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Quebranta grapes

Resumen
El Pisco es el destilado del Peru, elaborado a partir de mostos recientemente
fermentados con uvas criollas denominadas “pisqueras”. Las levaduras son los
microorganismos clave en la fermentacidn y el uso de cepas nativas seleccionadas
presenta ventajas competitivas para la tipicidad del producto, asi como también para
la estandarizacion del producto y el control microbiolégico del proceso. El objetivo
fue identificar y seleccionar las cepas de levaduras nativas para la produccion del
Pisco de uva Quebranta aisladas de procesos productivos de Pisco en el valle de
Ica. Para ello, se emplearon técnicas microbioldgicas y moleculares mediante el
analisis de ITS1-5.85-TS2 PCR-RFLP para la identidad taxondmica. La evaluacién de
las cepas para producir Pisco consistio en el analisis fisicoquimico y organoléptico
del destilado obtenido con las cepas seleccionadas. Se evaluaron 3 aislados para
la produccidn de Pisco identificados como Saccharomyces cerevisiae: UNA SC — 25,
UNA SC—49 y UNA SC — 54, de los cuales la cepa UNA SC-49 destacé por mostrar
aptitudes enoldgicas diferentes a las otras cepas. Este trabajo constituye el primer
registro de levaduras nativas del Peru para mostos procedentes de uva Quebranta.

Abstract

El Pisco stands as Peru's distilled spirit, crafted from recently fermented musts
derived from native grape varieties known as "pisqueras". Yeasts serve as decisive
microorganisms in the fermentation process, and the utilization of selected native
strains confers competitive advantages for product typicity, standardization, and
microbiological control within the production process. The aim was to identify and
select native yeast strains for Quebranta grape Pisco production, isolated from
Pisco production processes in the Ica Valley. Microbiological and molecular tech-
niques were employed, utilizing ITS1-5.85-ITS2 PCR-RFLP analysis for taxonomic
identification. The assessment of yeast strains for Pisco production involved the
physicochemical and organoleptic analysis of the distilled product obtained using
the selected strains. Three isolates were evaluated for Pisco production, identified
as Saccharomyces cerevisiae: UNA SC— 25, UNA SC—49, and UNA SC—54. Among
these, the UNA SC-49 strain stood out due to displaying oenological characteristics
distinct from the other strains. This work is the first documentation of native yeasts
in Peru for musts derived from Quebranta grapes.
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Introduccion

En la industria vitivinicola se recurre frecuentemente
a la inoculacion de levaduras comerciales en la fase de
la fermentacidn alcohdlica, aunque no garantizan ser las
Unicas en el proceso, inhiben el crecimiento de bacterias
contaminantes que podrian afectarlo (Capece etal. 2019;
Ortiz Navarro 2015). Por lo anterior, se viene empleando
de manera mas eficiente cultivos puros aislados de zonas
vitivinicolas, lo que permite la implementacion de leva-
duras nativas seleccionadas, otorgando propiedades tni-
cas a las bebidas alcohélicas y una mayor eficiencia en la
fermentacién alcohoélica (Querol et al. 2018). La utiliza-
cion de levaduras nativas seleccionadas en procesos de
vinificacién presenta ventajas frente a la fermentacion
espontanea tradicional (Tristezza et al. 2016), por ejem-
plo, tienen una mayor velocidad de fermentacién y re-
ducen el riesgo de contaminacién por levaduras salvajes.
Por lo tanto, la seleccién de levaduras propias de cada
region permite conservar la tipicidad de los vinos elabo-
rados en ella, asegurando la implantacién de estas en los
mostos y preservando los recursos genéticos propios de
cada regién vitivinicola (Combina et al. 2005; Capece et
al. 2019; Garcia et al. 2019).

A nivel molecular, la técnica de los Fragmentos de
Restriccion del ADN Mitocondrial (ADNm-RFLP) (Querol
et al. 1992, Barragan-Castillo 2020) ha permitido dife-
renciar cepas de levaduras con propiedades fisioldgicas
similares a S. cerevisiae. Asi también, se ha empleado en
estudios basicos de diversidad y también en el control de
calidad de cepas comerciales de levaduras y en el con-
trol de fermentaciones vinicas inoculadas (Fernandez-
Espinar et al. 2001; Capece et al. 2019). Por otro lado, la
técnica de Fragmentos de Restriccion de Longitud Poli-
morfica (RFLP) de las regiones ribosomales D1/D2 del
gen 268, es la mas utilizada actualmente, como un méto-
do rapido y confiable para la identificacion de levaduras.
(Fernandez-Espinar et al. 2006; Capece et al. 2012).

El pisco es un producto de gran demanda y crecimien-
to en el mercado nacional e internacional y que emplea
una fermentaciéon espontanea o natural en su proceso
productivo. El departamento de Ica, caracterizado por su
clima cdlido, sus bodegas de piscos y vinos y sus planta-
ciones de uva que cubren una superficie de 7662 ha, de
las cuales 3164 ha son utilizadas para la elaboracién de
piscos y vinos (ADEX 2022). La produccién pisquera de
Ica constituye el 60%-65% de la produccion nacional de
pisco y ademads constituye una actividad vitivinicola tradi-
cional (Caceres & Julca 2018). Quebranta es la variedad de
vid originaria de Pert, producto de la hibridacién natural
entre las variedades Listan Prieto y Mollar Cano (This et
al. 2006; Almanza et al. 2021). Esta variedad es la mas uti-
lizada en la elaboracién de Pisco en la region de Ica y en
las demas zonas de denominacién de origen, por ello es
considerada la variedad de vid emblematica de Pert.

El presente trabajo tiene como objetivo la identifica-
cion y la seleccion de levaduras nativas para la produc-
cioén de pisco a partir de la uva Quebranta, con la finali-
dad de obtener una produccién homogénea de pisco, con
caracteristicas sensoriales distintivas, genuinas y que

conserven la tipicidad de los piscos elaborados en la re-
gidn. Se aislaron cuatro cepas y se seleccion6 a la levadu-
ra UNA SC-49, la cual destac6 por mostrar aptitudes eno-
légicas de mayor rendimiento alcohdlico, siendo ademas
el mejor cultivo iniciador de fermentacion de mostos de
uva Quebranta y del cual se obtuvo el pisco con caracte-
risticas sensoriales relevantes.

