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Resumen

En la actualidad se observa que el mercado mundial de vino, esta generando
una tendencia hacia un consumo de vinos mas jovenes y frutados, predominando
compuestos volatiles propios del varietal, generados durante la fermentacion.
Por lo que el siguiente trabajo, se centré en buscar un tipo de nutriente que
permita expresar al maximo el potencial aromatico de las levaduras
Saccharomyces Cerevisiae, en cuanto a los aromas secundarios que se
obtienen durante la fermentacion alcohdlica, donde principalmente se
encuentran; alcoholes superiores, esteres de acetato, esteres etilicos y esteres
etilicos de acidos grasos de cadena media, que son las sustancias odoriferas
encargadas de aportar las diferentes notas aroméaticas que destacan el perfil de

un vino terminado.

Se comparo el efecto que tiene la adicion de diferentes fuentes nitrogenadas,
mediante el uso de una sola cepa de levadura comercial, en el varietal Cabernet
Sauvignon, donde la Unica variante fue el tipo de nutriente empleado, utilizando
en primer lugar un testigo con nitrdgeno natural aportado por el vifiedo, un
compuesto totalmente inorganico a base de fosfato diamoénico, levaduras
inactivas en caracter de nutriente 100% organico y un preparado comercial mixto
compuesto por fosfato de amédnico, paredes de levaduras, tiamina y pantotenato.
El resto de los parametros se mantuvieron constantes para evitar alguna

influencia de forma directa o indirecta sobre el producto terminado.

Los resultados obtenidos muestran que la adicion de nutrientes organicos e
inorganicos mezclados, no solo conducen a un incremento en la cinética
fermentativa, sino que también, actlan generando diferencias significativas
sobre el perfil sensorial de un vino, en los atributos; bordo, mermelada de frutas,
frutos negros y dulzor, otorgando cierto equilibro aromatico, con una mayor tasa

de preferencia.

Palabras claves: Saccharomyces cerevisiae — nutricion - fermentacion —

aromas — esteres.

Correo electrénico: fedemiguelmunoz@hotmail.com



Abstract

At present, it is observed that the world wine market is generating a trend towards
a younger and more fruity wine consumption, predominantly volatile compounds
typical of the varietal, generated during fermentation. Therefore, the following
work focused on looking for a type of nutrient that allows to express to the
maximum the aromatic potential of Saccharomyces Cerevisiae yeasts, in terms
of secondary aromas obtained during alcoholic fermentation, where they are
mainly found; higher alcohols, acetate esters, ethyl esters and ethyl esters of
medium chain fatty acids, which are the odoriferous substances responsible for

providing the different aromatic notes that highlight the profile of a finished wine.

The effect of the addition of different nitrogen sources was compared, by using a
single commercial yeast strain, in the Cabernet Sauvignon varietal, where the
only variant was the type of nutrient used, first using a control with natural
nitrogen provided by the vineyard, a totally inorganic compound based on
diammonium phosphate, inactive yeasts as a 100% organic nutrient and a mixed
commercial preparation made up of ammonium phosphate, yeast walls, thiamine
and pantothenate. The rest of the parameters were kept constant to avoid any

direct or indirect influence on the finished product.

The results obtained show that the addition of mixed organic and inorganic
nutrients not only leads to an increase in the fermentation kinetics, but also, they
act by generating significant differences on the sensory profile of a wine, in the
attributes; board, fruit jam, black fruits and sweetness, granting a certain aromatic

balance, with a higher rate of preference.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae - nutrition - fermentation - aromas —

esters.
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Introduccion

La mayoria de los compuestos volatiles y no volatiles presentes en los vinos, se
los encuentran en estado libre o glicosidado, en las vacuolas de las células
(aromas primarios), puntualmente en el mesocarpio Yy pericarpio,
inmediatamente debajo de la piel de las bayas (Esti 2006) [1] es decir, unidos a
una molécula de azucar, las cuales, gracias a reacciones enzimaticas y
metabdlicas llevadas a cabo por las levaduras durante la fermentacion
alcohdlica, les permitirdn ser liberadas al medio, dependiendo de su volatilidad y
umbral de deteccion, podran ser percibidas con mayor o menor facilidad. Durante
esta etapa, ademas de la transformacion de azucares, se produce una
asimilacion y transformacién de sustancias nitrogenadas, que seran expulsadas

al medio en forma de compuestos aroméaticos.

