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1 ANTECEDENÏEQ

La idea de que la fermentaci6n alcohílica tiene comocausa a los organis

mosvivientes pertenece originariamente a Linné.

En 1680 Leewenhoek sirviéndose del microdCOpio examinó las levadu­

ras de la cerveza y las describió comocuerpos esféricos u ovales,aunque

sin sospechar siquiera sus funciones.

Fabroni aseguró en 1787 que las levaduras tenian la mismaconsti­

tución que la materia animal. Segúnél,la levadura es una materia vege­

to-animal,contenida en las uvas y en la cebada. Triturando las uvas,di­

cha substancia glutinosa se mezcla con el azúcar,y al ponerse ambas en

contacto se inicia la efervescencia y la fermentacion.

En 1803 Thénard (l) en sus trabajos sobre fermentación y fermen­

tos llegó a la conclusión de que los liquidos azucarados,a1 fermentar,

expontáneamente,dan un depósito de aspecto semejante al de la levadura

de cerveza y qqe tiene,como ella,la propiedad de producir la fermenta­
ción del agua azucarada. Consideró a esta levadura comode naturaleza

animal y capaz de desprender por destilación,abundante amoniaco.

Por el año 1825,Cagnard de Latour,en observaciones microscópi­

cas,estableci6 que la levadura es un ser organizado que se reproduce

por brotación y pertenece al reino vegetal,y no una simple materia or­

ganica comoentonces se suponia;por efecto de su metabolismo,la leva­

dura,desprende anhídrido carbónico y transforma en alcohólicos los liqui­
dos azucarados. (2) .

A iguales conclusiones y por esa misma época llegaron Schwann

en Jena (3), Kñtzing en Berlin (h), Quevenne (5), Turpin(9¿y Mitscher­

lich (7); según ellos,la levadura es una célula organizada y viviente,

que se multiplica por brotación y está constituida comotodas las vege­

tales o animales,por una menbrana y por un contenido protoplasmático

granular,
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rero ¡l establecimiento de las caracteristicas verdaderas de la

levadura alcohólica se deben a Páteur. Este genio,tan extraordinario
en los anales de la ciencia experimental echó las bases del mútododel

aislamiento para la separación de los cultivos puros,lo cual le permi­

tió estudiar morfelógica y fisiológicamente cada microorganismo en su

individualidad propia,fundamentando en esa forma su acción especifica.

Rees,entre 1868 y 1870,observ6 la formación de endosporss en

muchas especies y es el primero que nos da una cuidadosa descripción

de los fermentos;siguieron a las suyas las interesantes investigacio­

nes-de incontables estúdliosos y experimentadores comoEngel,Hansen,

Brefeld y de Hary. Este último en su " Morphology ana Biology of the

Pungi " clasificó ya a las levaduras entre una clase de los hongos,
los "Ascomicetes".

Hansen inició enseguida un nuevo periodo en la historia de las

levaduras. Perfeccionando los métodos de Pasteur obtuvo gracias a sus

treinte.años de ininterrumpida labor,el cultivo unicelular y en conse­

cuencia la determinaciónprecisa de sus caracteristicas. Inició asi
la diferenciación de las especies y estableció los fundamentosde la

sistemática. Pr0puso en los últimos años (190M)una c1asificación,co-­

rroborada luego por los trabajos de Klócker y Lindner,que hoy está uni­
versalmente admitida.

La literatura contemporaneaen lo que al estudio de las leva­

duras se refiere es de una riqueza extraordinaria y alagadores son los

resultados logrados con su aplicación a la cervecería y destileria en

paises como.Inglaterra,Alemania,Holanda,Estados Unidos y otros; esta

aplicación no ha sido menossatsfactoria en aquellos paises vinicolas

que comoFrancia,Italia y España,larchan a la cabeza de los productores

de vinos comuneso especiales.



En la República argentina en cambio,y entrando ya de lleno en

nuestro tema,en la provincia de Mendoza,pocoes lo que hasta hoy se ha

hecho a este respecto. Es digno de admiración el esfuerzo de quienes

con su estudio y con su experiencia han contribuido al mejoramiento de

la vinificación en las provincias andinas,ya que esta industria es hoy

porhoy,sino la única,la principal fuente de su bienestar y riqueza.
racottet en su obra "Vinificación en la provincia de Mendoza"

nos ofrece un estudio sobre las levaduras y sus caracteristicas;su se­

leccdún,acostumbramiento al anhídrido sulfuroso,ventajas que su empleo

reportan al valor del producto y a su bouquet.

Magistocchi (23) al enumerar los factores que influyen en la ca­

lidad de los vinos,como el suelo,clima,cepaje,composición quimica de

los mostos,etc. destaca la necesidad de emplear fermentos seleccionados

para evitar las fermentaciones nocivas que desmejoran nuestros vinos.

Ambosautores estudian además detenidamente el cuidado que es

indispensable observar en la preparación y corrección de los mostos;

en la limpieza previa de los recipientes y de las maquinarias,y en los

métodosespeciales de vinificación.

El primer trabajo hecho en el pais para el aislamiento de

las levaduras en las uvas de Mendoza (21) data del año 1915 y fué pre­

sentado comotesis para Optar al titulo de Doctor en Quimica,por Luis

M. Lejeunne,con el tema "Estudio de las levaduras de Mendoza".

Desde la toma de muestras,realizadas en óptimas condiciones,el
autor emprendeminuciosamente la tarea del aislamiento con el método de

las diluciones sucesivas y de los cultivos en cajas de Petri,presentán­
donosunas treinta cepas clasificadas entre los distintos tipos de leva­
duras esporuladas,fijando sus caracteristicas con miras a la aplicación
industrial.
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El autor arriba a las siguientes conclusiones:

1.- Sobre la uva y en los vinos de Mendozase encuentran varias razas

de levaduras,algunas de las cuales son incapaces de provocar la fermen­
tación alcohólica.

2.- Existen dos razas de S, ellipsoideus que por otra parte son bas­

tante semejantes en sus caracteres fisiológicos; las mayoresdiferene
ciaszse observan en sus caracteres de cultivos.

3.- Unade estas razas,la levadura 22,posee la notable propiedad de

aglutinarse enérgicamente,lo que representa una gran ventaja en la prín­

tica de vinificaci¿n,permitiendo disminuir considerablemente el número

de trasiegos y hasta eliminar la filtración o el colada.
h.- La otra raza,que es 1a mas abundante y la más activa,presenta nume­
rosas variaciones individuales en sus cultivos.

5.- Unode estos cultivos,la levadura 28,se distingue principalmente

por su gran resistencia a las temperaturas elevadas y por el alto grado
alcohólico de los vinos ohmenidos.

6.- Las levaduras de Mendozapueden producir vinos cuyo grado alcohóli­

co llega al 15 por ciento en volumen.

7.- Una adición aún muy exagerada de azúcar a los mostos no molesta

mayormentea estas levaduras.

8.- Aúnoperando a una temperatura muyelevada (36') mantenida durante

todo el transcurso de la fermentación,pueden obtenerse con ellas vinod

de buena conservación,(l2 %de alcohol); pero es preferible que la tem­

peratura sea algo más baja.

9.- Estas levaduras son muchomás activas,tanto por la rapidez de la

fermentación,por la resistencia a las altas temperaturas,a1 alcohol y
al azúcar en exceso,que las levaduras de lontevideo y de Sayago estu­

diadas por Vande Venne.

10.- El S. apiculatus de Iendoza se distingue principalmente de las di­
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ferentes razas europeas,por 1a facilidad con quetlicúa la gelatina.

Un segundo trabajo de selección de levaduras efectuado en el pais

convistas a la aplicación industrial y tecnológica fue realizado el

año 1929 en la Facultad de Agronomiay Veterinaria de Buenos Aires pon

el Ingeniero AgrónomoJulio A, Paso y se titula: "Contribución al estu­

dio de las levaduras del Alto Valle del Rio Negro".

En las primeras páginas presenta en detalle la descripción de la

flora microbiana de las uvas y de los factores que influyen en las va­

riaciones cuúütativas y cuantitativas de las mismas.

El aislamiento fue emprendido sobre muestras de uva de General

Roca -Rio Negro- por el método de las diluciones sucesivas en cajas de

Petri y la purificación por siembras en superficie.
Salta a la vósta que la aplicación industrial de los fermentos se­

leccionados es la finalidad perseguida por el autor y por gsa razón de­

dicó su atención a determinar, por el método de Buchner, la actividad
fermentativa en diversas condiciones.

En la revista de 1a Facultad de Agronomia (Iontevideo- Marzo de

1939, N9 17) aparece un trabajo del Ingeniero AgrónomoHugo Gonzáles To­

riño,titulado: "Selección de levaduras vinicas puras especializadas en
la producción de altas graduaciones alcohólicas".

El autor da comienzo a sus expriencias,partiendo de un mosto de uva

que separa en dos porciones; lleva una a 226 gramos por litro de azúcar,

y la otra a 250 gramospor litro; terminada la fermentación expontánea,

siembra con las borras, un mosto esténil y alcoholizado; inicidda la

nueva fermentación hace diluciones con agua destilada y siembra en cajas

de Petri sobre mostogelatinizado; pica dos colonias diferenciadas y pa­
sa a mosto en tubos.

Sin mayores determinaciones,comcluye sorpresivamente su trabajo

denominandoa estas dos formas de levaduras,raza A y B, sometiendolas
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a una serie de experiencias: rendimiento en a1cohol,actividad en diferen­

tes condiciones,producción de acidez volátil y acostumbramientoal Inhi­
drido sulfuroso.

No poseemos datos de que realmente se hayan utilizado los fermentos

aislados en nuestro pais.

Haciendopocas y honrosas excepciones,nuestra vinificación es

absolutamente empírica; todo se espera de las buenas cualidades de las

uvas y de los mostos y de la fermentación natural, sin cantan con que

en ella pueden predominar elementos menos aptos y hasta nocivos.

A pesar de este abandono ineXplicable,se obtienen,en Mendozapor

ejemplo,vinos cuya graduación alcohólica oscila entre 12' y lk',de op­

timas cualidades organolepticas,lo que nos lleva a creer que exsten en

nuestras uvas levaduras indigenas muybien avlinatadas; y que si el

producto resulta algunos añps más deficiente o de más dificil conserva­
ción, eso debe atribuirse o a descuidos graves en la vinificación,o a

que excepcionales condiciones climatéricas han malogrado el frutd,o a

un preValecimiento de los fermentos menos aptos.

La calidad del vino,naturalmente generoso,sú alta graduación alco­
hólica,su riqueza en materias extractivas,su acidez fija elevada,su po­

der de conservación,han sido sin duda los motivos fundamentales por los

cuales no se ha dado importancia al empleode las levaduras selecciona­

das; todo se ha dejado librado a la naturaleza que sin duda ha sido

pródiga con nuestros viñedos y nuestras ubas.

Pero si se verificara en cambiouna vinificacióm raciona1,aislan­

do y aprovechando las excelentes levaduras de la mismaregión cue son

las mejor adaptadas se conseguiría asi mejorar notablemente nuestro vi­

no,poniéndolo en condición de competir con los tipos extrangeros más

generosos.
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II OBJETO Dfi& PRESENTE TRABAJO

Comolo hemosestablecido en el plan previo,de acuerdo a las indicacio­

nes del Ing. S. Soriano,e1 objeto de este trabajo es el de aislar y cla­
sificar las levaduras vinicas de las uvas de Mendoza.

En ningun momentollegamos a pretender que el.presente trabajo

alcanzara por completo 1a determinación de todas las caracteristicas de
los fermentos aislados. Hemosdebido reducirnos a iniciar ese aislamien­

to en una porción muylimitada de la.rrovincia por lo cual no podran

generalizarse las conclusiones comodefinitivas a todas las demásregio­
nes.

Comodijimos más arriba estamos convencidos de 1a existencia de

levaduras indigenas de incalculable valor para la vinificación; eso nos

movióa emprenderla determinación de algunas caracteristicas de las ce­

pas aisladas para llevar a los industriales el convencimientode las po­
sitivas ventajas que les reportará el empleode fermentos,seleccionados
de sus propias uvas.

Inmenso es el campo,inexplorado hasta hoy,que sobre este paré

ticular se abre a la investigación,fecuhdo en tesoros que nosotros sola­

mente alcanzaremos a señalar. Debemosllegar,como lo han hecho las nacio­

nes europeas interesadas en esta industria,a la creación de Centros de
Estudios y de Experimentación que muevana los industriales a abandonar

sus procedimientos empíricos para adaptar los otros más racionales y

convenientes,que de tales estudios se derivan.
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111 RECOLECCION DEL MATERIAL

Es sabido que para un trabajo de esta índole son necesarias ciertas

precauciones en la toma y envase de las muestras,pues sino se corre el

riesgo de introducir en ellas microorganismos ajenos a las uvas y mostos

originales; estas precauciones se hacen mayormentenecesaBiaB cuando de­

biendo trasladar el material a lugares distantes,una posible infección

podria conducir a conclusiones inaceptablcs. Por tanto la toma de las

muestras y su conservación en condiciones adecuadas es de primordial

importancia para la veracidad de los resultados y de sus aplicaciones

prácticas,exigencias por otra parte indispensables para cualquier aná­
lisis quimico.

Todas las muestras empleadas para este estudio fueron tomadas

por nosotros,sin excepción,en la Provincia de Mendoza-Departamento de

Maipú- Distrito de Rodeo del Mcdio,el año 1938,en las mejores condicio­

nes de asepsia; colocadas en recipientes esterilizados de antemanose­

gún los métodosusuales y transportadas a1 Instituto Bacteriológico de

BuenosAires,en cuyos laboratorios se efectuaron estos experimentos.

Se eligieron y tomaron muetras de uvas,mostos y borras;

1° Para las muestras de uvaa empkamosfrascos cilindricos grandes (2

litros) de boca ancha,tapa metálica a rosca y guarnición de caucho; su

fondo se cubrió con algodón y además fueron envueltos en papel; esteri­

lizados por último en el horno de Pasteur a 1609.

Los racimos,elegidos entre los mejor formados de determinadas

cepas,tomadoscon pinzas esterilizadas y cortados con tijeras flames­
das los colocamos en el fondo de sendos frascos,sobre el algodón,cu­

briéndolos con otro algodón estéril y cerrándolos con sus tapas,desig­
nando en los respectivos rótulos la variedad de la uva.

Elegimos uvas de las variedades más desarrolladas en la Pro­

vincia,como el Malbecque representa el 70 z del cultivo total, y de
algunos tipos especiales. Eran estas:
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Malbec- Cabernet- Pinot Blanco- Criolla- Malvasia- Sauvignon- Barbera

Bonarda- Teróldéga- Sanjuanina- Rabosa del Piave.

Todas estas muestras llegaron en perfecto estado a BuenosAires.
2'. Para la toma de muestras de mostos esterilizamos unos frascos de

mediolitro de capacidad,de paredes resistentes,con tapa de vidrio y

guarnición asegurada con alambre acerado,de los que se emplean común­

mente en la conservación de frutas y legumbres al natural. Conuna pi­

peta esterilizada vertimos en los frascos 5 c.c. de mosto,tomadosde la

cuba de fermentación y tapamos luego cuidadosamente los frascos, en la

seguridad de que dado el gran volumendel frasco con relación a la can­

tidad de mosto,la presión dei anhidrido carbónico desprendidl no llega­
ría a comprometerla resistencia del envase.

A continuación detallamos los tipos de mostos elegidos:

a.- ¡albec; muestra tomadael 16 de Iarzo a1 tercer dia de la fermenta­

ción con 65,H0gr/l. de azúcar; su grado inicial era de 220 gr/l.

b.- Malbec; el mismomosto al cuarto dia de fermentación,con 5h,h0 grll.
de azúcar.

c.- Malbec; al quinto dia de la fermentación con k0 gr/l.de azúcar.
d.- Refosco; muestra tomada el 16 de Marzoal tercer dia de la fermenta­

ción con 186,50 gr/l. de azúcar;siendo su grado inicial de 230 gr/l.
e.- Refosco; al cuarto dia de la fermentación con 100 gr/l. de azúcar.

f.- Refosco; a1 quinto dia de la fermentación con 62,HOgr/l. de azúcar.

g.- Borra de mosto,centrifugado antes de fermentar,con variedades de

Sauvignon,Pinoy y GoméBlanco.

3.- Para las muestras de borras esterilizamos frascos comolos emplea­
dos para los mostos y virtiendo en ellos directamente los depósitos

formadosen las vasijas, sin apelar para ello a instrumento alguno,

evitando asi posibles contaminaciones.
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Los tipos de borras elegidos fueron de:

Vino criollo. Muestra tomadaal final de la fermentación lenta, el
15 de Abril.

Vino tipo Malvasia. Muestra tomadadurante la fermentación lenta,
el 15 de Abril.

Vino tipo Malbec. nuestra tomada durante la fermentación tumultuo­

sa con 35 gr/l. de azúcar.

Vino tipo Malvasia. Muestra tomada al final de la fermentación

lenta, el 17 de Abril.

Vino tipo Malbec. Muestra tomada durante 1a fermentación tumultuo­

sa, el 17 de Abril.