Material y métodos

Muestra. Durante la campafia 2018, el 7 de marzo se
colectaron mostos frescos de uva Quebranta provenien-
tes de los tanques de fermentaciéon de Agroindustrias
Tres Generaciones SAC [14°00'33.5"S, 75°45'17.4"W],
ubicado en la zona alta del valle (Ica, Peru). La muestra
colectada fue de 5 litros, escala representativa en labora-
torio a nivel industrial, 1a cual fue transportada en condi-
ciones de refrigeracion (4 °C) para su procesamiento en
el laboratorio del Instituto de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional Agraria la Molina.

Aislamiento de levaduras. Se recolecto 500 mL del
mosto en un Erlenmeyer de un 1L (con 3 repeticiones)
fueron fermentados espontaneamente por espacio de 12
dias; las levaduras fueron aisladas a partir del dia de ha-
ber alcanzado tres cuartos de la fermentacidn alcohélica
(FA) hasta el final de la FA (1.011-1.023 g. cm3; <0.990,
respectivamente), la cual se realizé entre los dias 7 y 10
de la fermentacién. Se tom6 un inéculo del mosto (1 mL)
y serealizd una dilucién seriada (101 - 10-%) 0.1 mL de las
muestras diluidas fueron sembradas en medio agar Yeast
Extract-Peptone-Dextrose —YPD (Extracto de levadura 10
gL, peptona 20 g-L?, glucosa 20 g-L! y Agar 15 g-L7)
suplementado con cloranfenicol (0.5 g-L!) e incubado a
28 °C por 48 h para el aislamiento de 30 colonias por dia,
desde el séptimo hasta el décimo dia de fermentacion.

Identificacion morfoldgica y fisiolégica. Las co-
lonias aisladas fueron replicadas en agar Wallestein
Laboratory - WL (extracto de levadura 4 g-L*, peptona
pancreat caseina 5 g-L!, glucosa 50 g-L!, sulfato monopo-
tasico 550 g-L, cloruro potasico 425 g-L™!, cloruro calcico
125 g-L, sulfato magnésico 125 g-L, cloruro férrico 2.5
gL}, sulfato de manganeso 2.5 g-L!, verde de bromocre-
sol 22 g-L' y agar-agar 15 g-L'!) para seleccionar presun-
tivamente aquellas asociadas con Saccharomyces spp., por
sus caracteristicas morfoldgicas en placa (colonias eleva-
das, con borde liso y su coloraciéon blanca o verde palido
en el medio WL) (Pallmann et al. 2001). Ademas las leva-
duras elegidas fueron sembradas posteriormente en me-
dio Agar Lisina (6,6 g de medio Lisina (OXOID LTD)/100
mL agua destilada; 1 mL Lactato de potasio al 50%/100
mL; 0.1 mL acido lactico (Sigma-Aldrich) al 10%/ 100mL
y agar 20 g-L.1), donde sélo tenian lisina como tnica fuen-
te de nitrégeno. Las levaduras del género Saccharomyces
no pueden crecer en este medio, debido a que forman un
inhibidor intermediario. Por el contrario, la mayoria de
las levaduras no-Saccharomyces si pueden utilizar este
aminoacido como Unica fuente de nitrégeno (Fugelsang
& Edwards 2007), por lo que, al no haber desarrollo de
los aislados en este medio se confirmé que se trataria de
levaduras del género Saccharomyces.
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Extraccion de DNA. La extraccion de DNA se realizo
seguin Hoffman et al. (1987) con algunas modificaciones,
brevemente las colonias fueron cultivadas en caldo YPD a
28°Cpor 48 h en agitacion, las células fueron precipitadas
a 3500 RPM por 5 min y transferido a un microtubo de 2
mL, el pellet fue lavado con agua libre de nucleasas para
eliminar restos del medio (3500 RPM por 5 min), luego se
resuspendid en 200 pL buffer de lisis (1% SDS, 2% Triton
X-100,100 mM NacCl, 10 mM; pH 8 Tris-HCl, 0.1 mM EDTA)
posteriormente se adicion6 200 pl de fenol: cloroformo:
isoamilico (25:24:1) para luego proceder a la ruptura de
las células a través de un vortex por 5 min. Se adicion6 200
pL de buffer TE (10 mM Tris-HCl, pH 8; EDTA 0.1 mM) y
se centrifugé a 13000 RPM por 5 min. El sobrenadante fue
colectado en un microtubo de 1.5 mL donde se adicion6
etanol puro frio (- 20 °C) mezclados por inversion hasta
la precipitacion de los acidos nucleicos, centrifugandose a
13000 RPM por 5 min. El sobrenadante fue descartado y
el pellet fue resuspendido en buffer TE. Se realiz6 un trata-
miento enzimatico con RNAsa A (10 mg. mL*) a 37 °C por
2 horas. Los DNAs extraidos tuvieron un tratamiento con
acetato de potasio (10 M) y lavado con etanol puro frio los
cuales fueron mezclados por inversion. El pellet de DNA
fue lavado dos veces en etanol frio (70%) y posteriormen-
te resuspendido en buffer TE.

La integridad del DNA fue realizado a través de una
electroforesis de agarosa en buffer TBE a 90 V por 45
min, la tincién se realizé bromuro de etidio (1 mg-mL™)
y la visualizacién de los DNA se realizé con un fotodocu-
mentador Biometra®.

Identificacion molecular de Saccharomyces ce-
revisiae. La caracterizacion de la especie se realizo
mediante la amplificacién del gen ribosomal 5.8S y las
regiones intergénicas ITS1 e ITS2. Se emplearon los
primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") que fueron previa-
mente descritos por White et al. (1990) y modificado por
Innis et al. (2012). La reaccién de amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador PeqStar bajo las siguientes
condiciones 95 °C x 5 min, 30 ciclos de 94 °C x 1 min, 55.5
°C x 2 min, 72°C x 2 min y una fase final de 72°C por 10
min. El tamafio de los fragmentos amplificados fue esti-
mado comparando con un marcador de peso molecular
de 100 pb (New England BioLabs Inc.) a través de una
electroforesis en gel de agarosa.