Estos aromas son mas conocidos como aromas secundarios, muy buscados por
consumidores actuales, que apuntan a beber vinos mas jévenes y frutados, con
mayor expresion aromatica, que rapidamente recuerde el varietal que se esta
degustando. Por tal motivo las empresas vitivinicolas, buscan en todo momento
satisfacer estas necesidades del consumidor, en un mercado tan competitivo y

de amplio porfolio, con productos de excelentisima calidad.

Por lo que el siguiente proyecto de tesis consta de una investigacion aplicada y
experimental, obteniendo resultados que refuercen los hallazgos obtenidos hasta
la actualidad, centrado en el metabolismo fermentativo y aromatico de
Saccharomyces Cerevisiae. Buscando determinar el impacto que tiene el
agregado de diferentes nutrientes comerciales, actualmente comercializados en
Argentina, sobre el perfil de aromas secundarios generados durante el
transcurso de la fermentacion alcohodlica de un mosto tinto Cabernet Sauvignon

— cosecha 2019, de la Zona Este Junin — Provincia de Mendoza, Argentina.

¢,Puede influenciar el tipo de nutriente utilizado en la fase fermentativa, sobre el

perfil aromatico y sensorial de un vino tinto?

¢ Existe relacion entre el NPA del mosto y los aromas fermentativos

producidos?

¢La sobredosis nutritiva, genera algun efecto en la etapa fermentativa?

¢ Mejora o perjudica la composicién aromatica?



Algunos de los principales factores para obtener vinos muy aromaticos, son
primordialmente; el estado sanitario de la uva, la variedad, las condiciones
climaticas, el terroir y el manejo de la canopia, si se analiza desde el punto de
vista agronémico, pero no se puede dejar de lado la fraccion microbiologica, ya
que sera la responsable en su totalidad, del desarrollo de estos aromas
fermentativos, obtenidos, gracias al metabolismo y la genética de la cepa de
levadura utilizada y/o desarrollada. Acompafiado de técnicas e insumos
enoldgicos para su elaboracién, siendo este ultimo un factor fundamental y

central de la investigacion.

Lo cual se puede evidenciar en un estudio llevado a cabo hace algunos afios
(Liang 2013) [2] sobre un vino tinto Cabernet Sauvignon, en donde se realizaron
microvinificaciones con 12 cepas de levaduras autéctonas y se obtuvieron
perfiles aromaticos totalmente distintos unos de otros, con una notable
presencia tanto de esteres como de alcoholes superiores, condiciendo con
(Regodon Mateos 2006; Gutierrez 2015) [3,4] quienes lograron demostrar, la
influencia y relevancia que tiene la cepa de levadura sobre los compuestos
volatiles obtenidos en una elaboracién, que aun con diferentes varietales de uvas
y diferentes condiciones de fermentacion, “se obtiene vinos m&s homogéneos
al utilizar la misma cepa de levadura, que cuando se realizan con diversas

cepas’.

La levadura, focalizando en la cepa Saccharomyces Cerevisiae se la encuentra
naturalmente en los mostos de uva y emplea como fuente primaria de
alimentacion, los azucares (hexosas); glucosa y fructosa, que son compuestos
degradables, los cuales le sirven como principales fuentes de carbono y alimento
energético (Ribereau-Gayon 2003) [5]. Otros constituyentes nutritivos,
asimilables y fundamentales para su desarrollo, son los compuestos
nitrogenados, entre ellos podemos citar; el amonio, aminoacidos, polipéptidos
y proteinas, cuyos tenores van a depender exclusivamente de la cepa, del
medio, las condiciones de cultivo, la densidad de plantacion, suelo, clima,
madurez y las fertilizaciones realizadas (Rapp 1995) [6].

El nitrégeno es un substrato limitante para el crecimiento y la multiplicacién

celular, aunque este va a depender primordialmente de la fuente nitrogenada
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asimilada, ya que la levadura es capaz de sintetizar solo los compuestos
necesarios para poder crecer y desarrollarse en el medio. La concentracion y
composicién del nutriente utilizado son de vital importancia, no solo para el
metabolismo, sino también a nivel sensorial, por las cualidades y los compuestos
aromaticos que se pueden obtener durante el transcurso de la fermentacién

alcohdlica.