Vino tipo Malbec. Muestra tomada después del primer trasiego.

Vinoblanco. Muestra tomada deSpués del primer trasiego (elaborado

con variedades de Moscatel Romanoy Malvasia).

Vino nuevo.(Elaborado con variedades del tipo Ialvasia,Malbec,Re­
fosco y Semillón).

Vino nuevo centrifuvado. Elaborado con uva del tipo Sauvignon.
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Es nuestro propósito describir los medios de cultivo utilizados en
el aislamiento y caracterización de las levaduras vinicas,que si bien

en cierto son los indicados ordinariamente por logs autores especiali­
zados en esta clase de trabajos,por otra parte han sido modificados di­

versamente según las circunstancias; a continuación detallaremos los me­

dios que hemos juzgado más convenientes.

l” Resto de malta.- Se modificó ligeramente la fórmula de Henneberg (17)

del modosiguiente:

Harinade malta............250 gr.
Aguacorriente.............l litro

Se pesan 25€ gr. de malta en polvo - cebada germinada,secada y molida­

]a cual contiene parte del almidón del grano,dedtrinas,substancias péc­
ticas y las diastasas amilolíticas y dextrinasas.

Caliéntase luego a 50° un litro de agua corriente y se le agre­

ga la malta pesada,manteniendo la temperatura a hs! durante media hora

para poner en libertad las diastasas. EIévase luego la temperatura a 60

ó 629,1a más apropiada para la acción diastásica de la amilasa sobre el

almidóny de las dextrinasas sobre las dextrinas,en cuya hidrólisis su­

cesiva se elabora la maltasa fermentescible. Aunquealgunos autores aconv­

sejan prolongar el calentamiento sólo por una hora,se ha comprobadoen

la práctica que se necesitan varias,hasta h,para obtener una hidrólisis

más o menos total del almidón y aún asi nunca es completa,ya sea por la

existencia de ¿ránulos grandes de dificil desdoblamiento,ya por defectos
propios de la cebada germinada.

La presencia de almidón puede comprobarse por la reacción del

Lugol (solución acuosa de I en IK) que da con el una coloración azul;

mientras aparezca ésta intensa y rápida,es necesario mantener la tempe­
ratura establecida.
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Se tmniza la masa mediante un lienzo de lino,comprimiéndola hasta sepa­

rar bien el liquido y eliminar las substancias terrosas,raicillas,granos
de a1mid6n,etc.

Al liquido enfriado se le agrega una clara de huevo,bien batida,en

igual volumen de agua y duranye 20 minutos se somete la mezcla a 100°

en el autoclave abierto,para que al coagularse la albúminaarrastre con­

sigo los grumosproducidos pornla precipitación de la malta. Se filtra

luego en caliente con papel de filtro y se diluye a 59,3 Bé.ltemperatura

ambiente) o a 10° Brix que corresponde a 10%de azúcar. El liquido fil­

trado se reparte en tubos de ensayo,cerrados con tapa de algodón y se
tindalizan en autoclave tres veces consecutivas durante 30 minutos dia­
rios.

2* Agar de gesto de malta.- A un litro de mosto de malta preparado como

se indicó anteriormente se le agregan 20 gr. (2 1) de agar,áïtado en

trozos pequeños; se lleva la mezcla en autdclave a 1.10Qdurante 20 minu­

tos hasta.lograr su fusión completa; se pasa por algodón (aún caliente
para evitar la solidificadión); se reparte en tubos de ensayo y se este­
riliza a 1109 por 15 minutos.

Constituye un medie de cultivo sólido más apropiado que 1a ge­

latina para el iesarrollo de las levaduras a temperaturas superiores a

las del ambiente pues no se funde sino a unos 80°,mientras la gelatina

lo hace a temperaturas relativamente bajas(28° a 239).

39. gggtg_de uva.- Se eXprimen las uvas en un lienzo de lino,haciendo

escurrir la mayorCantidad posible de liquido; se calienta este a 1009

para que precipiten las substancias protéicas,pécticas y gomosas;se lo
filtra par papel; (se consiguenmejores resultados tratándolo con clara

de huevo comoindicamos para el mosto de malta); se reparte en tubos de

ensayo y se esteriliza al autoclave por tindalización, pues a mayortem­
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peratura se carameliza.
En el caso de usarse con agar al 2 Z comomedio de cultivo sólido

es necesario neutralizar previamente la acidez elevada del mosto,prime­

ro con HONaN. y deepués con solución 0,1 N. hasta pH 6,8; de lo con­

trario al enfriarse el agar no sdlidifica en buenas condiciones.

Para conseguir el punto deseado de acidez puede usarse comoin­

dicador el bromocresol púrpura el cual a pH 6,8 da una coloración vio­

lacea que permite apreciarlo mediante la escala de Clark y Lubs.

Mi Mediospara estudiar la esporulaedón.- Para determinar las levaduras

esporuladas hemosutilizado los cuatro medios siguientes:

a) Elggggg_flgflyeso- (Hansen) Se vierte una papilla de yeso en un molde

de hierro galvanizado,de base plana; el diámetro de ésta ha de ser me­

nor cue el de la boca (h á 5 cm.) para facilitar la extracción de los

blooues,de 1 á 1,5 cm. de altura que se necesita preparar. Los moldes

se nncubren previamente de parafina o Vaselina para impedir que el ye­
so se adhiere fuertemente a sus paredes, y se secan en estufa de aire

a 100°. Vuélvese luego el molde y golpeando suavemente contra una mesa

los bloques se desprenden con facilidad. Sobre la base mayor de los

mismos se practican dos ranuras en 1a dirección de dos diámetros per­

pendicukares y se enumeranlos cuadrantes asi obtenidos para proceder
a la siembra de los distintos cultivos. Se colocan en el interior de

sendas cajas de Petri y se esterilizan a 120' en autoclave.

b) Zanahorias - Con un sacabocado de diámetro grande ( 2 á 3 cm.) se

preparan unos cilindros de zanahoria los cuales se cortan luego en pi­

co de flauta; colócanse en tubos de Roux en cuyo fondo se ha vertido

previamente un poquito de agua para evitar que se reseque la zanahoria.
Se esterilizan a 120Qen autoclave.
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c) Medio de cultivo dngorodkowa - La.composición del medio de cultivo

utilizado por este autor es el siguiente:
Peptona............... 10gr.
Clorurode sodio...... 5 gr.
Glucosa............... 2,5gr.
Agar.................. lOgr.
Aguadestilada........ 1 litro

Se disuelve la peptona, la sal y la glucosa en agua caliente; se pre­

cipita llevándola a ebullición y se filtra por papel; se agrega el agar
en pequefos trozos y se calienta en autoclave a 1109 durante 15 minutos;

se pasa por algodon, se entuba y esteriliza a 1109.

En el momentode usarlo,se calienta al baño-maria los tubos que

contienen el mediode cultivo,hasta obtener la disolución,se vierten en

cajas áe Petri estériles y se deja enfría marcandoen el exterior de

las cajas 8 sectores iguales para la siembra de los diversos cultivos.

d) Observación microscópica en cultivos de 3 á 6 meses.

5° Gelating;moeto de maliaL ïgréïase un 15%de gelatina al mosto de

malta preparado comose indicó anteriormente y se calienta hasta obtener

su disolución cospleta; se neutraliza con solución sódica,llevando a

reacción débilmente alcalina,pH 7 aproximadamente(la gelatina prepara­

da a base de reido sulfúrico coounicaría una acidez muyelevada al mos­

to). Se agrega una clara de huevo batida en agua y se lleva en autocla­

ve a 100° durante media hora pere.corseguir una buena coagulación.

Fn 1a filtración se usa e] embudopera filtraciones en caliente,o se

pasa por algodón en embudocomún,mantenfcndo la gelatina en nutoclave

abierto a 1009; procediendo con rapidez sin elevar inútilmente la tem­

peratura se consigue obtener la gelatina linpida y capaz de soportar

de 20 á 239 sin licuarse. Sc esteriliza a 1059 o mejor se tindaliza du­

rante media hora diaria por tres dias consecutivos,ya cue el calentamien

to a mayores temperaturas hace descender notablemente el punto de li­
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cuación de la gelatina.

69 Mediode cultivo para la fonggción de micelio. Se preparó el medio

de cultivo según las indicaciones de Lodder (22) en la forma siguiente:
Papastrituradas............ 20gr.
Aguacorriente.............. l litro

Se tritura una papa bien mondada;se ponen 20 gr. en un litro de agua,

dejando en maceración durante h horas; se hierve por media hora y se

filtra. Se reparten 5 c.c. del liquido filtrado en tubos de ensayo, este­
rilizando luego a 1209 por media hora.

. . I7° Fermentación de hidratos de carbono. El medio Basico de cultivo usa­

do es el de Kulp y Rcttger (39),Hunt y Rettqer (39),m0dificado por Soria"

Tlïïxrzeridïiretelvno-oo'vvt-vnan-¡ccooo‘oavvolooCQC.
Caldode extractode carne..................;...900 c.c.
BrcmocresolDúrnura,soluc. alcohólica al 1 %....1 c.c. '

a) ïrqpergci_a de _Luggsgine diverigg. Se disuelven en caliente los 100.- .—.¿l.2

gr. de caseinaen polvo enilitro de carbonato de sodio al 1%; se enfría

la solución hasta Mony se le aqreqa: de 0,5 á l gr, de tr boina fresca,
activa-disuelta en un poco c9 aque. Se le '"refian además ie lb á 20 c.c.

de Clorcformo,anfiséptí3ü que cv1tw el desarrollo bacteriana sin imgedir

la iccién de le distasa y se lleva en la est¿_a a 37° por H8horas,agi­
tando de tanto en tanto el contenido para favorecer la digestión de la

Se neu,raliza el medio con solución 0,1 H.de ácido clorhídrico

bañomaria para eliminar comple+amenteel cloroformo; se deja enfriar y

se añade una clara de huevo batida en ¡gua; se lleva en autoclave a 115°

por 15 minutos; se filtra y se vuelve a (:1 ometer a 1159 por otros 15 mi­

nutos; la solución,obtenida se trasvasa a un Erlenmeyer,tapándola con
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algodón y conservándola en una heladera hasta que llegue el momentode
usarla.

b) Caldo de extrecto de caggg. Se prepara según la fórmula del "¡anual

of Methods" de la Sociedad de Bacteriólogos Americanos (ho):

Extractode carne (Liebig)............ 3 gr.
Beptona(Witteo Parke Davis)..........5 gr.
AguaOQIIlooooo.oootocooooooocooononnitllitro

o? ÉIZÉlzïü-ÏñagíQSL!BÉLEEÉÉQJEÍÍEÁÏÁYQ-Se disuelven en 900 c-c- de agua

2,7 gv. de extracüo de carne y h,5 gr. de pcptona; sc agregan 100 c.c.

de ¿a caseina dígerids ya preparada y se arregla la eaccdón a pH 7

aproximddamente; se lleva al auioclava a 1139 por 15 minutos para que

precipite,y se filtra; se agrega luego el '"ar (6,25 %)y el indicador,

se disuelve an autoclave a 1109, se pasa por algodón y se reparte por

último a razón de lo á 16 0.a. en cada tubo de ensayo,caniidad sufi­

ciente ara emplear despuáo 1 c.c. por cada uno de los azúcares que

deban ensayarse.

d) Ereoaración de los azúcares. Según la cantidad de cepas cue deban

estudiarse se preparan 100 ó ZOOc.c. de solución acuosa al 10 % de

cada uno de los azúcares abajo indicados y se reparten en ampollitas

de l c.c. las que cerradas a 1a llama se tindalizan por tres días con­
secutivos:

Glucosa Sacarosa

Levulosa Maltcsa

Manosa Lactosa

Galactosa Rafinosa Melibiosa

89 jitratgg comc_figgnficmdcwg.Se prepara un litro de solación que tie­

ne comoúnica fuente dc K. cl nitrato de potasio:

Steüinglbekkeï(3Q
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Nitratodepotasio............. l gr.
Fosfatomonopotásico........... 1 gr.
Sulfatode magnesio............ 0,5 gr.
Glucosa........................ 20gr.
Aguadestilada................. l litro

Disueltas las sales y el azúcar en el agua, se entubó y se esterilizó
a 1109 durante 20 minutos.

99 Alcohol etílico comg_gggntg_gg_gggpggg.

Se prepara el medio de cultivo empleadopor Stelling-Dekker (3k) en

la forma siguiente:

Sulfato de amonio............ 1 gr.
Fosfato monopotásico......... 1 gr.
Sulfato de magnesio.......... 0,5 gr.
Alcoholetilico.............. 30.c.
Aguacorriente............... 1 litro

se disuelven las sales y se reparte en tubos; se esteriliza a 110i
por 15 minutos.

109 Resistencia al anhidridoggglfurogg.

Se disuelve 1 gr de metabisulfitoé%n un litro de mosto estéril

con lo que se consigue una solución correspondiente a 0,5 m6 . de SO2
por c.c.

E1 metabisulfito se pesa con cuidado en un vidrio de reloj es­

terilizado,cubriéndolo con un papel satinado para evitar en lo posible
las infecciones.

Se preparan tantas'series de h tubos estériles (de ensayo) como

númerode levaduras se deben estudiar. La prOporción de metabisulfito

que se vierte en cada tubo de la serie va aumentandoen progresión geo­

métrica cuya razón es 1,3; completando luego el volumen a 10 c.c. con

mosto estéril se consiguen soluciones con cantidades crecientes de 802.
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Se diluye previamente la solución madre de metabisulfito al 0,1 para

obtener otra con 0,05 mgr. de 802 por c.c. que es la dosis inicial a­

propiada (5 gr/Hl.),vertiendo l c.c. en la serie de tubos I.
En la serie de tubos II se vierte l X 1,3 ;1,3 c.c. de 1a solución

siendo su concentración en 802 de sgr x l,3;=6,5 gr/Hl.; en los tubos

de la serie III, 1,3 K 1,3::1,7 c.c. correspondientes a 8,5 gr/Hl. de

502; en los tubos de la serie IV, 1,7 X 1,3::2,2 c.c. y la concentra­

ción, 10,99 gr/HL. de 802:
Tubos I II III IV

de ¡ne-tab. 1,0 1,3 1,7 2,2 CoCe
Mostoestéril 9,0 8,7 8,3 7,8 c.c.

11° Resistencia al alcohol.

Para realizar esta experiencia se preparan tantas series de 5

tubos de ensayo,cuantos cultivos se hayan aislado,colocando en ellos

soluciones de mosto con cantidades crecientes de a1cohol,en porgresión

geométrica,a una razón de 1,H,partiendo inicialmente del H%:

h 5,6 7,8 11 15,# 1 de alcohol

En un Erlenmeyerde 1 á 2 litros de capacidad se esteriliza la canti­

dad necesaria de mosto comopara repartir 5 c.c. en-cada uno de los tu­

bos de ensayo. Simultáneamente,en otro Erlenmeyer esterilizado,se pre­
para la cantidad de alcohol suficiente para alcanzar al mezclarlo con

el mosto anterior,el porcentaje deseado; se calienta a bañomaria,se de­
ja enfriar y se repite otra vez el calentamiento a fin de evitar in­
fecciones. ,

Envuelta en papel satinado se estriliza - para entubar

estérilmente,procediendó en la forma siguiente: Se practican dos orifi­

cios a un tapón de gomaperfectamente adaptable a1 Erlenmeyer del mosto;
en uno de estos orificios se introduce un tubo de vidrio corto,doblado
en ángulo recto,a cuya extremidad exterior se adapta con un trozo de
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caucho,otro tubito con algodón; por el otro orificio del tapón se in­

troduce un tubo que llegue gasta el fondo del reúipiente,cuya parte ex­

terior doblada en ángulo,continúa en un largo tubo de gomacon pinza

de presión; viene enseguida la cámara anteriormente ¡[ncionada.

Se vierte con cuidado el alcohol en el Erlenmeyer fiel mosto, ce­

rrándolo con el tapón preparado y retirando sólo entonces el papel que

lo envuelvn,flameando antes el conjunto; se coloca el Erlenmeyer sobre

un soporte en lugar algo elevado y con una perilla se inyecta aire a

travez del algodón del tubo menor,cargando asi el otro tubo largo y la

goma;se cargan los tubos de ensayo (estériles) hasta 5 c.c. aproximada­

mente,flameando de vez en cuando la cámara de carga. Se incuba por a1­

gunos dias a temperatura conveniente para eliminar los que pudieran
haberse infectado.
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V' METODOS DE INVESTIGACION

Las distintas especies y razas de levaduras están mezcladas en las bo­

rras,mcstos y uvas con otros hongos y bacterias. Para una buena selecciór

cuyas conclusiones resulten asi de indiscutible valor, es necesario ase­

gurarse el cultivo puro, procedente de un sólo microorganismo, sin lo

cual no será posible establecer sus características fisiológicas y morfo­
lógicas, ya que muchaslevaduras tienen formas y funciones parecidas.

En un medio determinado y a una misma temperatura los organismos

no viven y proliferan igualmente; algunas especies vegetan débilmente y

son paulatinamente eliminadas por otras más vigorosas,imponiéndose en de­

finitiva las más adaptadas al medio.