El andlisis del polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) de la region 5.8S ITS
se realizé6 mediante la digestién enzimatica con Hae III,
Hpa Il'y Scrf I (New England BioLabs Inc.). Los patrones
de bandas generados por la restricciéon enzimatica per-
mitieron identificar especies dentro de Saccharomyces
sensu stricto (Fernandez-Espinar et al. 2001, Lopes et
al. 2002). La reaccién se llevé a cabo en 20 pL de volu-
men total conteniendo 2 uL del buffer de digestién, 0.5
uL de la enzima de restriccion, 2.5 pL. de agua libre de
nucleasas y 15 pL del producto amplificado. La digestién
enzimatica se llev6 a cabo a 37 °C por 3 horas. La electro-
foresis se realiz6 en un gel de agarosa (3%) a 120V por
lhora y los tamafos de los fragmentos obtenidos fueron

estimados mediante un marcador de peso molecular de
100 pb. La identificacion de la especie se realizé compa-
rando los fragmentos de restriccion amplificados segiun
lo reportado por Guillamoén (1994, 1998).

Identificacion intraespecifica de las cepas de Sac-
charomyces cerevisiae . Se amplificé la regién interdel-
tay se secuencié parcialmente el dominio D1/D2 del gen
ribosomal 26S, para la identificaciéon de levaduras con
los primers especificos NL1 y NL4 segin lo reportado
por Valente et al. (1999). Los andlisis de secuencias se
realizaron mediante el programa SeqMan (DNAstar), las
secuencias consenso se compararon en BLAST del NCBI
(National Center for biotechnology Information NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Caracterizacion enoldgica

Evaluacion de la aptitud fermentativa de las cepas
nativas seleccionadas. Las cepas aisladas fueron culti-
vadas para la produccion de biomasa (1 x 10° UFC-mL™)
por triplicado segin Massera (2010). A nivel de labora-
torio, se desarroll6 la caracterizacién enolégica en 300
mL de mosto de uva Quebranta a 20 °C (previamente es-
terilizados). Se evalu6 la velocidad de fermentacion, ca-
pacidad de inicio y culminacién de la fermentacién con
elevado contenido de azicares del mosto (262.4 g-L1).

Inoculacién de las cepas Saccharomyces cerevi-
siae aisladas en uva Quebranta para la elaboracién
del pisco. Se realiz6 una microvinificacién en 5 L de
mosto de uva Quebranta previamente esterilizadas
con metabisulfito de potasio (50 mg-L!) para eliminar
la flora microbiana natural de las uvas. El proceso se
llevé a cabo en tanques de fermentacion a escala piloto
de acero inoxidable a 20 °C donde se adicionaron las
cepas aisladas de S. cerevisiae (2 x 10 UFC mL™?). Una
cepa comercial de S. cerevisiae (Zymasil-Saccharomyces
cerevisiae) fue considerada como control. Las fermenta-
ciones fueron monitoreadas diariamente a través de su
densidad (g-cm™) hasta el agotamiento del azucar. Asi
también se realiz6 los andlisis fisicoquimicos (grado
alcohdlico, acidez volatil, ésteres, azucares residuales
y glicerol), culminado el proceso de microvinificacion
se procedid a la microdestilacion segtin la Norma Téc-
nica Peruana para la elaboracion del Pisco (INDECOPI
2006). El pisco obtenido fue evaluado segun sus car-
acteres fisicoquimicos, asi también sus perfiles organ-
olépticos y sensoriales, los cuales fueron realizados en
el Laboratorio para la Certificacion del Pisco del Centro
de Innovacién Productiva y Transferencia Tecnoldgica
Industrial de Ica (CITEagroindustrial). Las pruebas
fisicoquimicas fueron realizadas mediante el método
de ensayo de la NTP 210.003.2003 para la evaluacion
de grado alcohoélico volumétrico, la NTP 211.041.2003
para la evaluacién del extracto seco a 100 °C y la NTP
211.035.2003 para la evaluacion de acidez volatil, como
acido acético, esteres, como acetato de etilo, aldehidos,
como acetaldehido, furfural, alcoholes superiores, como
alcoholes superiores totales y alcohol metilico respec-
tivamente. Posteriormente, se realizd el analisis organ-
oléptico y sensorial con un panel de catadores expertos
de la Comision Nacional del Pert (CONAPISCO 2016)
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reconocidos por la Organizacién Intergubernamental
de la Vid y el Vino (OIV 2022). Las cepas de levadura
aisladas fueron almacenadas en glicerol (40%) a -80 °C.

Analisis estadistico. Los andlisis fisicoquimicos de
calidad del vino y pisco fueron evaluados mediante un
analisis de varianza, la comparacion de las medias se re-
alizo a través de una prueba de Tukey (pvalue < 0.05). Los
datos fueron analizados con el software R v.4.2.2 (R Core
Team. 2023) y RStudio v.7.2.576 576 (Posit team. 2023)
con paquetes tales como: ggplot2 (Wickham H. 2016) y
fmsb (Nakazawa M. 2023) para realizar estadisticas de-
scriptivas con graficas de lineas en el tiempo y radar. En el
analisis multivariado se utiliz6 un analisis de componen-
tes principales (PCA) utilizando los paquetes de software
R: factoextra (Kassambara et al. 2020) y FactoMiner (Le
et al. 2008) para discriminar las cepas de levaduras y la
relacion de las variables en estudio.

300

Resultados y discusion

Aislamiento de levaduras. Se aislaron 120 cepas de
levaduras a partir de mosto Quebranta, con caracteristi-
cas morfoldgicas tipicas del género Saccharomyces.

Caracterizacion genética. Utilizando la metodologia
de Hoffman et al. (1987), se extrajo el ADN de 120 aisla-
dos de las cuales 4 cepas fueron identificadas como Sa-
ccharomyces sensu stricto, a quienes se someti6 a prue-
bas de fermentacion a nivel de laboratorio para validar
su aplicacién en la produccién de pisco. Estos 4 aislados
se determinaron como pertenecientes al grupo Saccha-
romyces sensu stricto luego del analisis de ITS1-5.8S-ITS2
PCR-RFLP. El producto amplificado mostré un tamafio de
850 pb, similar a lo reportado por el grupo de Fernan-
dez-Espinar et al. (2001, 2006) (Figura 1).

850bp

Figura 1. Amplificacion del gen ITS1-5.8S-ITS2 de las cepas identificadas como Saccharomyces sp. Electroforesis
en agarosa (1.4 %). M= marcador 100pb. C= cepa comercial de Saccharomyces sp.

Identificacion de especie de Saccharomyces cerevi-
siae. El analisis polimorfico de los fragmentos de restric-
cién obtenidos como resultado de la digestion de produc-
tos amplificados con las endonucleasas (Scrf I, Hae III, Hpa
II, Hinf I) mostré similitud en los patrones de restriccion
en los 4 aislados (Figura 2 y Tabla 1). Los fragmentos de
digestion obtenidos no muestran coincidencias con las
cepas registradas en la base de datos presentada (Tabla
1) para identificacion a nivel de especie. Esto sugiere que
las cepas identificadas pertenecen a un grupo distinto y
propio de la region de Ica, por ello la incompatibilidad con
trabajos semejantes en otras zonas geograficas.