Se puede observar en varias investigaciones y comparaciones realizadas por
(Torrea 2011; Barbosa 2012; Barbosa 2009) [7,8,9] que las suplementaciones
con diversas fuentes nitrogenadas tanto en vinos blancos como tintos, generan
grandes efectos en la concentracion de sustancias volatiles y no volatiles,
presentes en los finales de fermentacion, las cuales, en su totalidad, hacen de la
complejidad de un vino, tanto para enriquecerlo u opacarlo. Entre ellos podemos
citar; alcoholes superiores, acidos grasos de cadena media, acidos de
cadena ramificada, esteres etilicos, esteres de acetato y esteres etilicos de
acidos grasos de cadena media. No solo se observan cambios a nivel
sensorial, sino que también una mayor tasa de crecimiento celular y actividad

enzimatica, con diferentes fuentes nitrogenadas (Godoy Danesi 2006) [10].

Los aminoacidos desempefian importantes funciones fisiolégicas y efectos
sensoriales, al transformandose mediante la via metabdlica Ehrlich en alcoholes
superiores y acidos de cadena ramificada, que finalmente desencadenaran en la

biosintesis de ésteres aromaticos (Kato 2011; Reinal) [11,13].

En investigaciones mas recientes, se puso a prueba el impacto de las
concentraciones y composiciones de las fuentes nitrogenadas, utilizadas durante
las diferentes fases de la cinética fermentativa, en base a la produccion de
sustancias volatiles agradables, y nuevamente pusieron en evidencia, que una
adicién de nitrégeno, no solo estimula la cinética fermentativa, aumentando la
biomasa de microrganismos y reduciendo los tiempos de fermentacion, sino
también contribuye en gran medida a la sintesis y complejidad del perfil
aromatico de un vino. (Gutiérrez 2015; Rapp 1995; Torrea 2011; Barbosa 2012;
Barbosa 2009; Reinal; Granes 2006; Barrajon 2011; Suklje 2016; Martinez-
Moreno 2014; Pei-Tong 2018; Duc 2020) [4,6,7,8,9,13,16,18,19,20,21,22].
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Los compuestos aromaticos secundarios y/o fermentativos, se ven muy
influenciados por los constituyentes del mosto y sobre todo por la revelacion y
expresion de los genes de la levadura, encargados de sintetizar y asimilar ciertos
compuestos amoniacales y aminoacidicos (Pei-Tong 2018) [21]. Es importante
destacar que no solo los nutrientes son importantes para el desarrollo de las
levaduras, también se deben citar; vitaminas, acidos grasos de cadena larga,
esteroles y oxigeno, que de igual forma intervienen y favorecen el proceso
fermentativo. (Landolfo 2010; Fornairon-Bonnefond 2003; Sablayrolles 1996;
Perez-Vazquez 2005) [23,24,25,26].

En el primer capitulo se desarrolla el marco tedrico de las levaduras, con las
especies y cepas que existen en la actualidad, focalizando el estudio sobre el
metabolismo de la cepa Saccharomyces Cerevisiae. Su alimentacion
carbonada y nitrogenada para desarrollarse y competir en el medio. Y los
compuestos aromaticos sintetizados a partir de su genética y sustancias

nutritivas asimiladas.

En el segundo capitulo se encuentra la hipétesis y objetivos, detallando
técnicas y procedimientos que se emplearon para llevar a cabo toda la
investigacion (marco metodoldgico) iniciando desde la cosecha del fruto, seguido
de la fermentacion con los tratamientos nutritivos realizados, hasta llegar al
analisis descriptivo y estadistico, para visualizar las diferencias significativas

percibidas.