Pasteur para purificar por este métodolas levaduras agregó ácido

tartárico al medionutritivo,con lo que se obstaculiza el desarrollo de

las bacterias;pero el métodono es aplicable a la separación de los gé­

neros y especies de levaduras de comportamiento muy semejante. En cambio

se apela universalmente, y es lo que da mejores zesultados, al cultivo

en agar de mosto de malta.

Detallaremos a continuación los métodos seguidos en nuestro estudio

para la separación y caracterización de las levaduras.

A. AISLAMIENTOS

Dos formas hemos ensayado para el aislamiento de las levaduras:

1.- Aislamiento en cajas de Petri. El método de sembrar las cajas emplea­
do en este trabajo es original de Beijerinok; es sencillo y se presta a

la observación macroscópica de las colonias y al traSplante de las mismas

Se licüa a bañomarís el agar de mosto de malta, en los tubos donde
se conserva; se vierte el contenido de uno o dos tubos, previamente fla­

meados, en una caja de Petri, levantando muypoco la tapa para
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evitar así infecciones del aire, y se deja solidificar manteniendola

caja un tanto abierta,con lo cue se elimána el agua proveniente de la

evaporación. El espesor de la capa de agar debe ser de 2 á 3 mm.

Conuna pipeta Pasteur se prepara una espátula corta,dob1ando

en ángulo obtuso su extremidadz (l cm.) en el micromechero; esteriliza­

da previamentese aplica el cultivo,en estrías paralelas,sobre el me­
dio sólido;se consigue asi ir empobreciendoen levaduras el material

hasta obtener las últimas estrías ya sin desarrollo. Se tapa la caja
y se incuba a temperatura conveniente.

Comoen nuestro caso se trataba de estudiar numerosas cepas,

dividimos los fondos de las cajas por 1a parte exterior en H cuadran­

tes,trazando con lápiz para vidrio,dos diámetros perpendiculares.

A las 2h horas y aveces más tarde aparecen las colonias,a1­

gunas de forma circular perfecta,originadas probablemente por una sola

célula; ciertas diferencias caractefipsticas permiten observar colonias
de diversos tipos.

Se pican luego con ansa de platino las colonias de aSpecto

diferente y se trasplanta una minimacantidad de cultivo a un medio

liquido (mosto de malta) agitándolo para lograr una distribución uni­

forme y se hace otra nueva siembra en caja de Petri comoen el primer

caso. Repitiendo esta operación,se logra dentro de cierta probabilidad,
un cultivo puro,que se replanta definitivamente en estria sobre agar
de mosto de malta.

Por nuestra parte hemosprocedido del modosiguiente para el
aislamiento de las levaduras: colocados los racimos de uva de las di­

versas mustras en sendos frascos esterilizados,fuimos exprimiendo el

zumode las uvas con una varilla,tambien estéril,tapandc luego con al­

godón; los mostos asi obtenidos,los sembramoscon una espátula en es­

tria en cajas de Petri y los llevamos a la estufa a 289 conjuntamente
con los frascos de los mostos.
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A las 2h horas volvimos a sembrar los mostos en estrias,repitiendo las

siembras a las #8 y 72 horas. Perseguiamos con esto obtener primero las

levaduras predominantes en las uvas, y luego, las más activas y proli­
feras al cabo de unos dias de fermentación, controlando los tipos pre­

dominantes con observaciones micrñscópicas diarias.

Las borras y los mostos los sembranos tomandd con espátula

una minimacantidad de material y distribuyéndolo por estrías sobre

agar-mosto de malta en cajas de Petri. En todos los casos picamos las

colonias diferenciadas pasando a medio liquido; obtenido en este medio

el desarrollo hicimos otra vez 1a siembra en caja de Petri; rápetimos
por tres veces esta operación, según el métodode Beijerinck para lo­

grar la purificación de los cultivos, teniendo siempre cuidado de ano­
tar las formascaracteristicas de las colonias.

Con todo este método no puede darnos 1a seguridad de que el

cultivo sea puro, ni de que las colonias provengan de una sola levadura}
por eso en las prácticas industriales de vinificación y especialmente
cuando se hace la selección de las levaduras con miras a la clasifica­

ción de las mismas, se recurre al aislamiento por el método de findner;

este es el método que hemos seguido en todos nuestros trabajos.

2.- Aislamiento unicelular o mongcitogenetico de Bndner. ¡azíináákgiáúub
Comodijimos por la absoluta seguridad que nos ofrece a: la

pureza de los cultivos, a pesar de tratarse en este estudio, de un ele­
vado número de cepas, lo hemos seguido siempre para asegurar asi la

selección y valorizar en esa forma los resultados. Convendrápor tanto

hacer del mismouna breve descripción.

A una de esas plumitas que se usan para el dibujo en tinta china,

se le quita el cabito de madera y se le aflafita una varilla delgada de
vidrio; se la esteriliza sumergiéndolaen alcohol y se la acerca a una

llama para que se queme el liquido adherido a la pluma.
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Prepárase aparte una suspensión de levaduras en mosto de malta, tomán­

dolas de las colonias ya diferenciadas de los cultivos en estría; con

una pipeta Pasteur, terminada en capilar, se absorbe un poco de liqui­

do y se dejan caer dos o tres gotas sobre la pluma, sacudiémdola sua­

vemente para escurrir el exceso. Luego sobre un cubre-objeto de lBÏlB

mm.flameado y tomadoentre el indice y pulgar, se depositan en hilera

y cerca de uno de sus vértices tres gotitas; debajo de esta hilera se

hacen otras tres, pero de cinco gotitas cada una, concluyendo con una

última hilera de tres gotitas; la hilera central debe coincidir con
una de las diagonales del cubre. Se coloca el cubre contra el aro de

vaselina depositado al rededor de la excavación de un porta, previa­

mente flameado, y se cierra perfectamente, aplicando un poco de vase­

lina con un pincelito en los bordes del cubre.

Se observa al micros00pio, cada una de estas gotitas, cepian­

do el esquemade su distribución y señalando en él las que contienen
una sola levadura.

Si esas gotitas contuvieran 5 6 6 levaduras cada una, vuelve

a prepararse otro cubre, procediendo comoantes, pero diluyendo de

antemano la suSpensión de levaduras, 5 6 6 veces con mosto estéril;

asi se conseguirá una dilución apropiada para obtener gotitas de una
sola célula.

En nuestro caso las diluciones las fuimos haciendo progresiva­
mente al trazar las diversas hileras de gotitas, en cada uno de los
cubres.

En la estufa llevamos los preparados a 289, y a las 24 horas

hicimos una observación microscópica de las gotitas marcadas.
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B.- CULEIVOS DE LAS LEVADURAS AISLADAS

3.- vc c d s.­

Sembramoslas levaduras aisladas en mosto de salta preparada

comoindicamos en los metodos generales de investigación; se incubó en

estufa a 282 y observamoscada 24 horas la actividad fermentativa, y

la formación de depósito y velo de las diversas cepas.

4.- cultizgg gg mosto de uva.

En este medio de cultivo,preparado comoindicamos anterior­

mente, hicimos las siembras de laa cepas aisladas para comparar las oh
servacionea son las realizadas en el caso del mosto de malta.5--W­

Hicimos las siembras en el medio de cultivo, preparado según
indicamos en los metodos de investigación, inoubando a 282 para obser­
var las distintas formasde desrrollo.

6.-Mam­
Vertimcs en sendas cajas de Petri el contenido de dos tubos

de agar-mosto de malta para conseguir un abundante medio de cultivo y

evitar la desecación; sembramoslas levaduras en el centro de la caja

por medio de una pipeta Pasteur de punta redonda, tomando todas las

precauciones necesarias para evitar en lo posible las infecciones.

7--MMM;­
Los cultivos en gelatina de mosto de malta los hicimos sem­

brando tubos en punción e inoubando a la temperatura del laboratorio

( 238 )¡ colocamos luego los tubos en la heladera para ver si vuelve

a soliditicsr la gelatina.

8.-'U¡i;1¡ggióg del alcohol etílico cogo fuente de cggbggg.
Siguiendo el método de StellingéDekker. sembramcscon anza

de platino en el medio preparado segun las indicaciones del sismo au­

tor, incubancc en.estu1s a 288.
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9.- Utilización de nitratos comofuente de N:

En el medio preparado según indicaciones anteriores,sem­

bramcs los cultivos aislados, ineubándolos luego a 282.

10.- Formación de micelio - ggtodo de Fortner..óorLaJ10 (LA)

Tómase un cubre por uno de sus vértices con una pinza de

Cornet y se flamea una de sus caras; se deja enfriar y con una pipeta

estéril de Páïeur se recubre con una tenue capa demagar de mosto de

malta, previamente licuado y mantenido caliente en bañomaria. A los

pocos instantes el mediose solifica; se inclina el cubre sobre una

caja de Petri para volcar el exceso de liquido, apoyandoel vértice

opuesto al de la pinza en el borde interior de la caja. Se toma el

cubre con el indice y el pulgar de la manoizquierda, por dos de sus

vértices diagonalmente apuestas y sosteniendo una de sus aristas con

el dedo medio, córtanse los bordes de la pelicula cñn una Gillette

a una distancia de 3 á 4 mm.arrastrando hacia afuera las lonjas cor­

tadas. Del cuadrado obtenido, aproximadamente de l mm.de lado, se

cortan los vértices con igual inclinación y la capa de agar queda re­

ducida a un octógono colocado en el centro del cubre; evitanse asi

posteriores infecciones. Tomandoel cubre con el pulgar y el indice,

apóyaselo sobre el portaobjetos excavado, excavación que ha sido ro­

deada de un aro de vaselina y se presiona suavemente para asegurar

un cierre perfecto.
Bstírase en el micromechero, la extremidad de una pipeta Pas­

teur hasta formar un capilar estrecho, que se corta y cierra a la ll:
ma, formando una pequeña bolita en la punta; se toma con ella un cul­

tivo fresco en agar de mosto de malta y se siembra en mínima cantida

sobre la pelicula del cubre, retirado previamente dnd del porta con
el indice y el pulgar de la otra mano; se aplica otra vez el cubre

sobre la excavación del porta y se cierra herméticamente la cámara,
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aplicando en sus bordes con un pincelito, vaselina fundida; Se incuba

a la temperatura necesaria y se ohserva al microdccpio periódicamente
el desarrolño del cultivo.

Con un poco de práctica pueden seguirse simultáneamente dos o

tres de estos preparados.

11.- Formación de micelio —gétodo de Lodder.

Este autor ha comprobadosuficientemente que el mejor me­

dio para e1.estudio de la formación de micelio, es el agua de papas.

Algunas especies de levaduras sólo forman al principio, blas­

tOSporos y no Pseudomicelio, pero en un 22 6 32 agregado de agua de

papas, originan unas un pseudomicelio mientras otras no,considerándo—
las comolevaduras no micelianas.

En el medio preparado como se indicó anteriormente, sembramos

con anza de platino estéril los cultivos frescos, incubándolos a 252,
haciendo observaciones microscópicas en gota pendiente cada 24 horas.

12.- Métodospara estudiar la esporulación.

a.— BIOQues de Ieso - Hansen (AS)

Unalevadura en plena actividad y desarrollo, al ser.privada
de los elementos necesarios para su vida, entra en estado de inanición

y esporula; es esta la forma de irse defendiendo ante la escasez de

alimentos, hasta encontrar el medio aprOpiado para su vitalidad normal.

Por eso es conveniente preparar de antemano la levadura en medios muy

ricos en sbstancias alimenticias, enriqueciendo asi su contenido celu­
lar.

Para conseguirlo, en un tubo de ensayo, dende haya 5 ó 6 c.c. de

mosto de malta estéril se siembra la levadura y se ñncuba a temperatu­

ra conveniente (25 á 282) durante 24 horas, al cabo de las cuales pá­

sase una parte de este cultivo a otro tubo con mosto fresco durante
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otras 24 horas. Hechoesto se vierte la mayorparte del líquido y lue­

go con una pipeta estéril de Pasteur se reparte el depósito en uno de

los cuadrantes del bloque de yeso, añadiendo a la caja de Petri un tu­
bo de agua estéril para mantener la humedad.

Cada 24 horas se preparan observaciones microscópicas, raSpan
do con anza de platino el material depositado sobre los bloques y di­

luyéndolo en el porta objetos con una gota de agua; se aplica el cubre

y se observa la preparación anotando enseguida la forma y el número

de las endosporas.

b.- Zanahorias.

En el medio de cultivo preparado cono indicamos anterior­
mente sembramoslas levadurasmaotivas en estria. Cada 24 horas se re­

pite la observación microscópica.

c.- Método de Gorodkowa.(uk)
Este autor usa comoúnica fuente de hidratos de carhono

el azúcar, pero en minima cantidad, de modoque al consumirlo rápida­

mente 1a levadura esporula por la falta de los alimentos indispensa­
bles para su vida normal.

Sembranosel cultivo fresco en el medio ya preparado,con
espátula estéril e hicimos observaciones microscópicas cada 24 horas.

13.- Fermentaoión de hidratos de carbggg- SovLano {5€
Se abren las ampollitas ya anteriormente preparadas con

los azúcares para lo cual basta limar sus cuellos y forzar la punta
con la otra mano;con una pipeta estéril de Pasteur,afinada, se reti­
ra la solución en ellas contenida y se vierten dos o tres gotas en
unos tubitos aprOpiados ( 12/1 cm.) esterilizados y tapados con algo­

dón, marcándolos con un número romano indicador del azúcar.

Se lóúa a bañomaría el medio básico de tantos tubos como

levaduras han de sembrarse en el dia y se entibia a 502, temperatura
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que ha de mantenerse para evitar la solidificación del agar. Flamean­

do uno de los tubos se siembra con anza de pñhtino un poco de levadura

fresca, tomada de un cultivo sobre medio sólido; con una pipeta de 10

c.c. se pipetea para distribuir uniformementey con la mismapipeta

se reparte un c.c. en cada tubito de aquellos en que se había distri­

buido los distintos azúcares, señalando con una cifra arábiga la cepa

sembrada. Se llena además otro tubo sin azúcar para conservarlo como
control del medio básico.

Debe prepararse por último un tubito de cada uno de los azú­

cares oon medio básico sin sembrar, destinado a comprobar la pureza

bacteriológioa de.los azúcares.
Se observan los cultivos a las 24, a las 48 horas y a los 5

ó 6 dias para diferenciar a si los de fermentación rápida y los de

fermentación lenta.lIn dicio de buena fermentación es el viraje neto
del indicador a una coloración amarilla estable; el viraje débil y pa­
sajero, denota una fermentación incompleta. La producción de gas se

denuncia por las burbujas que retiene el agar blando.
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VI RESULTADOS HBTENIDOS

De las múltiples observaciones microscópicas de las borras y de

los mostos en fermentación, que hemos realizado en el transcurso de es­

te trabajo, podemosconcluir que existen en las uvas de Mendozavarios

tipos de levaduras. De todos los casos observados, las levduras más nu­
merosas son delntipcá" cerevisiae"Üde forma ovalada sin granulaciones

protoplasmáticas en su contenido celular y de dimensiones mayores que

las encontradas en las demáscélulas; otra forma de levdura es la del

tipo "torula" de células redondas con un gránulo muyrefringente en su

centro; una tercera forma la constituyen las.levaduras alargadas y eii
líndricas del tipo " micoderma", casi trnSparentes con grandes vacuo­

las; y por último hemos observado aunque raramente,levaduras en forma

caracteristica de limón del tipo "apiculatus".
Consignaremosen las páginas siguientes los resultados obteni­

dos en el estudio de los cultivos puros.

1.- Descripciégfde los cultivos en cámara húmeda.-_orfologia
Si been es cherto que la forma y dimensiones de las leva­

duras son factores de caracterización, con todo se cpmpruebade inme­

diato que estos factores son muyvariables dentro de un mismogénero

o especie; a las 24 horas no resulta fácil establecer las diferencias
morfológicas, aunuqe en el mismotipo de levadura existen células de

formas y dimensiones dominantes.

Una vez aisladas las cepas y preparados los cultivos de

adhesión en cámara húmeda, según el método de Lindner, hicimos a las

24 horas una observación microscópica para estudiar la morfología y

la multiplicación celular, reproduciendo la forma mediante la cámara

clara, para establecer luego las dimensiones con micrómetro objetivo.
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Hemospodido establecer asi los siguientes grupos morfológicos:

a.- Células por lo general ovales y redondas, grandes; se multiplican

por brotacion; en término medio la relación de los diámetros es,
(6,3 X 7,8), cultivoszn ÏIÍÏÏÏtÏiifiÏÏÏ 1-2-3-4-5-6-7-8-9lO-ll-l2-13—
14-25-30-31—33-45-46-47-48-50-54-60-66-67-68-72-79-83-111-113.

b.- Células elípticas; abundanlas ovales en cultivos frescos y en
medios líquidos; en medios sólidos predominan más bien las formas e­

lípticas; se multiplican por brotaoión, cultivos: (5,6 X 7,9);24-26­
34-43-49-51-52-53-55-56-57-58-59-61—62-63-75-81-82-95.