Tabla 1. Pesos de bandas producto de la digestién con endo-
nucleasas.

Identificacion intraespecifica de las cepas de Sa-
ccharomyces cerevisiae. Los cuatro aislamientos (UNA
SC-25, UNA SC-49, UNA SC-54, y UNA SC-03) amplificaron
el dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S, present6 un
producto entre 600-700 pb, el cual corresponde al pa-
trén reportado para especies de Saccharomyces cerevi-
siae (Valente et al. 1999) (Figura 3). Luego del analisis
de ensamblaje de secuencias con el programa SeqMan
(DNAstar) se obtuvo una secuencia consenso de 180
nucleétidos donde la secuencia consenso (TTTGTAA-
AGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC-
TAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGC-
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGAT-
GAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAA-
ATTGTTGAAAGGGAAGGGCA). El alineamiento a través
del BLAST permiti6 confirmar que la secuencia consen-
so pertenece a la secuencia parcial del gen del RNA ri-
bosomal 26S de Sacharomyces cerevisiae.

De acuerdo con Belloch et al. (1998), la técnica de
RFLP ha sido considerada una de las mas empleadas para
la identificacidn y filogenia de levaduras, a partir de la re-
gion ITS (regiones no codificadas e hipervariables) han

Amplificado Enzimas de restriccion
. serfl . Haell . Hpall
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permitido el reconocimiento a nivel interespecifico, asi
por ejemplo para la identificacién de especies del género
Kluyveromyces, pero contrariamente no permite a nivel
especifico para el género Saccharomyces. Sin embargo,
Segura et al. (2010) indica que si bien la técnica de RFLP
de las regiones ITS-5.8S es factible como una prueba de
identificacion rapida y facil de interpretar, muestra des-
ventaja al realizar el analisis y no encontrar un patrén
de bandas igual al que se obtuvo, ya que aun no se han
reportado todos los patrones de bandas para todas las
especies, como ocurre en el presente trabajo.

Por otro lado, empleando otras técnicas como cario-
tipo, amplificacidn de regiones & o analisis de restriccién
del ADN mitocondrial las cuales han permitido identifi-
car cepas autéctonas de S. cerevisiae representativas a
diferentes ambientes geograficos (Vezinhet et al. 1992;
Schvarczova et al. 2017; Castillo et al. 2020), confirman-
do que las cepas de levaduras nativas se encuentran
adaptadas a determinadas caracteristica climaticas y
substratos. Asi, algunos enélogos corroboraron que la
aplicacién de levaduras seleccionadas procedentes de la
microzona donde fueron utilizadas dieron buenos resul-
tados (Garofalo et al. 2018; Capece et al. 2019; Garcia et
al. 2019; Dumitrache et al. 2020), ademas sefialaron que
la diversidad, composicién y evolucion de la microbiota
de levaduras presente en el mosto depende de varios fac-
tores como la localizacidon geografica y las condiciones
climaticas (temperatura, lluvias, etc.) (Querol et al. 1990;
Barata et al. 2012; Belda et al. 2016), esto explicaria la
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gran diversidad y la poca o ninguna coincidencia con la

base de datos YeastID (https://www.yeast-id.org/) para

la identificacion de la subespecie en el presente estudio.

Caracterizacion enoldgica. Tres cepas de levaduras
nativas (UNA SC-25, UNA SC-49 y UNA SC-54) presenta-
ron buena adaptacién al entorno y con un perfil organo-
léptico distintivo; este resultado fue contrastado con lo
reportado por Garcia et al. (2019) y Arroyo-Lopez et al.
(2010) quienes concluyen que la seleccion de levaduras
locales asegura la conservacion de las propiedades sen-
soriales de vinos producidos en una regién determinada.
Las pruebas enolégicas comprobaron la superioridad or-
ganoléptica de al menos una cepa aqui identificada.

El seguimiento de la fermentacién alcohdlica (FA)
tuvo una duraciéon maxima de 12 dias, para cada una de
las cepas en monocultivo. De las 4 cepas analizadas, UNA
SC-03 fue descartada en esta etapa debido a su bajo cre-
cimiento en biomasa para la inoculacion. Las fermenta-
ciones UNA SC-25, UNA SC-49 y UNA SC-54 fueron realiza-
das en laboratorio simulando las condiciones de bodegas
artesanales, con mosto de uva Quebranta (pasteurizado)
a temperatura controlada (20 °C) durante un periodo de
8 a 12 dias (Figura 4). En todos los mostos evaluados,
las levaduras nativas fueron capaces de llevar a cabo la
FA hasta del gasto total del azicar, mostrando diferentes
cinéticas. Estas diferencias podrian atribuirse a la varia-
cién genética de cada indculo de levaduras nativas en el
mosto y a la capacidad de estas para llevar a cabo la FA
a 20 °C. La velocidad de la FA con la cepa UNA SC-54 fue
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Figura 2. |dentificacion de levaduras aisladas al final de la fermentacion espontanea por PCR-RFLP de la region ITS1-5.85-ITS2. Patrones de
restriccién con Scrf |, Hinf I, Hpa Il, Hae Ill. Los nimeros a los extremos de la figura se refieren al tamafio de fragmentos de ADN en pares
de bases y se usé el marcador de peso moléculas de “100 pb DNA ladder” (M). Los nimeros en la parte superior indican la codificacion de

los aislados y la cepa control Saccharomyces comercial (C+).

sc+ SCH

Figura 3. Amplificacion del gen ribosomal 26S (Dominio D1/D2) con los primers NL1y NL4 genera un amplicon de 600-700 pb. M: marcadores
de peso de 100 pb, 25, 49, 54 y 03: Cédigo de los aislados de levaduras. SC+: control positivo de Sacharomyces cerevisiae.
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mas rapida en relacidon con las demas cepas, mientras
que la cepa UNA-25 fue la mas lenta. Comportamientos
similares fueron reportados en la investigacion de Yama-
moto etal. (2011), quienes aislaron 7 cepas de levaduras
nativas para la produccién de Shochu, un destilado tipico
de Japon analogo al Sake, en la cual observaron también
diferencias en la actividad fermentativa, seleccionando
una cepa en particular que genéticamente era una S. ce-
revisiae, pero con caracteristicas distintivas a las cepas
industriales ya que tenia una alta actividad fermentativa,
alto rendimiento de alcohol y aromas particulares, carac-
teristicas buscadas para la diversificacion de este tipo de
destilados, al igual que el pisco para rescatar la tipicidad,
objetivo de esta investigacion.

