! (—*>
a

Ec. A2
Figura A1
Imagenes colorimétricas obtenidas mediante la aplicacion Color Graph

OB B & : ¥ o @ P8 : ¥ o BB e ¥ ® @ @ o

Maroon

HS8V: (0, 100%, 47%)

B )

Nota. De izquierda a derecha: 18 °Brix-libre; 25 °Brix-libre; 18 °Brix-inmovilizada; 25 °Brix-inmovilizada
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Apéndice B. Cromatogramas y calculos para la cuantificacion de etanol mediante CG-EM

La separacion cromatografica se realizo en una columna capilar HP-5ms Ultra Inert (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um), empleando helio como gas de arrastre a un flujo de 1 ml/min e inyeccion
en modo split con un volumen de 0,2 pL. Las condiciones seleccionadas para el andlisis se
enumeran en la Tabla B1.
Tabla B1

Condiciones seleccionadas para el andlisis de cromatografia de gases (CG-EM)

Parametro Sistema (nombre del equipo)
Temperatura del inyector 120 °C
Temperatura de la linea de transferencia 280 °C
Temperatura inicial del horno 35°C
Rampa 1 3 °C/min hasta 60 °C
Rampa 2 20 °C /min hasta 150 °C
Tiempo total de corrida 21,83 min
Modo de adquisicion Scan
Rango de masas 29-80 m/z
Temperatura de fuente 230 °C
Temperatura de cuadrupolo 150 °C

La concentracion de etanol presente en las muestras se determindé mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) empleando el método de estdndar externo.
Para ello, se analizaron soluciones estdndar de etanol de concentracién conocida bajo las mismas
condiciones cromatograficas utilizadas para las muestras.

A partir de los cromatogramas obtenidos, se identifico el pico correspondiente al etanol y
se determind su area. Posteriormente, se calculd un factor de respuesta para cada estandar
utilizando la relacion entre la concentracion conocida y el area cromatografica obtenida.

_ Ceyhgo
A

K Ec. Bl

Donde:

K = Factor de respuesta
Cc,n,0 = Concentracion conocida del estandar (v/v)

A = Area del pico cromatografico del estandar
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Los factores de respuesta calculados para los estandares analizados se presentan en la Tabla B2.

Tabla B2

Factores de respuesta obtenidos a partir de los estandares de etanol

Estaindar Concentracién (v/v) Area cromatografica Factor de respuesta (g/L drea)
1 0,05 445587,65 1,12211x107
2 0,10 908924,58 1,1002x1077

La concentracion de etanol de cada muestra se determind utilizando el factor de respuesta
promedio y el drea cromatografica correspondiente al pico de etanol mediante la Ecuacion B2.

Ceongo = KX A Ec. B2

Donde:
Cc,n,0 = Concentracion de etanol en la muestra (v/v)
K = Factor de respuesta promedio
A = Area del pico cromatografico de la muestra

A continuacion se anexan los cromatogramas obtenidos de los estandares y de las muestras
procesadas.
Figura B1

Cromatogramas de los estindares de etanol
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Figura B2

Cromatogramas de los tratamientos evaluados
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Apéndice C. Analisis de varianza ANOVA

Tabla C1

Analisis de varianza para el consumo de sustrato (0-120 h)

L5

DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
°Brix 1 0,02228 0,02228 120,87002 <0,0001
Sistema de fermentacion 1 0,01378 0,01378 74,73279 <0,0001
Interaction 1 0,00931 0,00931 50,48003 1,01498E-4
Model 3 0,04537 0,01512 82,02761 <0,0001
Error 8 0,00147 1,84368E-4
Corrected Total 11 0,04684
Tabla C2
Prueba Tukey para el consumo de sustrato (0-120 h)
°Brix Sistema de fermentacion Mean Groups
18 Inmovilizada 0,60533 A
18 Libre 0,48186 B
25 Inmovilizada 0,46344 B
25 Libre 0,45137 B
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Tabla C3

Andlisis de varianza para la tasa especifica de crecimiento celular (0-24 h)

DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
°Brix 1 1,91233E-5 1,91233E-5 0,28849 0,6058
Sistema de fermentacion 1 1,36957E-4 1,36957E-4 2,0661 0,18854
Interaction 1 1,69001E-5 1,69001E-5 0,25495 0,62722
Model 3 1,7298E-4 5,76601E-5 0,86985 0,4956
Error 8 5,303E-4 6,62876E-5
Corrected Total 11 7,03281E-4

Tabla C4

Andlisis de varianza para el rendimiento

DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
°Brix 1 7,90876E-4 7,90876E-4 0,21015 0,65885
Sistema de fermentacién 1 0,04262 0,04262 11,32547 0,00985
Interaction 1 0,00405 0,00405 1,07625 0,32988
Model 3 0,04746 0,01582 4,20396 0,04633
Error 8 0,03011 0,00376
Corrected Total 11 0,07757

Tabla C5

Andlisis de varianza para la productividad

DF Sum of Squares Mean Square F Value P Value
°Brix 1 7,03657E-5 7,03657E-5 0,05426 0,82166
Sistema de fermentacion 1 2,9965E-4 2,9965E-4 0,23106 0,64361
Interaction 1 0,00275 0,00275 2,11788 0,18368
Model 3 0,00312 0,00104 0,80107 0,52735
Error 8 0,01037 0,0013

Corrected Total 11 0,01349