0.- Células oilíndrioas y alrgadas,en cultivos viejos tienen grandes
vacuolas y.permanecen unidas en cadenas; (4,8 X 8,3), cultivos: 64­
71-75-94-97-102-103.

d.- Células en forma de limón con o sin brotes, pequeñas; (3,2‘{ 7,47
cultivos: 37-41-42-86-87-108.

e.- Células eliptioas y oilindricas largas; en cultivos viejos poseen
grandes vacuolas por lo que aparecen transparentes y vacías; presentan

filamentos largos y delgados, mezclados con células de diversas formas
se multiplican por brotación; (2,2 Á 5,4),cultivos: 16-17-18-19-32­
35-36-39-40-89-92-99-100—106-105-107.

f.— Células redondas u ovales en menor cantidad con gránulo muy re­

fringente; se multiplican por brotación; (5,9 X 5,9), cultivos: 20­
21-22-23-27-28-29-65-69-70-73-74-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112.

WiHv
Las células de los cultivos son elipticas y muypequeñas: (2,2 X 4,3)
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2.- Característicggfde los cultivos.

Detallaremos seguidamente los caracteres de los cultivos

aislados que nos han servido de base para la diferenciación de los
mismos.

a.- Desarrollo gg agar de mosto de maltal en cajas de Petr .
Observados después de varios dias estos cultivos en su­

perficie, obtuvimoslos siguientes tipos de colonias:
l. Colonias redondeadas, de bordes lisos, algo elevadaSsobre el agar,

húmedaneconsistencia cremosa; cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-lO-ll-l2­
13-14-25-30-31-33-45-46-47—48-50-54-60-66-67-68-72-79-83-bll-ll3-24­

26-34-43-49-51-52-53-55-56-57-58-59-61-62-63-75-81-82-103.

2. Colonias blanquecinas,opacas, muydesarrolladas en superficie, de

aspecto seco y bordes irregulares; cultivos: 16-17-18-19-32-35-36­
40-89-92-96-99-100-105-106-107.

3. Colonias parecidas al tipo l, pero más desarrolladas en superfi­

cie, menosbrillantes de bordes lobulados pero lisos; cultivos: 20­
21-22-23-27-28-29-65-69-70—73-74-75-77-78-88-90-91-93-98-109-112.

4. Colonias muybrillantes, casi tranSparentes, de coloración marrón,
de bordes lisos y de poco desarrollo; cultivos: 37-41-42-86-87-108.

5.- Colonias de coloración roja, muyhúmedasde bordes lisos:cultivos
44-110.

9.- Desarrollo en estria.
Por el aspecto de los cultivos en estria, sembradosen agar

de mosto de malta, hemospodido caracterizar los siguientes grupos:

l. fistria muyelevada en el centro y longitudinalmente, de bordes lo­

bulados pero lisos, aspecto Opaco,brillante,húmedcg de consistencia
cremosa; cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-lO-ll—12-13-14-24-25-26-30-31­
33-34-43-45-46-47-48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58—59-60-6l-62-63­
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66-67-68-72-75-79-81-82-83-95-111-113.

2. Estría blanquecina, bien desarrollada en superficie, aspecto seco
y harinoso, bordes irregulares y filamentosos; cultivos: 16-17-18­
19-32-35-36-39-40-89-92-96-100-105-106-107.

3. Estria bien desarrollada en superficie,brillante de aspecto pasto­
so, de bordes lobulados y lisos; cultivos: 20-21-22-23-27-28-29-65­
69-70-73-74-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112o

4. Estria de pocodesarrllo, muybrillante, casi transparente, de co­
loración marrón y bordes lisos; cultivos: 37-41-42-86-87-108.

5. Bstrfa de coloración roja,bastante elevada, húmeda,muyadherente,

de bordes lisos; cultivos: 44-110.

c.- Desarrollo en mosto de maltagygmgsto de uva.

Dejamos constancia de que los ensayos de cultivos en mosto

de malta y en mosto de uva nos llevan a los mismos resultados.

Observadas las siembras a las 48 horas, diferenciamos los si­

guientes grupos:

l. Levaduras que producen abundante desprendimiento de 002, el liqui­

do es de una turbidez uniforme y el depósito granuloso; cultivos: l­
2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-24-25-26-30-31-33-34-43-45-47-48-49­

50-51-52-53-54-55-56-57-58-59-61-62-63-64-66-67-78-71-72—75-79-80­

81582-83-84-94-95-97-102-103-111-113.

2. Levaduras que forman un velo seco, plegado, el liquido permanece

poco turbio, casi sin depósito; cultivos: lG-l7-lB-l9-32-35-36-39­

40-89-92-96-99-ioo-1os-106-1o7.

3. levaduras que forman una película que sube por las paredes; liqui­

do débilmente turbio con poco depósito; cultivos: 20-22-27-38-37-41­
42-65-69-70-74-77-86-87-90-93-98-108-112.
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4. Las levaduras de los cultivos,21-23-73-76-78, no forman pelicula,

pero dan en cambioun liquido turbio, sin depósito.

En los mismoscultivos a los 7 días se hicieron las siguientes
Observaciones:

1. Depósito abundante, granulosos, bien adherido al fondo, láuido lím­

pido, en los cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-81fi 9-10-11-12-13-14-24-25-26­
31-33h34-43-45-47-48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58-59-61-62-63-64-66­

67-68-71-72-75-79-80-81-82-83-94*95‘97-102-103-111-113.

2. Liquido muyturbio, depósito poco consistente, la pelicula casi no

se nota por el desprendimiento de CO2; cultivos: 37-41-42-86-87-108.
3. Velo Opaco, seco, plegado y amarillento; a] agitar.el tubo, el velo

cae en capos al fondo; cultivos: ló-l7-lB-l9-32-35-36-40-89-92-96-99­
100-105-106-1077

4. Velo mucoso, fermentación débil, liquido no clarificado; cultivos:
21-28-29-70-73-74-76-88-90-91-109-112.

Las levaduras de los cultivos: 20-23-22-27-38-65-69-77-78-88­

93-98, sólo forman palícula; los cultivos 44 y 110 dan anillo y depó­

sito rojo.

d.- Colonigs gigantes.
Transcurrilos 30 ó 4o dias de la siembra, observamos las colo

nias con el siguñente resultado:

l. Colonia elevada en el centro, bordes lobulados pero lisos; brillan­
te, húmeda,con estrías radiales y pliegues conoéntricos; cultivos: l­
3-4-5-6-7-8-9-11-12-l4—23-25-28-31-33-38-43-45-47-48-49-50-51-52-54­

55-56-57-59-60-61-62-63-65-66-67-68-69-70-71-72-73-74-75-76-79-80-81­

82-83-90-94-95-97-102-103-109-111-112-113;las levaduras de los culti­

vos: 2-10-13-24-26-34-53-58-64-77-78, fprman colonia menos elevada.
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2. Colonia poco elevada, bordes aserrados, aspecto seco, estrías radia­

les apenas perceptibles; cultivos: 27-29-88-91-93.

3. Colonia muydesarrollada en superficie, blanca, Opaoa, seca, bordes

aserrados y filamentosos; cultivos: 16-l7-18-19-32-35-36-40-89-93-96-99
100-105-106-107.

4. Colonia poco elevada, casi transparente, húmeda,brillante, amari­
llenta; cultivos: 37-41-42-86-87-108.

5. Colonia rojiza, húmeda, elevada, bordes lisos; cultivos: 44 y 110.

6.- Formación de micelio filamentoso. ’
_.Soflaflo ,Siguiendo el método de Fortner, en observacion microscópica

a las 24, 48 y 72 horas hemos establecido los siguientes grupos:

1. Pseudomioelio constituido por filamentos ramificados, largos y del­
gados comosalchichas; cultivos: 16-17-18-19-39-69-99.

2. Pseudomioelio rudimentario de células largas y gruesas con brotes;
cultivos: 40-96.

3. Células formando cadenas comolas del grupo 2 pero sin ramificacio­

nes; cultivos: 70-100-105-106-107.

Según el método de Loader, cultivos en agua de papas, los

resultados fueron los siguientes:

l. Las levaduras de los cultivos: 16-17-18-19-32-39-40-96-99-100-106

y 74, forman un pseudomicelio de filamentos muylargos y ramifioados,
y blastosporos rudimentarios.

2. Sólo forman blastosporos las levaduras de los cultivos: 35-36-105.

f.- Esporulación.
Ensayados las cepas aisladas en los medios de cultivo ya

descritos para el estudio de la esporulación, hemosllegado a los si­
guientes resultados:
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l. Levaduras que forman de 2 á 4 ascosporas pero con dificultad y

sólo después de 6.6 7 días; cultivos: 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13­
14-24-25-26-31-33-34-43-45-47-48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58-59­

60-61-62-63-66-67-68—72-79-81—82—83-95-111-113.

2. Levaduras que esporulan rápidamente a las 24,6 48 horas, predomi­

nando los secos con 3 y 4 esPoras; cultivos: 64-71-75-94-97-102-103.

Los demás cultivos no eSporulan en ninguno de los casos estu­
diados.

3.- garanterístigagifisiológicas de los cultivos.
Para la determinación precisa de las cepas aisladas, he­

mosestudiado sus características fisiológicas, siguiendo las indica­
ciones detalladss en los métodosgenerales de investigación; a conti­

nuación expendremoslos resultados.

a. Licuación de gelatina.
Observadas las siembras de los cultivos en gelatina de

mosto de malta a los dos meses, obtuvimos los siguientes resultados:

Licúan completamentela gelatina los cultivos: 27-42-41-43-58­
69-73-83-86-87-108-109.

b. ggiligggifin de alcohol comofuente de carbono.

Al mes dehechas las siembras, hicimos las observaciones

siguientes:
l. Formandepósito abundante y dan una pelicula que trepa por las pa­

redes, los cultivos: 16-l7-18-19-20-21-27-28-29-32-35-36-39-40-69­
70-73-74-76-77*78-87-88-89-90-91—92-93-96-98-99-100-105—106-lO7-109.

2. Formansolamente un depósito blanquizoo que al agitar se levanta

en cOpos, los cultivos: 6-13-14-49-54-55-58-6l—62-63964-72-82-94­
95-97-102.
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c.- Utilización de nitratos comofuente de Nitrógeno.
A los 15 dias observamos los cultivos sembrados en el me­

dio anteriormente indicado y podemosconcluir que las cepas, 69-70­

74-76-77-78-90-91-109-112, forman una pelicula tenue qge trepa por

las paredes del tubo y dan un depósito blanco y abundante.

Después de los trabajos microbiológicos de E. Laurent y
Mayer, parecería que los nitratos son nocivos para las levaduras,

pues comodeben ser reducidos previamente a nitritos, resultan en ese
estado verdaderos tóxicos.

Pero Fernbach y Lizemberg, Fernbach y Nicolau llegaron en

sus experiencias, a la conclusión de que los nitratos favorecen por
el contrario la actividad fermentativa, obrando comoaceleradores de
la función enzimática.

Frente a tan discutidas Opiniones Juzgamosnecesario efec­

tuar un ensayo más decisivo que nos revelara cual había de ser el

comportamientode las.levaduras en la utilización de los nitratos.
Preparamoepara ello tres series de tres frasquitos cada

una, muylimpios y tapados con algodón. Vertimos en la primera serie

50 c.c. del medio indicado más arriba. Substituimos en la segunda el

nitrato por sulfato de amonio, sal utilizable por las levaduras como
resulta de las experiencias de Pasteur. En la tercera suprimimosel

nitrato, privando asi al medio de su fuente de nitrógeno; todos es­
tos frascos fueron estrilizados al autoclave.

Hicimos luego una suspensión fisiológica con las levaduras

de los cultivos: 90, tipo torula que desarrolló en la primera expe­

riencia; 106, tipo myocderma;y 55, tipo saccnaromyces; las agitamos

para uniformar la distribución y con una pipeta estéril vertimos una
gota, en cada uno de los frascos, previamente marcados con el medio

empleado, señalando además con una cifra el número del cultivo.
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Extrajimos de cada frasco con pipeta estéril l 0.o. de las suspen­
sión y la llevamos a una caja de Petri previamente esterilizada, ver­
tiendo en ella el contenido de un tubo de agar de mosto de malta enti­

biado a 508 y teniendo cuidado

diante la rotación de la caja;
frascos.

de distribuir bien las levaduras me­

incubamos a 288 conjuntamente con los

A las 24 y 48 horas repetimos la siembra en caja,contando cada

,vez las colonias desarrolladas en el agar para apreciar así la multi­
plicación celular.

Los resultados quedan consignados en el cuadro siguiente:

Cultivos

con
90..... con

sin

con
55..... con

sin

con
106.....con

sin

Númerode colonias a las:

24 hs.

NO3K 9

804(NH4)2 5
H. 12

N031: 4
s°4(NH4)2 9
N. 6

304K 3
s04(NH4)2 7
H. 6

48 hs.

7

3

10

7

U1

8

incont.
5
incont.

72 ha.

incont.
incont.
8

30
11
10

incont.

4 dias

Por la observación del cuadro podemosdeducir que las tres leva­

duras ensayadas, se multiplican en el medio oonnitratos y sal de amo­

nio. Para los cultivos 90 y 55 no se nota multiplicación celular en
el medio sin nitrógeno; contrariamentemsucede con el cultivo 106.

Aunqueno podemosdudar de la limpieza de los frsoos utilizados, po­

dríamos tal vez atribuir la causa a algún resto de substancia orgáni­
ca, o menosverosimilmente a las sales de amonio existentes sobre el

liquido; la dilucidaoión de este caso cae fuera de los propósitos de
esta tesis y será objeto de un trabajo posterior.



Las levaduras del cultivo 90 formaron a los tres días un depó­

sito abundante en los frascos y una pelicula que se elevaba 2 cm. por

las paredes, enturbiando el liquido, tanto en el medio con nitratos

comoen el de sulfato de amonio; en cambio en los frscos de los culti­

vos 55 y 106, el líquida era Opalescente y no habia formación de peli­
cula.

En resumen, podemosconcluir que algunas levaduras del tipo

tcrula, utilizan los nitratos comoúnica fuente de nitrógeno por lo
menosen lo que atañe a su multiplicación celular.

d.- Fermentación de azúcares.

Siguiendo las indicaciones establecidas en los métodos

de investigación, hicimos los ensayos de fermentación de los azúcares.

Ademáshicimos la prueba de fermentación de la melibiosa con el

objeto de establecer los tipos de alta o ggl_.
Las levaduras de alta fermentan débilmente la rafinosa; este

trisacárido se hidroliza por la acctón dáastásica desdoblándoseen le­
vulosa fermentescible y melibiosa, disacárido namfermentescible por

las levaduras de alta; en estas condiciones el liquido de prueba per­

menecereductor en presencia del licor de Fehling.

Este ensayo lo hicimos con todos los cultiVOS aislados, colocando

en los tubitos de fermentación un tapón de vaselina-parafina para reteé
ner los gases y medir aproximadamenteel poder fermentativo total o

parcial de la rafinosa. Hemoscomprobadoasi que todas las cepas pro­

das pertenecen al tipo de levaduras de alta.
En los casos dudosos apelamos directamente a la fermentación

de la melibiosa.

¿2121.2392 =

l. Las levaduras del tipo Bseudosaccharomyces y del tipo mycoderma
JI 4' / ,solo fermentan glucosa (L.M.)': vb“‘“9W4,"Q4fl”“í
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2.- Las levaduras del tipo torula en general fermentan glucosa, sacar

rosa y maltosa; algunas razas sólo fermentan glucosa y sacarosa como

las correspondientes a los cultivos 44 y 110; otras tambien fermentan

galactosa.

3. Las levaduras del tipo s. ellipsoideus y s. intermedüus fermentan

glucosa, sacarosa, galactosa, manosay maltosa; además aunque débil­

mente, rafinosa.

De las levaduras ensayadas, ninguna Íermenta lactosa nn meli­

biosa.
Los resultados obtenidos en la fermentación de azúcares los

ofrecemos en ¡l cuadro adjunto:



27 +

28 +

29 +

26 + + + +

58 + + + +

57 +

56 + + + +

54 + + + +

55 + +

24 + + + +

23 + - + + +

21 +

22

20 + + +

51 + %

50 + + +

16 +

17 +

18 +

19 +

14 + + + +

44 +

45

47

48 +

+ + + +

42

43 + + + +

13 + + + + + +

12 + + + +

ll + + + +

lO + + + +

+ +

9 í + + + + 38 + + +

+

6

7 + + + +

+ + + + 4.