Se determinaron las propiedades enolégicas de cada
cepa inoculada, permitiendo conocer y comparar la evo-
lucion de estos caracteres a partir de cada fermentacion.

Particularmente, la cepa UNA SC-49 present6 un alto ren-
dimiento alcohdlico al igual que la cepa control SC (S. ce-
revisiae comercial-Zymasil) en referencia a las cepas tes-
tadas, alrededor del 4% (Tabla 2). En Italia, Garofalo et
al. (2018), reportaron resultados similares, encontrando
que el 90% de las cepas nativas estudiadas tuvieron un
alto rendimiento en alcohol (entre 10-12 v/v) compara-
do con la cepa control, lo cual también es observado en
la cepa UNA SC-49 del presente trabajo. Por otro lado, la
relacion del grado alcohdlico y el contenido de aztcar re-
sidual estuvieron de acuerdo con los resultados reporta-
dos por Martinez-Lapuente et al. (2016) y Vigentini et al.
(2017). Es decir, la cepa UNA SC-49 fue capaz de concluir
la fermentacion hasta dejar trazas de aztcares (2.40 g-L)
al igual que la cepa UNA SC-25 y la cepa control SC. Con-
trariamente, UNA SC-54 dej6 azucares residuales en ma-
yor cantidad (4.84 g-L) (Tabla 2).
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Figura 4. Proceso fermentativo y evaluacion del consumo de azucares (Densidad gr/L) de tres
cepas nativas seleccionadas y una cepa control (Sc. Comercial) en mosto de uva Quebranta

durante 12 dias.

Tabla 2. Evaluacion de los pardmetros de calidad del mosto fermentado a partir de uva Quebranta con las 3 cepas nativas de levaduras. La
evaluacion se realizd con tres repeticiones. Los valores representan la media = SD. Se compard mediante un Analisis de Varianza (pvalue
<0.05) asi mismo también se compard mediante la prueba de Tukey para evaluar las diferencias de produccién entre las cepas aisladas y

Sc. Comercial: control.

Pisco Grado alcoholico Acidez volatil Azucares residuales Esteres Glicerol

UNA_SC-49 14.3+0.09° 0.37 £0.01%* 2.3 +0.005° 2.68 + 0.005° 10.4 +£0.01°

Sc.comercial 15.02 +0.03® 0.42 +0.01° 2.4 +£0.025° 2.63 £0.015° 8.31 £ 0.005°

UNA_SC-25 9.64 + 0.05¢ 0.33 +£0.02° 2.4 +0.015° 0.44 +0.02¢ 7.62 £0.01°

UNA_SC-54 12.38 + 0.05¢ 0.24 +0.01¢ 4.85 +0.047° 0.44 +0.005¢ 7.39 £ 0.01¢
006 / 010
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Por otro lado, los andlisis quimicos al final de la FA
muestran una produccion de acidez volatil expresada
en acido acético, dentro de los parametros establecidos
por la OIV, para todas las cepas evaluadas, la cepa UNA
SC-49 tuvo una notable reducida producciéon (0.23 g-L)
(Tabla 2), a pesar del elevado grado alcohdlico creciente
durante la fermentacion, comparable a los resultados ob-
tenidos por Vigentini etal. (2017), con un valor medio de
0.39 g/L de acido acético. En ese sentido, la Comunidad
Europea (CE) indic6 el limite legal de acidez volatil, alre-
dedor de 1.5 g/L (Bely et al. 2008), por lo que concentra-
ciones superiores a 1.2 - 1.3 g/L podrian resultar desa-
gradables y restar calidad al producto final. Asimismo,
también en el estudio de Garofalo et al. (2018) la mayoria
de las cepas nativas investigadas presentaron valores de
acidez volatil inferiores al umbral de sensibilidad entre
0.6y0.9g/L.

En los destilados como el pisco, el glicerol aporta
suavidad y una sensacién de aterciopelado en boca, ate-
nuando las sensaciones “ardientes” debidas al alcohol y,
eventualmente, a la excesiva aspereza por la tanicidad
dependiendo de la variedad de vid. Otro aporte del glice-
rol es la dulzura y sensacion de llenado en boca. Altos va-
lores de glicerol (10 g/L) fueron registrados por la cepa
UNA SC-49 (Tabla 2), caracter que dio un efecto favorable
en la calidad del vino y por tanto en el pisco (Figura 5),
impactando de manera positiva a nivel sensorial, con el
alto grado alcohdlico (38-48 °GL) de este destilado. Es-
tos resultados apoyan diferentes investigaciones de le-
vaduras nativas en bebidas fermentadas a partir de uva
en la cual reportaron que generan grandes cantidades de
glicerol y tienen un considerable impacto para mejorar la
calidad de los vinos (Zhao etal. 2015; Manci¢ etal. 2021).
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Se observaron diferencias entre las cepas nativas eva-
luadas en cuanto a la produccién de ésteres expresado
como acetato de etilo, otro parametro importante en el
pisco. En particular la cepa UNA SC-49 presentd el mas
alto valor (2.69 g-L), seguido por la cepa control con
(2.60 g-L), mientras que la cepa UNA SC-54 y UNA SC-25
ambas tuvieron igual y bajo rendimiento (0.44 g-L.) (Ta-
bla 2). En efecto, la composicion del etilo de los acidos
grasos demostr6 que era un caracter dependiente de la
cepa como lo han sugerido Kemp et al. (2015), y que ade-
mas pueden contribuir en el aroma de los vinos ya que
los ésteres son el principal grupo quimico de los com-
puestos volatiles. El contenido de ésteres, las concentra-
ciones de alcoholes superiores y la disponibilidad de los
precursores son los principales factores limitantes para
la produccion de ésteres (Capozzi et al. 2016). En gene-
ral, luego de la validacién de las aptitudes enoldgicas, la
cepa UNA SC-49 es el mejor cultivo iniciador de fermen-
taciones de mostos de uva Quebranta para obtener el
pisco de mejor calidad (Figura 5).