+ + + + + 34 + + + +

4 + + + + 33 4. + + +

3 + + + + +

l + + + + ú +

Cultivos Glucosa Galactosa Saoarosa ¡altosa Laotosa Rafinosa Melibiosa Cultivos Glucosa Galactosa Sacarosa Maltosa Lactosa Rafinosa Melibiosa

Planilla de fermentación de azúcares
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90 + + +

89 +

88 +

86 +

87 +

83 + +

75 + + + +

76 +

77

78

79

81

82 + +

109 +

llO +
lll + + + +

+ +

+

+ +

+

74 + + +

103 + + + +

104 + + +

105 +

106 + ­

73

71 + +

72

+ +

70 + +

69 + + 101 + + +

67 + + + + +

66 + + + + + 98 + + +

64

65 + + +

63 + + + + 95

94 + + + + + +

+ + + +

61 + +

62

+ +

60

59 + + + + + 91 + + +

Cultivos Glucosa Galaotosa Sacarosa Maltosa Laotosa Rafinosa Melibiosa Cultivos Glucosa Galaotosa SacaroSa Maltosa Laotosa Rafinosa Melibiosa

—hh'
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VII DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DE IMPORTANCIA

INDUSTRIAL

Hemosemprendidola realización de este trabajo con el fin de

aislar y clasificar las levaduras de las uvas de Mendozacon miras

a su aplicación industrial, por lo cual creemosconveniente presentar

en este capitulo las características de los fermentos, ensayadas bajo
el aspecto tecnológico, es decir, su eficiencia fermentativa, rendi­
miento en alcohol, resistencia a1 anhídrido sulfuroso, etc., de todo
lc cual daremos a continuación un breve resumen.

1.- Poder fermentativo.

Es de particular interés en 1a cervecería, destilería y
vinificaoión conocer la eficiencia fermentativa de una levadura; su
mayor o menor velocidad de fermentación, o sea el máximode transfor­

mación azucarina que puede provocar en menos tiempo; su.rendimiento

en alcohol y su capacidad funcional en medios muy azucarados.

Aisladas ya y conocidas por su fisiología las esPecies
de levaduras buenas y malas fermentadoras, procedimos a la determina­

ción del poder fermentativo de las primeras y de algún caso típico de

las segundas para compararlas respectivas eficiencias.
Para ello son varios los métodos que suelen emplearse.

a. En las cervecerías se sigue el método de la atenuación, medida por
el cociente entre'la diferencia del extracto seco del modtoinicial

y de la cerveza en un momentodado, y el extracto seco del mismo mos­

to, referido a cien:

Atenuacisn = Ertr. del mosto - extr. de la cervgga x 100Extracto del mosto

El extracto seco disminuye naturalmente c medida que adelanta la
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fermentación, prOporcionalmente al azúcar desdoblado en 002 y alcohol.

La atenuación real se mide comoen el caso anterior pero des­

pués de eliminar por ebullición el 003 y el alcohol, restableciendo
el volumeninicial con agua. La atenuación aparente se logra si se eli­

mina solamente el 002 por agitación.

En la práctica se establece la atenuación sea real o aparente
por la variación de densidad:

= gene. del mosto - gene. de la cerveza x 100Atenuación Dans. de la cerveza

b. En vinificaoión es más corriente defrminar la eficiencia fermenta­mada
tiva de las levaduras/EEÏÑEÏÏÜÓEdesprendido, medido volumétricamente

con un simple nitrómetro comolo hizo Slator, pero adaptando una vál­
vula de ventilación de Heissl al frasco de fermentación comolo acon­

sejan Euler y Lindner.

De una manera más sencilla, puede medirse la cantidad de 002

desprendido, por la pérdida de peso del mosto, método que hemos em­

pleado en este trabajo con excelentes resultados.

Adaptamos a un Erlenmeyer de 500 c.c. de capacidad, un tapón

de gomabioradado; por uno de los orificios introdujimos hasta el fon­

do del eecipiente un tubo de vidrio, cuya extremidad exterior doblada

en ángulo recto se cierra por un tubito de gomay un trozo de varilla;

por el otro orificio del tapón, introdujimos a su vez otro tubo de ra­
mas cortas doblemente aoodado; la rama interna termina debajo del ta­

pón del frasco, mientras la exterior va unida a otro tubo en fprma de

U que contiene perlas de vidrio embebidas en ácido sulfúrico, destina­

do a retener el agua y el alcohol provenientes de la evaporación,

mientras da salida al 002; termina el tubo de ácido sulfúrico en una
rama horizontal con cierre de algodón para retener la húmedaddel am­
biente.

Para proceder ahora a determinar la eficiencia de una levadura,
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se desconecta el tubo de perlas de vidrio y se vierten en el Erlen­

meyer 250 0.o. de mosto, cuya ricqeza azucarina ya se conoce; se es­
teriliza el mosto en el autoclave; se deja enfriar y se siembra con
pipeta estéril de Pasteur, l 0.o. dei depósito de levadura activa,

procediendo con sumaprecaución para evitar.1as infeccciones; se tapa;
se adgpta el tubo de ácido sulfúrico; se pesa y se incuba a 282.

Vuelve a repetirse la pesada cada 24 horas haciendo antes

un arrastre con aire libre de 002, para lo cual se hace burbujear
previamente en una solución de HONa.A los 20 dias prácticamente el

peso es constante y por diferencia con la pesada inicial puede dedu­

cirse el peso total del 002 deSprendido; por las tablas se averigua
el alcohol total producido.

Gracias a esta experiencia hemos podido comprobar que el

porcentaje de alcohol, deducido de la cantitad total de 002 es muy
alto, superior al calculado teóricamente del peso del azúcar inicial.

Pero no debemos olvidar que el 002 no depende únicamente

del proceso clásico de fermentación, sino tambien de otras activida­
des de las levaduras.

Buchner y Kunz han comprobado que el ácido succínico no

proviene del desdoblamiento del azúcar por acción de la levadura,

puesto que el ácido no se produce en la fermentación de dicho azúcar

por el jugo de levadura.

Según Bhrlich, el ácido succinico es un producto del me­

tabolismo nitrogenado de las levaduras; éstas obran por oxidación

sobre los aminoácidos; asi el ácido glutámico por desaminación y desc

carboxilación pone en libertad amoniaco y CO2:

COCH.CH2.CH2.CHNH2.COOH + 02 a COOH.CH2.CH2.COOH } NH3 } 002

De igual manera, en los Vinos, los alcoholes superiores tienen

origen en un proceso de hidrólisis de los ácidos monoaminadoscomola
leñcina e isoleucina:
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Ci ¿Maxwmxooa + 2.1210:.S
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ímcmwhmw + ¡ng+ 00;,>CH|cHltCHMHL| +

¿“banana + NH;+ 00.1zm

Portanto el alcohol etílico no puede ser determinado exactamen­

te por el 002 desprendido.

Contodo presenta este métodola ventaja de ser 1a única for­

ma práctica de medir apróximadamente la velocidad de fermentación de

cada cultivo, pues la determianoión directa del alcohol implica la
modificación cuantitativa del mosto en estudio.

Pra Pasteur la fermentación de los azúcares es efecto de

una asfixia parcial de la levadura; en presencia de aire excesivo

disminuye su actividad fermentativa en provecho de su multiplicación

celular. En nuestro caso al hacer el arrastre diario de 002 con aire
colocábamos a la levadura en condiciones que no son las naturales,

ya que en definitiva debe ejercer su acción en presencia de cantida­
des minimas de oxigeno.

Por todos estos motivos y por indicación del Dr. Sor­

delli, introdujimos una leve modificación en el clásico aparato, con
el fin de establecer directamente por destilación, al final de la
fermentación, el grado alcohólico del vino.

Entre el Erlenmeyery el tubo de.perlas de vidrio in­

teroalamos otro tubo en U, a bolas, vertiendo en 61 5 0.o. de agua,

destinada a retener el alcohol que se.evapora en cantidades no des­

presiables en el intervalo de un mes y a temperaturas próximas a 308]

suprimimos ademásel arrastre diario.

En estas nuevas condiciones, el 002 diario, y el total
desprendido y determinado por las pesadas, es inferior al obtenido

por el primer método como se deduce de la comparación de las tablas

respectivas. ‘
Se observa además que el alcohol elaborado en la fermenta­

ción y deducido por el peso del 002 es superior apróximadamente en
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un 1%al hallado por destilación a1 final de la experiencia.

Por otra parte, si se efectúa el arrastre diario, se producenp

pérdidas notables que impiden atribuir exclusivamente a la elimina­

ción de 002, la disminución del peso del mosto.
La comparación de los datosadel cuadro adjunto permite

comprobar las observaciónes deducidas en este Capítulo.
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Eficiencia fermentativa de las levaduras aisladas
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14 257,0 9,85 11,36 14,31 0,9830 13,25 sin arrastre

" " 12,21 14,26 17,98 - -- arrastre diario2 n -- -- nn n ’- ‘-- nu n -- "- u
" " 11,41 13,12 16,53 —— -- n

" " 11,53 13,26 16,71 -- -- '

" " 11,42 13,13 16,54 - - "

" " 11,61 13,35 16,82 —- -- n

n " ,96 ’ ,78 -- _- n
" " 12,35 14.39 18.14 -- -- "

" " 11,42 13,13 16,54 -- —- "

" " 11,25 12,90 16,26 0,9820 14,70 sin arrastze
" " 10,86 12,48 15,73 0,9820 14,20 "

" " 5,17 5.99 7,54 0,9910 6,40 "

" " 10,93 12.53 15.79 0,9817 14,48 "

" " 1961 12,50 15,37 0,9820 14,40 " á 163
" n 10,49 12,32 15,29 0,9820 14,20 "

" " 10,94 12,57 15,84 0,9820 14,20 "

" n 9,78 11,21 14,13 0,9825 13,72 "

" " 11,13 12,40 15,63 0,9815 1.4.68 "

" " 1,49 1,71 2.16 0,9977 1,54 "

" " 10,61 12,15 15,31 0,9820 14,40 " á 16k

" " 11,36 13,06 16,45 0,9811 14,94 "
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257,0 10,56

" 10,71

n 11,04

w 10,77

"b 10,13

" 11,00

" 10,37

" 10,01

n 10,20

" 10,20

" 10,21

w 10,09

" 10,30

" 10,11

" 9,95

" 8,77

" 8,74

" 9,71

" 9,07

" 10,24

" 9,78

" 10,31

" 9,31

" 3,60

" 9,88

" 10,35

l
U\ .1.

I

O

Alcoh.caicul.

1"

12,13

12,31

12,65

12,38

11,65

12,65

11,92

11,51

11,73

11,73

11,74

11,60

11,86

11,63

11,44

10,08

10,05

11,17

10,43

11,78

11.34

11,86

10,70

4,14

11,36

11,90

á1.52

Dens.nolac.
alcohólica

0,9828

0,9826

0,9817

0,9828

0,9836

0,9822

0,9831

0.9832

0.9833

0,9829

0,9830

0,9823

0,9828

0,9824

0,9826

0,9842

0,9847

0,9832

0,9841

0,9830

0,9838

0,9836

0,9845

0,9938

0,9837

0,9829

I"a1 I

A1coh01 deducido

13,50

13,83

14,60

13,44

12,89

14,01

13,16

13,06

12.97

13.34

13,25

13,91

13.44

13,82

13,63

12,14

11,68

13,06

12,23

13,25

12,50

12,69

11,86

4,29

12,59

13,34

Observaciones

sin arrastre
á 168

á 162

á 168
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113

r:o \
¡o H
m 3.3

o ap o
cn sd
o NE 4

14 257,0
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l
m p

l

Gozpes;do gr/loo

10,14

10,31

2,51

9.34

9,52

9,72

10,39

10,31

10,43

10,69

Alcoh.calcu1. gr/IOO

¡.0 ¡.1 . 0‘ 0‘

11,89

2,88

10,74

10,95

11,18

11,95

11,86

11.99

12,29

envolumen
Dens.scluc.

alcoh.á152

0,9832

0,9830

0.9956

0,9845

0,9836

0,9841

0,9831

0,9833

0,9828

0,9826

Alcohol deducido

13,06

13,25

3,00

11,86

12,69

12,23

13,16

12,97

13.44

13,63

Observaciones

sin arrastre



2.- Curvas de fermentación.

Las curvas representativas del poder de fermentación

estudiado en el capitulo anterior las hemosconstruido sobre un sis­

tema de coordenadas, tomando en las ordenadas el peso de 002 (gr),

deducido por la pérdida de peso del mosto en fermentación, y en las I

abscisas los intervalos de tiempo, de 24 en 24 horas, durante 20 dias

pues al final de estos las variaciones son ya despreciables.
Observandolas curvas se nota que las levaduras de los culti­

vos:-1-2-3-4-5-6-7-11-12-13-26-31-33-50-51-52-53-55-56-57-58-59-61­

62-63-64-67-68-71-72-75-81,alcanzan el máximode desprendimiento de

002 al segundo dia para decrecer luego rápidamente; son levaduras de

fermentación rápida.

En cambiopara las levaduras de los cultivos: 8-9-10-14-24­

25-34-43-47-48-49-54-66-79, es mayor el desprendimiento de 002 al
tercer dia; la fermentación es más lenta.

Algunas de S. ellipsoideus comolas correspondientes

a los cultivos,2-3-4-5-6-7-8—9-lO-ll-l2-13-l4-24-25-26-31-34-43-45­

4B y 52 han evidenciado ser excelentes fermentadoras, elaborando más

de 14 fi de alcohol en volumen, al cabo de un mes de actividad y a

temperatura de 282, rendimiento próximo al teórico, deducido del

grado azucarino del mosto, 257,0 gr/l. o sea 142 Bé. Producen un de­

pósito compactode coloración marrón, dificil de desprender del fondc

v un vino muy limpido.udel recipiente,
Las levaduras de los cultivos, 6-7-95—97-lO2-103-lll-113,

son de fermentación rápida (ver curvas), clarifican muybien, pero

el depósito se dispersa fácilmente por agitación, enturbiando el li­
quido.

Hayíïííg7que producen un bouquet característico, pronunciado,
comolas levaduras de los cultivos,43-75-52—95 y 97g algunas son
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de menor rendimiento alcohólico pero debidamente aseoiadas a las an­

teriores puedenmejorar las cualidades de los vinos.

Las levaduras del tipo mycodermaproducen fermentación muy

débil (1,5 fi de alcohol) y acetifican rápidamente el liquido, entur­
biándolo uniformemente y comunicándole un aroma penetrante que re­
cuerda la esencia de banana.

Las levaduras del tipo pseudoscoharcmyoes son tambien de fer­

mentación débil; elaboran de 3 á 4 fi de alcohol; no elarifican bien

y dan poco depósito, fácilmente dtspersable por agitación.

Entre las levaduras del tipo torula las hay que producen

hasta 5 y 6 fi de alcohol, poco depósito,liquido turbio; algunas de

estas razas comunican al vino un aroma pronunciado.

3.- Resistencia al alcohol.

Es un hecho por demás conocido que la actividad fer­

mentativa de las levaduras se modifica rápidamente por el alcohol

elaborado, el cual constituye en ciertos limites un tóxico paralizan­
te.

Experiencias realixdas por Rdhling seialan al pseudoaaccharo—

mycescomola levadura vinica menosresistente al alcohol; sin agre­

gado de alcohol, para una célula sembreda en mosto, al fin del proce­

so fermentativo, habia 514 células; en mosto con 2,86 fi de alcohol,

182 células; y sólo 88 células en mosto de 4,62 fi de alcohol inicial.

El pseudcsaocharomyces es de los géneros más sensibles a la

acción de este antiséptico y el S.ellipsoideus el másresistente,
siendo de resistencia intermedia el S. intermedias.

La determinaciónde la resistencia al alcohol resulta de

capital interés para los casos de vinos de alta graduación alcohó­
lica.
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Para realizar esta experiencia procedimosde acuerdo a las indicacio­

nes dadas en los métodos generales de investigación, sembrandolos

cultivos en mcstos con pr0porciones crecientes de alcohol y exami­

nándolos cada 24 horas. Los resultados quedan consignados en el cua­

dro siguiente:

Resistencia a1 alcohol de las levaduras aisladas
Entre 2 y 3 días

Fermentan3cultiros21-4;É-6-7-8-9

g10-11-12-13-14-25-26-31-35-34-45

Z48-49-50-51-52-53-54-55-56-57-58

i59-61-62-63-64-66-67-71-72-75-81
ï82-83-94-95-102-103-111-113.

irormanvelo;cultivos:16-39-96.
‘Formanpelícula;cultivos: 17-18­
19-27-29-32-35-36-40-88-89-90­

‘92-93-96-98-99-106.

5.5%

.Fermentanscultivos:1-4-5-6-7-8­
9-10-11-12-13-14-25-26-31-33-34

45-47-48-49-50-51-52-53-54-55­

56-58-59-61-62-63-64-67-68-71­

75-81-82-83-94-95-102-103-111­

113.

Formanvelo;cu1tivosgl6—39-96.

Formanpelicula;cultivos:l7­
18-19-29-99-27-35-36-40-89-90­

92-93-98-88-106—107.

Entre 4 y 7 días

Fermentan;cult1vos:2-3-23-24-43-47
70-79-97-112.

4Formanvelo seco y fermentangculti

vos:16-17-18-19-35-39-40-88-89-92­

96-99-105-106-107.

Formanpelícula y fermentansculti­
vos:20-21-22-32-38-69-73-74-76-77­

78-90.

Forman velo mucoso y fermentan;

cultivos:28-90-91-98-109.

'No fermentan;cultivos:37-41-42-44
86-87-100-108.

Fermentangcultivos:2-3-23-24-43-47
70-79-94-112.

Formanvelo seco y fermentan3culti

vos:16-17-18-19-35-36—40-88-92-96­

99-105-106-107.

Forman velo mucoso y fermentan;

cultivos:29-28-90-91-109.

Formanprlícula y fermentangculti­
vos:27-32-38-70-72-73-74-76-77-78­

93.
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7.8 fi

Entre 2 y 3 días

Fermentan;oultivos21-4-5­
6-7-8-11-12-13-23-25-26-34-43­

48-51-52-53-54-57-58-59-61-62­

63-64-66-67-71-75-82-94-96-102

1m3-31-33.

Formanvelo secogcultivoszló-gó

Formanpelícula¡cultivosgl7-18­
19-27-35-39-40-88-89-92-93-98­

99-106-107.

11 fi

Fermentan;ou1tivos:1-5-6-7-12­
14-26-31-33-51-52-54-59-61-62­

63-66-67-71-75-95.

Formavelo;cultivo: 16

Formanpelícula;cult1vos:l7-39
88-90-96-99-106.

.l__; Entre 4 y 7 días

ÏFermentan¡oultí;ós:2-3-9416;14­

g24-45-49-50-55-56-68-72-79-81-83­

%97-103-111-112.
¡Formanvelo y fermentanycultivos;

l7-18-19-36-39-40-28-91-99-105­

2106-109.

‘Formanvelo y no fermentan;culti­
vos:35-70-88-89-92.

Formanpelícula y fermentahgcul­
tivost27-38-69-74-76-77-78-93-98.

Forman película y no fermentan;

_cultivos:20-21-22-32­

ENofermentan30ultivos:37-41_42­
44-47-86-87-100-108-110.

Fermentan;cult1vos:73-78.

Formanvelo y fermentan;cult1vos:
lG-l7-lg-36-39-89-96-106.

nFormanvelo y no fermentan;cu1ti­

vos:18-32u40—88-92-105.

Formanpelícula y fermentan5cul­
tivos:27-29-38-93-98.

Nofermentan30ultivos:2-3-4-8-9­
10-11-13-20-2l-22-23-24-26-32-34­

35-43-41-42-44-45-47-49-50-53-55­

56-57-58-60-63-65-64-67-68-48-70­

72-74-79-80-81-82-83-86-87-91-97­

100-102-103-108-109-110-111-113v

112.
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En mosto de uva al 4 fi de alcohol,después de 24 horas, ningún cultivo

ha determinado la fermentación. Transeurridas 48 horas, observamos
franca fermentación en los tubos de los cultivos: l-4-5-6-lO-11-12

25;;33-52-31-53-55-56-61-62-63-71-72-81-82-94s forman velo las leva­

duraszl6-39-96; otras del tipo mycodermay del tipo torula forman pe­
lícyla.

A los 7 días no fermentan las levaduras del tipo pseudosacchar

romyces y 1a 100 del tipo mycoderma.

En concentración de 5,6 %de alcohol, a los 7 días no fermen­

tan la mayoría de las levaduras del tipo torula, algunas del tipo
mycodermay las del tipo pseudosaccharomyces.

En concentración de 7,8 fi, pocas levaduras del tipo mycoder­

ma y del tipo tovula forman velo o película y fermentan, otras sólo

forman velo o película.

A ll %,algunas levaduras del tipo mycodermay del tipo toru­

la forman velo o película y fermentan, otras del tipo mycodermasola­

mente velo. Muchaslevaduras del tipo ellipsoideue, intermedius, pseu

dosacoharomyces no fermentan a los 7 días.

En concentración de 15,4 fi de alcohol a los 7 días y más

ninguna levadura produce fermentación franca; solamente algunas razas

del tipo ellipsoideus enturbian débilmente el líquido, forman un pe­

queño depósito y deSprenuen muy poco C02; estas son las correSpon­
ientes a los cultivos: 6-8-9-14-31-52-55-61-b4-81-112.
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4.- Resistencia al anhídrido sulfuroso.

En los mostos, el 802, posee una pr0piedad tóxica para los gérmenes

nocivos de la fermentación constituyéndose asi en agente de selección

para las buenas levaduras.
Por otra parte su empleo en la vinifioación se extiehde de

dia en día, sobre todo en años que por sus condiciones climatéricas

excepcionales resultan desastrosos para la madurez de la uva, de por

si tan prOpensaa fermentaciones extrañas y al desarrollo de toda cla

se de gérmenes cgmprometedores de las bondades y de la conservación
del vino.

El 802 contribuye ademása la precipitación de las substan­
cias pécticas, gomosasy terrosas de los mostos, favoreciendo su cla­
rificación; pone en libertad muchosácidos orgánicos y esPecies cro­

mógenasdel hollejo, aumentandoen consecuencia la acidez fija de los

vinos y enriqueciéndolos en materias extractivas.

Agregado a un mosto en dosis conveniente, como lo com­

prueba con sus experiencias I. Ventre, obstaculiza la vitalidad de
las malas levaduras convirtiéndose comodecíamos arriba en un medio

excelente de selección.

El tipo de levadura menosresistente a este antiséptico
es el pseudosaccharomyces; la resistencia es mayor en los tipos S.

intermedius, mycodermay torula, siendo máximaen el tipo S. ellip­
soideus.

Linossier sostiene que el mycodermavini es el tipo mas re­

sistente al 802; J. Ventre ha demostrado que con frecuencia en mostos

de uva muyácidos y con dosis de antiséptico muyelevada, el S. ellip

soideus afecte la forma de mycoderma, formando anilo 6 velo.

Resulta muydifícil establecer en un mosto la dosis parali­
zante de 802; casi todos los autores indican cantidades distintas;



dependiendo éstas de las condiciones físicas y químicas de cada mos­

to, los ensayos deben ser necesariamente regionales.

La acción tóxica del 802 depende de varios factores que vamos
a detallar:

12 El medio: es sabido que el 802 puede combinarse lábilmente con los
azúcares aldehidicos y cetónioos; comoúnicamente el 302 libre tiene

prOpiedades tóxicas, podemosdeducir a priori que para enmudecer a

un mosto la dosis necesaria será tanto mayor cuanto mayor sea el tent

en azúcar del medio ensayado.

22 Vitalidad de las levaduras: La dosis paralizante para cada espe­

cie de levadura es función de la vitalidad de la misma, siendo por

tanto más resistente la que presenta mayorvitalidad.

38 TemperaturagEn las mismas condiciones de medio y con idénticas

dosis de 802, la levadura inicia más prontamente la fermentación,
cuanto más baja sea la temperatura; a temperaturas relativamente al­

tas el mosto se empobrece más rápidamente en 802.

El 802 suele usarse comoantiséptico en varias formas: el

proveniente de la combustión del azufre; el 802 líquido más controla­
ble pero con la desventaja de requerir medidores especiales; y el
metabisulfito de potasio, que se expandeen pastillas de color blan­

co, cuyo rendimiento en 802 es teóricamente del 57 f (en práctica el
50 fi). Su manejo y control son muy sencillos.

La dosis de 802 para inmñvilizar un mosto por 48 horas es, se­

gún varios autores, la de 5 á 7 gr. por H1.

Sembramoslas cepas aisladas en el medio descripto en los

capitulos anteriores, observando la fermentación a las 24, 48 y 72

hora, y a los 4 y 7 días.

Los resultados pueden verse en el cuadro siguiente:
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Planilla de resistencia al SOp

las 24hs.

-(0­

Cultivos que fermentan a:

las 48 hs.

1-2-3-4-5-6-7-8-9-10­
11-12-13-14—23—24-25—

26-31-32-33—34-35-37­

43-45-46-47-48—49—50—

51-52-53-54—55—56-57—

58-59-61-62u63—64-65­

68-69-7l-72-73-74-75­

76-78-81-82-83-86-94­

95-97-103-108-111.

1-2-3-4-5-6-7—8—9-10­

11-12-13-14-23-24_25­

26-31-33-34-43-45-49—

50-51-52-53-54-55-56­

57-58-59-61-62-63-64­

65-68-69-72-73-74—76­

78-81-82-83-94-97-111

las 72 hs.

16-17-18-19-20

21-27-28-29u35

38-39-41-42-66

67-70-77-86-87

90-91-93-96-98

99-102-106-109

113.

16-17-18-19-20

27-28-29-32­

35-37-38-39­

41-42-46-47­

48-66-67-70­

71-77-86-87­

96-99-102-103

106-108-105­

109-113

4 días

22-79­

89-112

21-22­

79-89­

98-112

7 días

36-40-44­

88-92-100­

105-110.

36-40-44

88-92-100­

110.



02
r/Hl.

3,99
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Cultivos que fermentan a:

las 48 hs.

l-2-3-A-5u6—7-8-9»10­

12-13-23-24-25-26-31­

33-43-49-51-52-53-54­

55-56-57-58-59—6l-62­

63-64-65-68-69-72-74­

76-81-95-97-111.

1-2-3-4-6-7-9-10-12­

13-24-25-26-33-43-51

52-53-54-55-56-57-58

59-61-62-63-64-72-75

76-81-94.

las 72 hs.

11-14«16«17—18«

19-28-29-34-37­

38-39-41-42-45»

46747-48—50-66­

67-70-71-73-77«

78-82—83—86-87­

90-91-95-96-103

113

5-8-11-14-16­

17-19-23-31-34

39-49-50-65-68

70-69-71-74-78

82-90-91-95-96

97-111-113.

99-102­

106-108

109.

18-20-29­

35-38-48

21-37-41

42-45-46­

47-66-67

73-77-83

86-87-89

109.

7 días

36-40-44­

88-92-98­

100.105­
110-112.

22-36-40­

44-27-28­

32-79-88­

92-93-98­

99-100-102

103-105­
108-110­

112.
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Observandolas tablas deducimos que ¡un hasta deSpués de transcurri­

das 24 horas ninguna levadura habia iniciado la fermentación.en los

mostos ensayados. A concentraciones bajas de antiséptico, las leva­

duras del tipo pseudosaccharomycesquedan inactivadas hasta por tres

días; las levaduras del tipo intermedius y del tipo mycodernason

más resitentes y sólo a concentraciones de 8,5 gr/Hl. de SO2son pa­
ralizadas por 2 6 3 días. A concentración de ll gr/Hl. ninguna de

las levaduras de los tres tipos nombradosinicia la fermentación
hasta los 4 6 7 días.

La mayoria de las levaduras del tipo ellipsoideus en los ca­

sos experimentados han demostrado actividadza las 48 horas, poniendo

en evidencia su mayorresistividad a dicho antiséptico.

5.- Sabor y bouguet.

El buen vino lo da la buena uva, la más armónica en su

composición, dice Magistocchi.

Afirma Rosenstiehl en cambio, en uno de sus notables tra­

bajos, que si bien la naturaleza del aroma depende de la uva, su in­
tensidad es función de la levadura. Esta obraría no solo sobre el

azúcar para transformarlo en 002 y alcohol, sino tambien sobre otras
substancias de la uva, cierta especie de glucósido, al que llamó

anthóforo; la levadura anthógena segrega una distasa específica capaz
de actuar sobre aquél; los productos odorantes de su desdoblamiento

intensifican el bouquet.
Las levaduras no son anthógenas indiferentes, esto es, no

obran sobre cualquier anthóforo; su acción es específica para deter­

minado ¡Milá glucósido.

En consecuencia, aunque el bouquet de un vino depende de

los principios aromáticos de la uva y de los ésteres, aldhidos, áci­
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dos y alcoholes elaborados en el porceso fermentativc, con todo, cada

levadura, por una actividad que le es prOpia, aporta un aroma carac­
terístico.

_Nosiempre existe una prOporoión entre la cantidad de ésteres

formados y la de ácidos y de alcoholes presentes; algunos ésteres son

producidos directamente por la levadura. Por lo tanto será posible

con un mismomosto obtener, hasta cierto limite, productos distintos,

por la acción de diversas levaduras.
Pero es evidente que será imposible modificar fundamental­

mente el aroma de vinos elaborados con uvas Moscatel, Barbera, Refos­
co e híbridos Americanos(Filadelfia), pues las substancias odorantes

de las mismas son extraordinariamente penetrantes y aunque en parte

se destruyen durante 1a fermentación, pasan en cantidad al vino; el

débil aroma aportado por la levadura no influirá mayormenteel el

bouquet definitivo.

Tampocodebe olvidarse que el añejamiento trae consigo una

mejora en las caracteristicas organolépticas del vino, proceso lento
de esterificación y oxidación que se ha intentado acelerar por ozoni­
zación, por conservación en recipientes porosos de madera, etc.

Empleandoun sólo tipo de levadura se obtienen vinos con

bouquet muy simple e incompleto; de aqui la conveniencia de hacer in­

tervenir en la fermentaciónvarios tipos diferentes.
Hemoscomprobado en el curso de nuestraSJexperiencias

que las levaduras del tipo intermedius (cultivos: 71-75-95-97-102-103)

comunican al vino un bouquet pronunciado; muycaracterístico que lo

distingue perfectamente del elaborado con otros tipos de levaduras.

Algunas cepas del tipo ellipsoideus (cultivos: 34-45-49-52-81—83)

determinan un aroma suave pero menos pronunciado.

Asociando varias especies de levaduras hemos conseguido vinos
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de sabor más completo y agradable que en el caso de vinificar con

un sólo tipo de levadura.

6.- Sedimentaciónv clarificación.

Unade las cualidades apreciadas en los vinos es su bri­
llantez y tranSparencia cristalina; un vino no bien clarificado pier­

de muchode su valor y no puede terner aceptación en el comercio.

Es indispensable en toda vinificalión racional preparar

un pié de cuba con levaduras seleccionadas que naturalmente clarifi­

can bien y forman un depósito compacto y de rápida sedimentación.

Entre las especies de levaduras aisladas y estudiadas en

este trabajo, enoontrambs las del tipo psedosaccharomyees de poco ­

rendimiento alcohólico que comunicanal vino una turbidez persistente

y uniforme; durante su actividad la sedimentación es muylenta y el

depósito formado no es compacto, dispersándose fácilmente por agita­
ción.

Otro tanto puede decinse de las levaduras del tipo myooderma;

éstas originan además un velo grueso y Opaco que desprendiéndose de

la superficie cae en cOposal fonlo del recipiente con el consiguien­
te enturbiamiento del liquido.

Las levaduras del tipo torula de mayor rendimiento alcoh­

ólico que las anteriores, sin embargono fermentan totalmente el mos­

to, conservando éste un sabor azucarado empalagoso; son levaduras de

sedimentacióny clarificación defectuosa.
Las levaduras del tipo ellipsoideus, al terminar la fermen­

tación tumultuosa dejan un depósito abundante, bien consistente que

no se dispersa fácilmente por agitación pero si se eleva en forma de

nubarrones que caen luego clarificando rápidamente al líquido.
Las levaduras del tipo intermedius, clarifioan notablemente
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al liquido, pero el depósito formadodurante el proceso fermentati­

vo no es compactoy se dispersa fácilmente enturbiando la masa li­

qñida.

En consecuencia las levaduras del tipo ellipsoideus son las

más indicadas para preparar el pié de ouba y lagrar por su especial

actividad una excelente sedimentación y olarificaoión.

VIII CLASIFICACION DE LAS LEVÁDURASEETUDIADAS

1.- Sistemática de las levaduras
En la clasificación de las levaduras aisladas, hemosseguido las nue

vas sistemáticas de Stelling-Dekker y de Lodder, autores de indiscu­

tible autoridad, quienes en trabajos monográficosespeciales han re­
oOpilado, adaptado o modificado en parte, todos los estudios reali­

zados hasta hoy sobre el tema.

Ya sea con métodos prepios, ya modificando levemente los

mtodos clásicos, han dado un carácter más racional a la sistemática
de las levaduras.

Haremosun breve resumen de la clasificación publicada por
los mencionados autores.

Stelling-Dekker reune las levaduras esporuladas en la familia

de las "Endogloetaoeae",con los caracteres sigubentes: son levadura
que forman micelio, pseudomioelio, oidios o conidios, presentándose

Juntos cmseparados; se multiplican por división o por brotación; los

ascos se originan partenogenetioamente o después de una capulaoión

iso o heterogámica; las ascosporos son de forma redonda, hemiesfé­

rica, triangular, falciforme o en forma de husos, de superficie lisa
rugosa o rodeada por un anillo; a esta familia pertenecen las eSpe­
cies oxidantes y que producen fermentación alcohólica.



A su vez el autor divide a la familia de las Endomycetaceaeen 4
subfamilias:

A.1 Eremascoideae; células que crecen solo.por micelio; se multipli­

can por división; eSporulan deSpués de una capulación isogámica; los

ascoa poseen de 4 á 8 ascosporos en forma de galerita; comprende el
únicogénero...............................l Eremascus-Eidam.