Pasado tres meses de reposo de los destilados, a par-
tir de los vinos obtenidos con cada una de las cepas se-
leccionadas, de acuerdo con las indicaciones de la norma
técnica (INDECOPI 2006), fueron confirmadas las apti-
tudes de la cepa UNA SC-49 como mono in6culo por sus
Optimas caracteristicas fisiologicas y fermentativas para
la elaboracidn del pisco. Todos los piscos elaborados con
las cepas nativas seleccionadas estuvieron dentro de los
parametros establecidos por la Norma Técnica Peruana
para la elaboracién del pisco (Tabla 3) (INDECOPI 2006)
sin embargo en la evaluacién sensorial se pudo eviden-
ciar una diferenciacion de las cualidades organolépticas
de la cepa UNA SC-49, en todos los descriptores relacio-

Grad_alcoholico

Esteres_acetato_etilo

|, Glicerol 3 Groups

& Sc.comercial
& UNA_SC25
B UNA_SC-49

+ UNA_SC54
_volatil

Figura 5: Andlisis de componentes principales de los parametros de calidad del vino antes de ser desti-
lado (azucar residual, grado alcohdlico, esteres, gliceroles y ac. Volatiles) producido durante el proceso
de fermentacién de tres cepas nativas de levaduras seleccionadas para la produccion de pisco en uva
Quebranta y una cepa control (Sc. Comercial). UNA SC-49 presenta cualidades semejantes o superiores

a la cepa empleada como como control.
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nados al pisco: limpidez, tipicidad, color, calidad 6-20
(gustativo), calidad 7-15 (olfativo), intensidad positiva,
persistencia armoniosa y armonia juicio global (Figura
6), destacando frente a las demas cepas incluso al ela-
borado con la cepa control (S. cerevisiae comercial-Zy-
masil), desarrollando un perfil organoléptico positivo,
reproducible y facilmente reconocible. Contrariamente
el pisco obtenido con la cepa UNA SC-25, tuvo una menor
valoracion para todos los descriptores excepto para cali-
dad 6-20 (gustativo) (Figura 6).

Finalmente, los piscos evaluados a nivel organolépti-
co fueron clasificados de acuerdo con el articulo 44 del
Reglamento del Concurso Nacional del Pisco (CONAPIS-
CO 2016), entre buenos y excelentes, siendo el que ob-
tuvo el mayor puntaje el pisco elaborado con la cepa
UNA SC-49. La caracterizacion enolégica ha permitido
evidenciar en las condiciones experimentales descritas,
como la cepa UNA SC-49 tiene la capacidad de conducir
la fermentacion alcohédlica de manera eficiente, con alto
rendimiento alcohdlico, asi como también aporte de ca-
racteristicas organolépticas peculiares al mosto fermen-
tado y luego al destilado.

Tabla 3. Determinacion de variables de calidad del Pisco elaborado con 3 cepas nativas de levaduras. La evaluacion se realizd con tres repe-
ticiones. Los valores representan la media + SD. Se compard mediante un analisis de Varianza (pvalue <0.05) asi mismo también se compard
mediante la prueba de Tukey para evaluar las diferencias de produccion entre las cepas aisladas. Sc. Comercial: control.

Pisco GL Ex_seco Ac_Vol Esteres Aldehido Furfural Alcoh_Sup Alcoh_Met
Sc. comercial 42.8+0.15° 0.2+0.004¢ 40.033+£1.39° 40.5+0.84%° 4.9+0.02° 0.9¢ 305.1+13.60° 28.3+0.38°
UNA_SC-25 40.6+0.15° 0.3+0.006* 26.533+1.92° 12.9+£1.19¢ 3+0.04¢ 1.12 285.7+£19.23¢ 25.6+0.53°
UNA_SC-49 42.9+0.15° 0.1+0.006¢ 31.1+1.92° 41.841.19° 4.9+0.04° 0.8¢ 308.6+£19.23¢ 27.3+0.53°
UNA_SC-54 42.6£0.15° 0.24+0.006° 38.066+1.92° 38.241.19° 7.3£0.04° 1° 315.5£19.23° 28+0.53°
Limpidez 1.5
® UNASC-54
Color 1.5 .. Armonia jucio global 6.20 ® SC
““““ ® UNASC-25
® UNASC49
Tipicidad 2.6 ’ Persistencia armoniosa 4.12
sl ef o TR T Ry i
l';'
!’Il'l
o
Calidad 7.15 o . ST Calidad 6.20

Intensidad positiva 1.9

Tipicidad 4.8

Figura 6. Andlisis de las caracteristicas organolépticas de los piscos Quebranta obtenidos de los vinos fermentados con tres cepas de leva-
duras nativas seleccionadas (UNA SC-49, UNA SC-25 y UNA SC-54) y una cepa control (Sc. Comercial).

Literatura citada

ADEX. 2022. Peru Exporta - Boletin semanal. Lima. https://
www.adexperu.org.pe/wpcontent/uploads/
2022/09/ boletin_semanal peru_exporta n456.pdf.

Arroyo-Lopez F, Pérez-Torrado R, Querol A, and Barrio E. 2010.
Modulation of the Glycerol and Ethanol Syntheses in
the Yeast Saccharomyces Kudriavzevii Differs from
That Exhibited by Saccharomyces cerevisiae and Their
Hybrid. Food Microbiology; 27(5): 628-37. https://
doi.org/10.1016/j.fm.2010.02.001

Barata A, Malfeito-Ferreira M, and Loureiro V. 2012. The Micro-
bial Ecology of Wine Grape Berries. International Jour-
nal of Food Microbiology; 153(3): 243-59. https://doi.
org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.11.025

Barragan-Castillo Y, et al. 2020. Native Yeast from Distinct Or-
gans of Grapevines Established in Queretaro, Mexico,
and Their Potential Oenological Utilization. Cién-
cia e Técnica Vitivinicola; 35(1): 30-41. https://doi.
org/10.1051/ctv/20203501030

008 / 010

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 30(4): E25973 (DICIEMBRE 2023)



IDENTIFICACION Y SELECCION DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE NATIVAS EN LA MEJORA DEL PISCO DE UVA QUEBRANTA

Belda I, Zarraonaindia I, Palacios A, and Alcedo A. 2016. La Hue-
lla Microbiolégica Del Terroir. La Semana Vitivinicola;
3483(November): 1-5.