B.- Endoglcoideae; levaduras que forman micelio con cnnidios o solo

oidios; se multiplican por división; eSporulan, unas deepués de co­

pulación iso o heterogámica, otras pertenogenéticamente; comprende

dos géneros:

a. Levaduras que forman micelio y oidios; esporulan previa cOpulación

heterogámica o partenogenéticamente.......2 Endomyces-Reess

b. No forman micelio pero si oidios; eSporulan previa cOpulación
iSOgámiOa-oou........o......o............o3

.01:

C.- Saccharomlcoideae; células que crecen por medio de micelio con

conidios o por sola brotación; se multiplican por división o brota­
ción bipolar; eSporulan previa cOpulación iso o heterogámica, o par­

tenogenéticamente; forma tres tribus:

I. EndomchQSeae; las células crecen por medio de micelio con coni­

dios; se multiplican por división y por brotación; las esporas se
forman deepués de una cOpulaoión isogámica o partenogenéticamente;

comprende un único género de células que crecen por medio de micelio

con conidios y a veces oidios; los ascOSporos se forman previa copu­

lación isogámica o partenogenéticamente; las caporas son de forma

hemiesférica, oval o falciforme de superficie lisa, rugosa o rodea­
dos por un anillo; género.............4 Endomycopsis-Dekker
II. Saccharogzcetea ; levaduras que crecen sin micelio; se multipli­
can por brotación, a veces producen pseudomicelio; esporulan parte­



nogenéticamente o previa copulación iso o heterogámioa; esta tribu

oonprende seis géneros:

1) Levaduras de forma redonda o alrgada; a veces producen pseudomi­

oelio; esporulan partenogenéticamente o previa capulaoión isogámioa.
.........................................5 Sacoharomyces(Ieyen)Reess
A su vez este género oonprende dos subgéneros:

a. Células que esporulan partenogenéticamente...Saccharomyces s.s.

b. Células que e3porulan partenogenéticamente y por copulación iso o

heterogámioa............................Zigosaccharomyces
2) Levaduras redondas que e3porulan, habiendo vestigios de capulación;

las esporas son de superficie lisa........6 TorulOSpora—Lindner.

3) Levaduras avales y alargadas con formación de pseudomicelio; eSp0—

rulan partenogenátioamente o previa cOpulaoión iso o heterogámica;

las esporasson hemiesféricas, irregulares y angulosas o en forma de

galerita; de fermentacióndébil o nula; no asimilan nitratos.....
..........................................7 Pichia-Hansen
Conprende dos subgéneros:

a. Levadurasde esporulación partenogenética......Piohia s.s.
b. Levaduras de esporulación partenogenética o cOpulaoión iso o hete­
rogámíca..........................................Zig0pich1a
4) Levaduras ovales o alargadas con formación de pseudomioelio; espo­

rulan partenogenéticamente; esporas en forma de galeritas, ovales y

achatadas o en forma de Saturno con línea saliente; fermentan enérgi­

camentey asimilannitratos...................8 Hansenula-Sydow.
5) Levaduras en general redondas, tambien ovales; a veces producen

pseudomioelio; esporulan por cOpulación isogámica pero más frecuente­

menteheterogámica;las esporas son de superficie rugosa...........
I.OOOOOOIOOOOOOOOOODOOOOOOOOOOOUIOOOO.G.9
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6) Levaduras ovales;con vestigios de copulación; esporas redondas,

de superficie rugosaconun anillo saliente............
....... . . . . . . . . . . . . . . . . . ..............10 Sohwanniomyces-Klüoker.

III Nadsoniae; levaduras que a veces forman pseudomicelio; se mul­

tiplican por brotaoión bipolar con base más o menos ancha; esporu­

lan partenogenéticamente o previa ooPulación heterogámioa; esta tri.

bu comprende tres géneros:

l) Lecaduras en forma de limón; esporulan partenogenéticamente; es­

poras redondas,que capulan al germinar...ll Saoeharomyoodes-Hansen.

2) Levaduras en forma de limón; esporulan partenogenéticamente; es­

poras redondas, generalmenteen formade galeritas..........
.........................................l2 Hnseniospora-Zikes
3) Levaduras de forma ovalada o de limón; esporulan después de la

capulaoión de una célula madre con su brote; de la zigota resulta

un segundo brote del que se forma luego el asco, conteniendo una

ascosporo;esporas redondasy de superficie rugosa.............
OCOOOIOOOCIOOOI¡OOOIOOOOI0.0.0.0.0000000013

D.- Nematosporoideae; levaduras oon varios brotes; producen mioelio

esporulan partenogenétioamente o previa cOpulaoión isOgámioa¡ eSpor

finas y alargadas o en forma de hoz con una prolongación fbliforme;

comprende tres géneros:

l) Lavadoras ovales; esporulan partenogenéticamente; esporas largas
y finas; una por cada asoo..............14 Monosporella-Keilin.
2) Levaduras ovales, irregulares y alargadas formandomioelio; es­

porulan partenogenétioamenteg esporas alargdas con una prolongación

filiforme; 2 á 8 por asoo...............15 Nematospora-Peglion.
3) Levaduras redondas y ovales; esporulan previa cOpulación isogámi.

ca; esporas alargadas; 8 por asoo.......16 Coccidiasous-Chatton.
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Lodder divide a las levaduras anascosporógenas o no esporuladas en

tres grandes familas:

A.- Neotarogxcetaceae; comprendea las levaduras que forman oonidios.

B.- Torulogsidaceae; levaduras que no forman conidios y no contienen

pigmentos de naturaleza oarotinoidea; comprendedos subfamilias:

I. TOIulOpBOidBEB;levaduras que se multiplican por brotación, sin

o solo con pseudomicelio rudimentario, pero no producen aparato espo­
rífero.

Incluye el autor en esta subfamilia los género encontrados

por Cifferri y Redaelli en 1929 y 1930, y los géneros TrigonOpsis,

MycodermaPersoon, Klockera, EutorulOpsis y ToruloPsis.

II. MIcotorulerae; levaduras que forman un pseudomicelio y poseen

un aparato seporífero

0.- Rhodotorulaceae; organismos que se multiplican por brotación;

elaboran un pigmentorojo o amarillo de naturaleza carotinoidea (di­

ferencia con la subfamilia Torulopsidaceae); no forman blastosporos;
no fermentan o solo fermentan débilmente hidratos de carbono.

La monografía de Lodder solo contiene la descripción de las

cepeoies de la subfamilia TorulOpsoideaa (:TorulOpsideae de Cifferri

y Redaelli) y de la familia Rhodotonulaíeae.

Finalmente Cifferri y Redaelli en el año 1930-1931 y 1935 (41) t42)

(43) describen diversas especies de la familia TorulOpsidaceae in­

cluyendo representantes de esPecies de la subfamilia Mycotoruleae

(= Mycotoruloñdeae Lodder).
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2.- Dewctipción de las especies estudiadas.

Estableciáas pues las caracteristicas morfológicas y fisiológicas de
las levaduras y sigiuendo la sistemática de los autores mencionados

en el párrafo anterior, las hemosagrupado en tres grandes familias:

la. Endo cetaceae, Stelling-Dekker (:Saccharomycetaceae,GuilLermond)

que comprende a las levaduras eSporuladas.

LaSWÉSporuladas comprenden dos familias:

2a. Torulogsidaceae,Lodder

3a. Rhodotorulaceae,Lodder

la Familia: Endomxcetaceag

Estas levaduras no forman mñcelio ni pseudomioelio, conidios

ni oidios; se multipliaan por brotación; forman ascos esféricos par­

tenogenétioamente; de fermentación muyactiva. Las levaduras vinicas

aisladas correspondientes a este familia podemosincluiclas en la

sbfamilia de las Saccharoglcoideae que crecen por medio.de micelio o

por sola brotación; se multiplican por división o por brotación bi­

polar; esporulan previa capulación iso o heterogámica o partenOgené—

ticamente; tribu, Saooharomcetae, levaduras que crecen sin micelio;

se multiplican por división o por brotación; las eSpores se forman

desPués de una c0pu1ación ¿Sogámica o partenogenéticamente; género,

Saccharo ces, levaduras de forma redonda, oval o alrgada; a veces
producen pseudomicelio; esporulan partenogenéticamente o previa c0pu­

lación isogámica; sbgénero, Saccharomycess.s. (sensu stticto), levas
duras que esporulan partenogenéticamente.

En este subgénero hemos podido diferenciar des especies:

a) Saccharomxcescerevisigg. variedad ellipsoideug{Hansenx Stelling­
Dekker.

Son células de fprma oval o elíptica; se multiplican por
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brotación; no utilizan nitratos comofuente de nitrógeno ni alcohol

etílico comofuente de carbono; no licúan la gelatina; producen en

los mostos fermentación muy activa; en agar de mosto de malta se

desarrollan en estria muyelevada, brillante, húmeda,de consisten­

cia cremosa y coloración blanquecina; la colonia gigante es elevada,

con estrías radiales y pliegues concefitricos tenues; en bloque de

yeso forman de dos a cuatro esporas pero con dificultad y solo des­

pués de 6 á 7 dias; fermentan glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa

y dábilmente rafinosa; no fermentan melibiosa; son levaduras de alta;

muyresistentes al alcohol y al 802.
Pertenecen a esta especie las levaduras de los cultivoszl-2-3-4­

5-6-7-8-9-lO-ll-12-13-l4-24-25-26-31-33-34-45-47-48-49-50-51-52-53­

54-55-56-57-58-59-60-6l—62-63-66-67-68-72-79-81-82-83-95-111-113.

Stelling-Dekker sostiene que no existen diferencias funda­

mentales para separar la especie S.ellipsoideus de 1a especie S.ce­

revisiae; las variaciones son de orden puramente morfológico, por lo

cual denominaa estas levaduras S.cerevisiae, varidad ellipsoideus.

Por nuestra parte en le cepas aisladas, encontramospre­
ponderantemente las formas ovales del tipo S.cerevisiae, pero en ­

ningún caso bajo la forma clásica de S. cerevisiae, descrita por los
autores, formando cadenas de 2 6 4 células; esta diferenciación mor­

fológica nos ha inducido a incluirlas sin excepción en la especie
ellipsoideus.

b) Saccharogxces intermediusyHansen,(S. pastorianus II)
En esta especie predominanlas formas elipticas o cilíndri­

cas alargadas, mezcladas con ovales pequeñas; en agar de mosto de

malta forman estria muybrillante y húmeda, de bordes lisos; en su

comportamientofisihlégico son muysemejantes al S. ellipsoideus.

diferenciándose en que esporula rápidamente a las 24 ó 48 horas,



,4):

predominandolos aseos con tres y cuatro esporas; son de menor efi­

ciencia fermentativa y menosresistentes al alcohol y al 302.
Hemosreunido en esta especie las levaduras de los cultivos:

64-71-75-94-102-103.

2a.?amilia: TorulOpsidaceae

Las levaduras no esporuladas, que se multiplican por brotación, no

forman conidios y no contienen pigmentos carotinoideos, pertenecen

a esta familia, a la cual Lodder subdivide en dos subfamilias: 2923­

IOQsoideae y gycotoruloideae.

Las cepas aisladas por nosotros, pueden incluirse en la sub­

familia TorulOpscideae por no formar pseudomicelio ni verdaderos

blastosporos. Hemosdiferenciado tres géneros:

l) Klockera-Janke; células en forma de limón, ovales o largas, solas

o con brotes; después de tres dias en mosto de malta, células del

depósito en forma de limones o de salchichas; al fermentar dan una

película tenue, anillo y depósito; licüan la gelatina y sólo fermen­
tan glucosa. Las levaduras ailadas con estas características perte­
necen a la especie;

Klockera apiculata-Janke (= Saocharomycesapiculatus-Reess; Pseudo­

saccharomycesapiculatus-(Reenglvcker).
Son células de forma caracteristica de limón; se multiplican

por brotación; no esporulan; en agar de mosto de malta forman estria

poco desarrolladas de color marrón; no utilizan nitratos comofuente

de nitrógeno ni alcohol comofuente de carbono; licüan la gelatina;

fermentan débilmente la glucosa con desarrollo de pelicula superfi­

cial y anillo tardiamente; muypoco resistentes al alcogol y al 802;
son malas olarificadoras. Pertenecen a esta eSpecie las levaduras de
los cultivos: 37-41-42-86-87-108.
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2) Torulopsis-Berlese; organismos de forma redonda u ovales; se mul­

tiplican por brotación; noformanpseudomicelio ni blastosporosn; de

débil fermentación, produceh en los mostos un velo mucoso o película,

a veces anillo; hay especies que utilizan nitratos comofuente de

nitrógeno, otras no; especies que licfian la gelatina; en agar de mos­

to de malta formanestria brillante, húmedade consistencia pastosa,

de superficie lisa; las colonias gigantes son poco desarrlladas sin
estrías. Pertenecen a este género las levaduras de los cultivos: 20­
21-22-23-27-28-29-38-65-69-70-73-76-77-78-88-90-91-93-98-109-112.

3) ylcoderma-Persoon,Leberle¡células de forma variable, en cultivos
viejos alargadas,redondas y ovales, grasosas, vacías casi transparen­

tes, unidas por una base ancha y con frecuencia en cadenas; forman
en agua de papas un micelio rudimentario y blastOSporos poco desarro­

llados; desde el principio de la fermentación producen un velo seco,

Opaoo, amarillento que luego se pliega; sólo fermentan glucosa y oxi­

dan enérgicamente los ácidos orgánicos.

Las levaduras pertenecientes a este género las hemosinclui­

do en la especie, Excoderma vini-Desmazieres (= Saocharomyces myoc­

derma-Reess); no asimilan nitratos; en medio con alcohol etílico co­

mo única fuente de carbono forman una pelicula que trepa por las pa­

redes del tubo y dan un depósito blanco; no licúan la gelatina; oxi­

dan enérgicamente el alcohol a acético. Pertenecen a esta especie las
levaduras de los cultivos: 16-17-18-19-32-36-40-65-89-92-96-99-100­
105-106-107.

3a. Familia: Rhodotorulaceae

Comprendeel único género, Rhodotorula-Harrisgg; organismos que se

multiplican por brotaoión; elaboran un pigmento rojo o amarillo dd
naturaleza carotinoidea (diferencia con la familia de las TorulOpsi­
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daceae); no forman blastosporos ni aseos; no fermentan o débilmente
hidratos de carbono.

Las levaduras de los cultivos 44 y 110 parecen pertenecer a

1a especie, Rhodotorula minuta-Saito,Harrison (= Torula minute-Saito

Torulopsis minuta»(Saito)-Cifferri y Redaelli); son células de for­

ma elíptica, pequeñas; fermentan débilmente glucosa y sacarosa, for­
mandoanillo y depósito rojo a los 7 días; no lioúah la gelatina;

no utilizan nitratos comofuente de nitrógeno ni alcohol comofuente
de carbono.
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IX CONSIDERACIONES SOBRE EL ESEUDIO REALIZADO

Los elementos constituyentes del vino, aquellos que le comunican

sus cualidades caracteristicas, alcoholes,ácidos fijos y volátiles,
glicerol,aldehidos etc.,provienen de la acción de los microorganis­

mos de las uvas sobre el mosto, proceso que se denomina fermenta­
ción.

De unas mismas uvas pueden aislarse razas de levaduras buenas

fermentadoras, otras de poco rendimiento alcohólico, y muchas fran­

camente nocivas parque aportan al vino aromas extraños,aumentan

su acidez volátil disminuyendola fija y comprometensu clarifi­
cación.

Por tanto es necesario conocer las caracteristicas de los

fermentos de la región y favorecer en la medida posible la acción

de las unas e impedir la influencia perjudicial de las otras.
En muchosncasosse ha pretendido substituir los fermentos

naturales de las uvas por otros extrangeros de cualidades muyespEï

cifioas,pero los resultados no han sido siempre satisfactorios en
la industria de la vinifioación.

La levadura no lo es todo en la vinificación; existen otros

factores de primordial importancia que por desgracia han sido dese

cuidados por loa industriales cuyanos.
Ya Luis Casals en ei "Annuariox della Regia Stazione Enolo­

gica Sperimentale di Asti" (1938),escribia e este respecto que el
mosto por sus pr0piedades fisicas y químicas, por sus relaciones

con el ambiente y el cepaje del cual proviene, ejerce en el fer­
mento, la mismafunción que el suelo y el clima en las palntas.

Comohay climas y terrenos cuya naturaleza puede ser apta para una
determinada planta y no para otras, asi en los mostos hay factores
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que pueden favorecer la actividad de una raza de levadura y perjudi­
car la acbóón de otras. Por eso sembrar buenos fermentcs en un mosto

cuyas prepiedades no son prOpias a las necesidades de aquellas, no

significa lograr un mejoramiento en la vinifioaoión; en cambioesto

puede conseguirse seleccionando las levaduras en el mismomosto en

que han de sembrarse. Existe pues una adaptación natural de los fer­

mentcs al medio en que viven;

Por otra parte una raza sola de levadura no es susceptible de

dar a un vino todas las cualiddes organoléptioas que lo hacen agrada­

ble al paladar. Entre las especies de poco rendimiento alcohólico,

hay razas que apostan al vino un aroma espácifico y que asociadas a

las buanas fermentadoras contribuyen a la armonización del bouquet.

Se imponeel consecuencia el estudio de los'fermentos natura­

les de las uvas y de los mcstos de cada zona agricola para selecciona:

luego las mejor adaptadas y lasmgr0pias en la vinificación.
Esa ha sido la finalidad de este trabajo: aislar los tormentos

de las uvas de la provincia viticola por excelencia; estudiar su acti­
vidad e influencia en la vinificación; conocer algunas de sus carac­
terísticas industriales y presentar asi razas locales de relevantes
cualidades,para usarse comopié de cuba en una vinificaeión racional.

Resulta ridícula la pretensión de obtener un vino tipo Bor­
deaux,Bourgogne,Sauternes,Champagne, etc. con levaduras pr0pias de

estas regiones sembrándolas en los mostos de Mendoza, ya que las cua­

lidades del vino son fundamentalmente, comoya lo hemos indicadc,fun­

ción de las uvas, y estas del clima,de la constitución del terreno,
de la irradiación solar,de la hhmedad,delriego,etc. Es necesario en­
tonces preparar previamente la materia prima,es decir, cultivar el oe­
paJe propio de los vinos que desean elaborarse.

Racionalizando la vbnificación a base de levaduras aisladas
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de los prepios mostos, se lograrán vinos oaracteizados, de alta

graduación alcohólica, muyarmónicas y constantes en sus cualidad

organoléptioas y de segura conservación.

En nuestro pais no se ha practicado la vinifioaoión en b

se a levaduras seleccionadas sino en casos aislados y oon levadur

eztrangeras; por eso los desengaños se contaron por los ensayos.

Por fermentación natural de los mostos de Mendoza, el te

nor alcohólico alcanzado, oscila entre 12 y 14 fi en volumen. Teni

do en cuenta que las levaduras nocivas utilisan el azúcar sin des

doblarlo totalmente en 002 y alcohol, podemosconcluir que existe
en la región fermentos indigenas de buen rendimiento alcohólico y

qae si el producto no es constante esto se debe al predominio de
una levadura sobre otra en las diversas vendimias. I

Las experiencias realizadas por J. Ventre en 1904 evide

oian el distinto consumode azúcar para la producción de 1%de al

cohol por los diversos tipos de levaduras; en igualdad de oondici

nes el S. ellipsoideus consume17,5 gr.,término medio de azúcar p

grado de alcohol elaborado; el pseudosaocharomyoes, 21 gr.y el in

termedius 20 gr.

De aqui resulta que en la vinifieación debe tenerse en ou

ta esta acción fisiológica diferencial para favorecer por todos l
medios el desarrollo del fermento ellipsoideus.

Es Opinión corriente que el pseudosaooharomyoes predomina

naturalmente en las uvas y en los mostos al principio de la forme

tación; es más prolífico, produce aromas desagradables en los vi:

y muchaacidez volátil, y destruye algunos ácidos fijos comoel n

lioo y el tartárico ya de por si escasos en las uvas de la región

cuyana.

Martinard y Róhling, Iuller y Thugaudhan encontrado en la
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levaduras del género pseudosaccharomyces prepiedades capaces de per­

turbar y aún paralizar la acción del género S. ellipsoideus.

G. Iagistocchi atribuye a esta acción nociva del pseudosac­

charomyces la mala vinificación producida en MendOZael año 1916;

los vinos anormales, defectuosos y de dificil conservación fueron
muchos.

En las vendimias del año 1937 y del 1938 he observado perso­

nalmenteoon ayuda del microscopio los mostos frescos del lagar en

los primeros días de la fermentación,para constatar el hecho del

predominio del pseudcsaccharomyces, pero en la flora microbiana se

descubre raramente la presencia de tal fermento. Ademássometi en

la selección de laboratorio, las muestras de uvas y de mostos a las

mismasobservaciones, llegando a idéntica conclusión. Finalmente,de

las 100 y más cepas aisladas, solo 6 pertenecen a este género, todo

lo cual nos autoriza a sostener que en las uvas de Mendoza,y aún en

sus mostos, no predomina naturalmente, y que si en algunos años pu­

do atribuirse a su acción preponderante el desarrollo defectuoso de

la fermentación, no hay datos y observaciones que permitan sostener

esa afirmación; a mi entender se trata de una deducción analógica

con los casos similares ocurridos en EuIOpa. Oontodo, esta consta­

tación, no excluye la posibilidad de que en determinados años, y de­

bido a condiciones excepcionales del clima pueda ser verosímil,

aunque eso no sea lo ordinario.

Una viniíicación a base de pié de cuba con hóces de vinos

aunque óptimos es improcedente no obstante el aocstumbramiento al

302 de la flora microbiana de esas borras; ya que existen razas del
tipo torula y del tipo mycodermamuyresistentes, y capaces de pro­
vocar la fermentación hasta en mostos sulfitados con dosis parali­

zantes para algunas razas del tipo ellipsoideus, según hemospodido
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constatarlo en las exoeriencias realizadas (véase cuadro)

Indiscutiblemente el pié de cuba debe prepararse a base de

fermentos seleccionados, bien conocidos desde el punto de vista in­

dustrial, y mejor aún con la siembra de varias cepas que se comple­

mentan en sus funciones por el aporte cepecifico del sahor, aroma,

alcohol, etc.
Unicamentecon estas precauciones podrá ofrecer aesultados

satisfactorios el sistema de pié de cuba en la vinificación; de
otro modohabrá siempre sorpresas imprevistas y desalentadoras, co­

moya ha sucedidd repetidas veces, engendrando la desconfianza en­

tre los vinificadoree y el convencimientode la inutilidad de un

método racional, tan ventajosamente empleado en paises eurOpeos.
Otro tanto debemosdecir del sistema de vinificación llama­

do "super cuatro".

Si bien es cierto que los fermentos del tipo pseudosaccharo

myces en mosto con 4 fi de alcohol cesan en su actividad, tambien lo

es que algunas razas del tipo myoodermag del tipo torula, no son
paralizadas y desarrollan velo o pelicula, acetificando o modifican
do las cualidades de los vinos aún en mostos cuyo grado inicial de

alcohol es del 11 %,

El sistema de "super cuatro" es defectuoso; la selee­

ción que determina no alcanza a las levaduras más aptas y convenien‘
tes.

En la vendimia de 1938 hicimos algunos ensayos de fermenta­

ción con levaduras aisladas, reconocidas ya comobuenas fermentador

ras y acostumbradas al 802. Para ello procedimos en la forma si­

guiente: esterilizamos en frascos grandes, 2 litros de mostofres­
co, disolviendo en 61 una cantidad de metabisulfito correspondiente

a 5 gr/Hl. de 802,y sembramosluego la levadura tomada de un culti­
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vo sobre medio sólido, incubando a 282. Ordinariamente a las 24 horas

se inicia le fermentación; añadimosnuevas cantidades de metabisul­

foto para deterner la fermentación que se reinicia al cabo de algu­

nas horas, y repetimos la Operación por 5 6 5 dias para aumentar la

resistencia de la levadura a dosis elevadas del antiséptico; sembra­
mos luego esta levadura activa en unos 100 litros de mosto fresco

sulfitado; la fermentación tumultuosa era a las 24 horas muyenérgi­

ca, de menor duración que en los mostos testigos no sembrados, de

clarificación más rápida; los vinos obtenidos eran de mayorgradua­

ción alcohólica y de bouquet más especifico y pronunciado.

En el laboratorio hemosensayado inn nina!!! la influencia de
las levaduras del tipo pseudosaccharomyces,del tipo torula y del ti­

po intermedius, asociadas a las del tipo ellipsoideus, sobre la mar­
cha de la fermentación y sobre las cualidades del vino.

Realizada esta eXperiencia en muypequeña escala y con mos­

to de pasas de mi! uva no creemos pueda generalizarse a la gran in­
dustria los resultados obtenidos.

Es nuestro pr0pósito realizar este ensayo de fermentación,

asociando varios tipos de levaduras, con cantidades apreciables de

mosto fresco, para poder presentar a la industria datos experimenta­
les que pesulten de utilidad en el proceso de vinificación.
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I. CONCLUQIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten deducir
las siguientes conclusiones:

1.- la microflora de las uvas y de los mostos de la provincia de Mendo­

za estudiadas en este trabajo se componende formas correspondientes a

diversas especies, unas de apreciable valor en la vinificación, otras
de poca efectividad fermentativa, por sus funciones pueden aportar a

los vinos,cualidades organoléptioas especificas, y por último algunas
especies netamente perjudiciales.
2.- Existen levaduras del tipo Saccharomycesellipsoideus muybien adap

tadas al medionatural y de excelentes caracteristicas para una vinifi­
cación racional.

3.- La mayor parte de las levaduras de la especie nombradapermiten

iniciar la fermentación con mostoe muyconcentrados hasta de 30 y 35

grados Bé. obteniéndose vinos con 15%de alcohol, aunque estos vinbs

conservan un sabor algo azucarado por el desdoblamiento incompleto del
azúcar.

4.- Los cultivos: 2-3-6-7-8-9-10-11-12-56-111-113, que corresponden a

la especie Ssccharomycesellipsoideus son las más aconsejables en la
vinificación por la velocidad de fermentación, por el alto rendimiento

de alcohol,por su poder clarificante al formar un depósito compacto

que favorece la decantación y el trasiego.
5.- Los cultivos: 1-4-5-13-14-24-25-31-33-34-43-47-48-49-50-51-52-53­

54-55-57-58-59-61-62-63-66-67-68-72-79-81-82-83, de la mismaespecie,

son de fermentación más.lenta, pero al término de un mes hemos compro­

bado que el porcentaje de alcohol es tan elevado comoen el caso ante­
rior.
6.- Algunas cepas de levaduras del tipo mycoderma,torula e intermedius

son resistentes al 802; por lo cual es necesario accstumbrar las leva­
duras óptimas
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duras óptimas a dosis elevadas de este anttséptioo si se desea obtener

un pié de cuba eficiente.

7.- Las levaduras del tipo mycodermason en general resistentes al

alcohol ('a más de ll fi), al que oxidan enérgicamente a ácido acético;

en consecuencia los vinos deben elaborarse con alta graduación alcohó­

lica para no comprometersu conservación.

8.- El método de vinifioación llamado "super cuatro" no parece muy

racional, puesto que las levaduras del tipo intermedius, torula y my­
oodermason activas en mostos de esa concentración alcohólica.
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ij RESUMEN

El presente estudio sobre "Selección de las levaduras vinicas de Men­

doza" está dividido en XIII capitulos.

En el primero se resumenlos trabajos ya realizados en el pais.

Uno del DR. Luís M. LeJeunne,sobre el tema "Estudio de las levaduras

‘de Mendoza?y otro del Ing. Agr. Julio A. Paso, titulado "Contribu­

ción al estudio de las levaduras del Alto Valle del Rio Negro".

Exponemosen el segundo la finalidad de nuestro trabajo consis­

tente en aislar y clasiftcar las levaduras vinicas de las uvas de
Mendoza,y en determinar sus principales caracteristicas industriales

En el tercero detallamos la elección de uvas, mostosy borras ne­

cesarios para el aislamiento, las precauciones requeridas para ello
y la traslación de las mismasel Instituto Bacteriológico de Buenos

Aires donde se han ctmplidc todas estes experiencias.

Figuran en el cuarto y quinto capitulos, los medios de cultivos
empleados, asi comolos métodos adaptados para la investigación.

En el sexto entramos e exponer los resultados conseguidos; fi­

guran en él las descripciones de los cultivos, el aislamiento monoci­
togenético y las caracteristicas morfológicasy fisiológicas.

En el séptimo se describen las caracteristicas de importancia
industrial.

Ya en el octavo y después de dar un somsrc resumen de la sis­

temática de Stelling-Dekker sobre las levaduras esporuladss y de la

modernisima de Lcdder sobre las no esporuladas,incluimos en ellas las

levaduras aisladas por nosotros.
Deducimcsluego en el noveno las consideraciones a que nos lle

van los estudios presentes, concretándolas en las conclusiones del

décimocapítuLa
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En el capítulo once se da un resumen del trabajo completo.
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nes, fotografías y miorofotografíaa de los cultivos en los diversos
medios.
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ernus típicas de levaduras: 1,t1po torula; 2,11po cllipsoidens;

3,ttpo tornla; 4,2.Pssndosaccharomyoes; S.t.e111paoidous(on mosto)
6,t.ol anterior en agar; 7,t.nycodorma¡ 8,01 mismo(on agar);
9,t. intermedias (en tonto); 10,91 mismoen agar.



1. 6.a].tipa inter-cuna» aumento, x 700



2,“; ¡1m tipo¡(mn am a. ¡su a. papa):3.13un
quinua- mua 309 ‘
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CULTIVOSen estría sobre

agar de mosto de malta

i 2

1 y 2 del tipo torula (cultivos de 1 mes)- tamaño algo
mayor que el natural.

'22»!

U'l

3,tipo.Pseudosaccharomyces;4,t. torula; 5,t. ellipsoideus;
6, t. intermediua- tamañonatural.
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COLONIAS GIGANTES

1, (¡el tipo ellipsoideua; 2 y 3, del tipo Pseudosaocharomyces;
4, del tipo myooderma-tmaño natural.
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Aparato usado en la determinación del poder fermentativo.



...,.

y ; € ‘ _.mi. _

_ 5225.61.14:acideuá.

--- 53:35;¿uíláóoidehí V

“¿á-:6. diurnotjdcuo
--- ax:¿"Leuiïabcideuy

A > É ‘ ‘ L Y _:__.WM, ,. ,,._,_ “m “mw”, ‘ . u

Kh‘

—-Ï‘i¿É3;_i¿u¿39@<’—/qf>gvv “:‘¿ggse‘ttíïígaaggy #39326. ¿(1; mideu'ï} í l 31h; boidcuóg
1..

gmc).

x , s
. ; Í I

É t ‘ ‘
. , , .

' .

x

x





i É ¿.‘5 __. y- - - 4 wth _ ; ‘
4 5 í 7‘

1 i gA J ‘ z f

1L v: 1 y e
y Xz .,_,..V,:;;-,.. “A. 7N ,AY.V. ‘ ‘ ¡A .7‘ , _, ,. A a.» ._H. ,, _. , > .44 H . ‘

,

‘ . . . 5 1 . ‘ ‘ : 2 ; í '

7, .3; W} ; . ; . ,. M .7 '. 7 , 7 , .. . A, Mi. w ,1“

í ; ‘ 1 .: ; ; - ' v í

E í E i " Ï ¿i ‘ ' ‘ ‘ 1 Z l

¡ ‘45:22:¿gapagáeuwmsuq‘" í Ï' " I u '-3“:.¿u¿Pmumïaaaigef'"
'..r."¡15 :5 .eïiiroogdeuo. 2

lL\ ..-.:11:6.e¡_li,ïno¿deua ¿u ï v I

4zakieïeewuneugt5
' u

. v l­

. v .

i

-.<- ,#,A--» 7 v 7 y . . ,7 f .

I r Ñ/ — (-‘ ”-— Efi" A“. n —1- h - ffi- W fl ñ _ ‘

í - 1 .7..“ “-74 ; . < _. W.
Z V y x

. ; Á Í .
r v
; ' - "í

¿A .ñ , Ñ. ,4 .; _ , . a n. A

r M ,N fi“ M __A_ _ _ V; ‘_ __“ __»_v___- __”__,H ____‘

y71.762€ ¿Kirk-Shah". “.3. :6 ¿Mmmm .' :' ‘ ' -J-..

\ ---'zE:É.el1¿/rná¿dcuo. '.---55:5,mieod4rmq.

---«_;“"4”­9 Lou Iztsuplí

. H;. ‘ , ‘ ;. . .
., a

1 ‘ A _ A ._ -‘“.. . A A“ ; _._ -,w.-.._4._ -,_.__-___

A

v‘—« Aw»7 -—— Ñ v a »»«——«:- -¿ T 7 ‘ 7A . —:<— . T 7 . k .
< —‘ - r I x n

-' ' ; 1 '
3 A *‘—1







í ; 3 ' j

- ; . '. A . ¡ .

l ‘ í , : , -' ‘ E l

f 3 7 2' . . ; 5 i , ‘
r A M. ".1 N. “.27 1 7 a .. ¿t 7‘ . . H , Í Y .. .1“.

' ' ’ 'T' í ‘ í l á ‘ ‘ . ‘ l; , z A . 1

x, e , ._ ¿ . l z j . x . 3 ‘

) _ i . 7

, ,

A v

‘7

...._7, «v7 .7, _\.Ñ ._;._._...7,__ g. 7a- ,7 . ....v 7 . .L 7., .7 . 7 “7 ._A7.7 .4..7._. 7 76,7777 .7777 . .7. 77. 7 7 7, 7.7 . 7.7777 u._,.,h ...._7 -4,_,.. H...7,_.7.

I ¡i‘veéígchiïsooideuo 4Y ' _. 72:5.euiloboideuo.
7 4V., 7 ., __.7.,77.....77, .77Í .7. 77.7... 7 Y .7 7 .7 _. . 7 , .w")- ¿Merinedáuá.V'"j?! ifúerm2digi­

N¡y- N _..VBZ-ÏJJLHYQOVQQLW:‘ ‘

--- '81:€.e&¿r1o¿deua. --‘ éQ-Éj.i41ïeffñédúb.

7 7 7 . 7

L l l 7 _ - . 4

‘ ,

. : , 1 1
: '. Y f
V . ,

7 r ‘
s I





:V—,¡Vh­