Belloch C, Barrio E, Garcia D, and Querol A. 1998. Inter- and
Intraspecific Chromosome Pattern Variation in
the Yeast Genus Kluyveromyces. Yeast; 14(15):
1341-54. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-

0061(199811)14:15<1341::AID-YEA328>3.0.C0;2-U

Bely M, Stoeckle P, Masneuf-Pomarede I, and Dubourdieu
D. 2008. Impact of Mixed Torulaspora Delbrueckii-
Saccharomyces Cerevisiae Culture on High-Sugar
Fermentation. International Journal of Food Micro-
biology; 122(3): 312-20. https://doi.org/10.1016/j.
ijffoodmicro.2007.12.023

Capece A. et al. 2019. Selected Indigenous Saccharomyces ce-
revisiae Strains as Profitable Strategy to Preserve Ty-
pical Traits of Primitivo Wine. Fermentation; 5(4): 87.
https://doi.org/10.3390/fermentation5040087

Capece A, Romaniello R, Siesto G, and Romano P. 2012. Diver-
sity of Saccharomyces cerevisiae Yeasts Associated
to Spontaneously Fermenting Grapes from an Italian
'Heroic Vine-Growing Area. Food Microbiology; 31(2):
159-66. https://doi.org/10.1016/.fm.2012.03.010

Capozzi V, et al. 2016. PTR-MS Characterization of VOCs As-
sociated with Commercial Aromatic Bakery Yeasts of
Wine and Beer Origin. Molecules; 21(4): 1-14. https://
doi.org/10.3390/molecules21040483

Castillo M, Da Silva E., Camara ], and Khadem M. 2020. Mole-
cular Identification and VOMs Characterization of Sa-
ccharomyces cerevisiae Strains Isolated from Madeira
Region Winery Environments. Processes; 8(9): 1058.
https://doi.org/10.3390/pr8091058

Combina, M. et al. 2005. Dynamics of Indigenous Yeast Popula-
tions during Spontaneous Fermentation of Wines from
Mendoza, Argentina. International Journal of Food Mi-
crobiology; 99(3): 237-43. https://doi.org/10.1016/j.
ijfoodmicro.2004.08.017

Comision Nacional del Pisco. 2016. Concurso Nacional Del Pis-
co Reglamento. Peru.

Consejo Regulador del Pisco. 2012. Reglamento de la Denomi-
nacién de Origen Pisco. Pert: INDECOPI.

Di Rienzo ], Casanoves F, Balzarini M, Gonzalez L, Tablada M,
Robledo C. InfoStat versién 2020. Centro de Transfe-
rencia InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdo-
ba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar

Dumitrache C, Frincu M, Alexandru Radoi T, Barbulescu Id, Mi-
hai C, Matei F, Tudor V, Teodorescu Ri. 2020. Identifi-
cation By Pcr Its-Rflp Technique of New Yeast Isolates
From Pietroasa Vineyard. Scientific Papers. Series B,
Horticulture; LXIV (1): 287-93.

Fernandez-Espinar M, Martorell P, and Querol A. 2006. Mo-
lecular Methods to Identify and Characterize Yeasts in
Foods and Beverages. Yeasts in Food and Beverages;
12(30) 55-82. https://doi.org/10.1007/978-3-540-
28398-0 3

Fernandez-Espinar MT, Lépez V, Ramén D, Bartra E, Querol A.
2001. Study of the authenticity of commercial wine
yeast strains by molecular techniques. International
Journal of Food Microbiology. 70(1):1-10. https://doi.
org/10.1016/S0168-1605(01)00502-5

Fugelsang, KC, & Edwards CG. 2007. Wine microbiology: practi-
cal applications and procedures. 2da Edicion. Boston,
MA: Springer US, 393pp.

Garcia M, etal. 2019. Influence of Native Saccharomyces cerevi-
siae Strains from D.0. 'Vinos de Madrid' in the Volatile
Profile of White Wines. Fermentation; 5(4). https://
doi.org/10.3390/fermentation5040094

Garofalo C, et al. 2018. Selection of Indigenous Yeast Strains
for the Production of Sparkling Wines from Native
Apulian Grape Varieties. International Journal of
Food Microbiology; 285(April): 7-17, https://doi.
org/10.1016/j.ijfoodmicro.2018.07.004

Guillamén J, et al. 1994. Rapid Characterization of Four Species
of the Saccharomyces Sensu Strict0 Complex Accord-
ing to Mitochondrial DNA Patterns; 34(4)708-714.
https://doi.org/10.1016/S0723-2020(96)80019-1

Guillamon J, et al. 1998. Rapid identification of wine yeast spe-
cies based on RFLP analysis of the ribosomal internal
transcribed spacer ( ITS ) region; 387-392. https://
doi.org/10.1007/s002030050587

Hoffman C, and Winston F. 1987. Ten-Minute DNA Preparation
from Yeast Efficiently Releases Autonomous Plas-
mids for Transformation of Escherichia Coli. Gene;
57(2-3): 267-72. https://doi.org/10.1016/0378-
1119(87)90131-4

INDECOPI. 2006. Norma Técnica Peruana NTP 211.001.2006.
Bebidas Alcohélicas. Pisco. Requisitos. https://
www.elpiscoesdelperu.com/boletines/enero2008/
NTP21100_Pisco.pdf

Innis M, David H, Gelfand ], Sninsky ], Thomas ]. 2012. PCR Pro-
tocols - A Guide to Methods and Applications. Trends
in Biochemical Sciences; 15(10): 406.

Kassambara A, Mundt F. 2020. _factoextra: Extract and Visu-
alize the Results of Multivariate Data Analyses_. R
package version 1.0.7. https://CRAN.R-project.org/
package=factoextra.

Kemp B, Hervé A, Bertrand R, and Marchal R. 2015. Effect of Pro-
duction Phase on Bottle-Fermented Sparkling Wine
Quality. Journal of Agricultural and Food Chemistry;
63(1): 19-38. https://doi.org/10.1021/jf504268u

Le S, Josse ], Husson F. 2008. FactoMineR: An R Package for
Multivariate Analysis. Journal of Statistical Software,
25(1), 1-18. 10.18637/jss.v025.i01.

Lopes C, Van Broock M, Querol A, and Caballero A. 2002. Sac-
charomyces cerevisiae Wine Yeast Populations in
a Cold Region in Argentinean Patagonia. A Study at
Different Fermentation Scales. Journal of Applied Mi-
crobiology; 93(4): 608-15. https://doi.org/10.1046/
j.1365-2672.2002.01738.x

Mancic¢ S, et al. 2021. Fermentative Potential of Native Yeast
Candida Famata for Prokupac Grape Must Fermenta-
tion. Agriculture (Switzerland); 11(4):358. https://
doi.org/10.3390/agriculture11040358

Martinez-Lapuente L, et al. 2016. Influence of Grape Maturity
on Complex Carbohydrate Composition of Red Spar-
kling Wines. Journal of Agricultural and Food Chem-
istry; 64(24): 5020-30. https://doi.org/10.1021 /acs.
jafc.6b00207

Massera A. 2010. Selecciéon y caracterizacion de microorganis-
mos nativos para la optimizacién de procesos fermen-
tativos especificos y/o el incremento del perfil organ-
oléptico de los vinos tintos. Universidad Nacional de
Cuyo.

Nakazawa M. 2023. _fmsb: Functions for Medical Statistics
Book with some Demographic Data_. R package ver-
sion 0.7.5, https://CRAN.R-project.org/package=fmsb

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 30(4): E25973 (DICIEMBRE 2023)

009 / 010



ALMANZA CANO ET AL.

OIV. 2022. Norma OIV de los concursos internacionales de vi-
nos y bebidas espirtuosas de origen viticola. Francia.
www.oiv.int/sites/default/files/documents/oiv-pa-
trocinio-concurso-norma-ed-2021.pdf

Ortiz Navarro MJ. 2015. Propiedades de Levaduras Saccharo-
myces y No Saccharomyces, Aisladas de Ambientes
Naturales. Tesis doctoral. Ciudad Real: Universidad De
Castilla-La Mancha.

Pallmann CL, Brown JA, Olineka TL, Cocolin L, Mills DA, Bisson
LE. 2001. Use of WL Medium to Profile Native Flora
Fermentations. American Journal of Enology and Vi-
ticulture 52(3):198-203. https://doi.org/10.5344/

2jev.2001.52.3.198

Posit team. 2023. RStudio: Integrated Development Environ-
ment for R.Posit Software, PBC, Boston, MA. URL
http://www.posit.co

Querol A, Pérez-Torrado R, Alonso-del-Real ], Minebois R,
Stribny ], Oliveira BM, Barrio E. 2018. Chapter Five
- New Trends in the Uses of Yeasts in Oenology. In:
Toldra F, editor. Advances in Food and Nutrition Re-
search. Vol. 85. p. 177-210. https://doi.org/10.1016/
bs.afnr.2018.03.002

Querol A, Huerta T, Barrio E, and Ramon D. 1992. Dry Yeast
Strain for Use in Fermentation of Alicante Wines: Selec-
tion and DNA Patterns. Journal of Food Science; 57(1):
183-85. https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.1992.
tb05451.x

Querol A, Jiménez M, and Huerta T. 1990. Microbiological
and Enological Parameters during Fermentation of
Musts from Poor and Normal Grape-Harvests in the
Region of Alicante. Journal of Food Science; 55(6):
1603-6. https://doi.org/10.1111/j.1365-2621.1990.
th03580.x

R Core Team. 2023. R: A language and environment for statis-
tical computing. R Foundation for Statistical Comput-
ing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/

Schvarczova E, Stefanikova J, Jankura E, and Kolek E. 2017.
Selection of Autochthonous Saccharomyces Cerevi-
siae strains for production of typical Pinot Gris Wines.
Journal of Food & Nutrition Research; 56(4): 389-397.

Tristezza M, et al. 2016. The Oenological Potential of Hanse-
niaspora Uvarum in Simultaneous and Sequential
Co-Fermentation with Saccharomyces Cerevisiae
for Industrial Wine Production. Frontiers in Micro-
biology. 7(MAY): 1-14. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2016.00670

Valente, P, Ramos JP, and Leoncini 0. 1999. Sequencing as a Tool
in Yeast Molecular Taxonomy." Canadian Journal of Mi-
crobiology. 45(11): 949-58. https://doi.org/10.1139/
w99-094

Vezinhet F, Hallet JN, Valade M and Poulard A. 1992. Ecological
Survey of Wine Yeast Strains by Molecular Methods of
Identification. American journal of enology and viti-
culture (USA).43(1): 83-86. https://doi.org/10.5344/
ajev.1992.43.1.83

Vigentini I, et al. 2007. Use of Native Yeast Strains for In-Bot-
tle Fermentation to Face the Uniformity in Sparkling
Wine Production. Frontiers in Microbiology. 8(JUN):
1-10. https://doi.org/10.3389 /fmicbh.2017.01225

Wickham H. 2016. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis.
Springer-Verlag New York

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. 1990. 38 - Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal rna genes for
phylogenetics. In: Innis MA, Gelfand DH, Sninsky J],
White Thomas J., editors. PCR Protocols. San Diego: Ac-
ademic Press; p. 315-322. https://doi.org/10.1016/
B978-0-12-372180-8.50042-1

Yamamoto H, et al. 2011. Isolation and Characterization of Sho-
chu Yeasts with Superior Brewing Ability from Shochu
Mashes. Journal of the Institute of Brewing. 117(4):
627-33. https://doi.org/10.1002/j.2050-0416.2011.
tb00514.x

Zhao X, Procopio S, and Becker T. 2015. Flavor Impacts of Glyc-
erol in the Processing of Yeast Fermented Beverages:
A Review. Journal of Food Science and Technology.
52(12): 7588-98. https://doi.org/10.1007/s13197-

015-1977-y

Agradecimientos / Acknowledgments:

A laempresa Agroindustrias Tres Generaciones S.A.C. por facilitar
la recoleccion de las muestras en su bodega de produccién de
Pisco y al Programa Nacional de Desarrollo Tecnolégico e Inno-
vacion por el financiamiento.

Conflicto de intereses / Competing interests:
Los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Rol de los autores / Authors Roles:

AA: Conceptualizacidn, investigacion, Escritura-Preparacion del
borrador original, Redaccidn-revision y edicion.

WC: Investigacién, anélisis formal.
RB: Validacién.
HC: Redaccidn-revision y edicion.

Fuentes de financiamiento / Funding:

Programa Nacional de Desarrollo Tecnoldgico e Innovacion —
PROINNOQVATE, antes Fondo para la Innovacion, Ciencia y Tec-
nologia — FINCyT (017/12 PIPEI).

Aspectos éticos / legales; Ethics / legals:

Los autores declaran no haber violado u omitido normas éticas
o legales al realizar la investigacién y esta obra. Se cumplié con
los protocolos de proteccidn personal de los investigadores en
el drea de microbiologia y biotecnologia enoldgica.

010/ 010

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 30(4): E25973 (DICIEMBRE 2023)