En el tercer capitulo se detallan los resultados obtenidos, desde el punto de
vista fermentativo, analitico y sensorial. Empleando el andlisis de la varianza
(ANOVA), la prueba de Tukey y Diferencia Minina de Medias (Fisher). Se
presenta la conclusion obtenida, en base a diferencias que se presentaron en la

fase visual, gustativa y olfativa.
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Capitulo |

Levaduras

Hongos unicelulares eucariotas de tamafio microscépico que se reproducen por
gemacion, aerobicos, con un metabolismo quimio-heterétrofo, que obtienen su
energia por degradacion de compuestos organicos (Ribereau-Gayon 2003) [5].
Se encuentran conviniendo con otros microrganismos, en la microbiota de la
baya, colonizando hollejos en los vifiedos. Actualmente se conocen diferentes
especies y cepas de levaduras fermentativas, que enolégicamente se las
conocen como “levaduras indigenas”, terminologia que no es aplicada a una sola
cepa transformadora de azucares, sino que consta de un conjunto de especies
y géneros, que, por sus caracteristicas morfolégicas y genéticas, se las ha

podido diferenciar e identificar con una mayor precision.

A continuacion, se nombran un grupo de géneros de levaduras que se
encuentran en los mostos de uvas; Schizosaccharomyces, Dekkera, Pichia,
Zygosaccharomyces, Candida, Kloeckera, Saccharomycodes,
Brettanomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Torulaspora y finalmente
Saccharomyces que serd el género de mayor importancia a la hora de realizar
una elaboracién, ya que, por sus caracteristicas fisiologicas se encargara de
llevar acabo la fermentacién alcohdlica, gracias a su gran poder fermentativo,

resistencia al alcohol y al anhidrido sulfuroso (SO3).

Dentro de este ultimo grupo, se encuentran 5 subgéneros; Saccharomyces
uvarum, S. oviformis, S. baili, S. cerevisiae que tiene un elevado poder
dominante en un medio y por dltimo S. bayanus como la cepa mas extravagante,
en cuanto a su elevada resistencia al etanol, incluso utilizada en ocasiones, para
reiniciar paradas fermentativas con pocos gramos de azlcar, en condiciones

muy adversas, con elevada presencia de toxinas y alcoholes.

La investigacion se focalizo en el género Saccharomyces, y dentro de este grupo,
Saccharomyce Cerevisiae, ya que es por excelencia la mejor cepa para llevar
a cabo el proceso fermentativo, no solo por su adaptacion y dominancia del
medio, sino también por las caracteristicas sensoriales que esta aporta al

producto.
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Fases de crecimiento

Fase de latencia

Tiempo de adaptacion a las nuevas condiciones del medio, ya que los
microorganismos se encuentran colonizando las bayas de forma aerobica, y al
estrujarse, durante el proceso de molienda, se genera la liberacion y
homogeneizacion del solido-liqguido modificando completamente el medio al que
las levaduras estaban adaptadas, siendo el primer factor fundamental el cambio
de pH a un medio acido, rondando valores de 3.5, seguido de una competencia

microbiana por ganar y colonizar el medio.

Fase exponencial

Momento en el cual las células comienzan a reproducirse y multiplicarse de
forma acelerada, la cual va a depender sumamente de factores genéticos,
ambientales, nutritivos, térmicos y competitivos entre los microrganismos

presentes.

Fase estacionaria

Cuando la poblacion de levaduras ha alcanzado su maximo valor posible, con la
mayor cantidad de microrganismos vivos, atravesando un medio donde
comienza a presentarse cierta acumulacién de compuestos téxicos, un elevado
porcentaje de alcohol producido, presencia de acidos grasos de cadena corta,

carencia nutritiva y deficiencia de oxigeno.

Fase de muerte

La cantidad de microorganismos vivos en esta fase, comienza a decaer por
disminucién de la viabilidad, ocasionando una disminucion de la cinética
fermentativa hasta su finalizacion, pero en ciertas ocasiones y dependiendo del
medio, puede conllevar a paradas fermentativas, por la acumulacion de toxinas

citadas en la fase anterior.

Metabolismo de azUcares

Las levaduras al ser microorganismos quimio-heterotrofos, necesitan de
nutrientes para poder multiplicarse y crecer, por lo que realizan fosforilaciones
oxidativas totales o parciales, para poder obtener energia para sus funciones
vitales. Degradando azucares por dos vias, segun exista la presencia o ausencia

de oxigeno, conllevando a una fermentacién o respiracion.
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Dicha transformacion de azucares, solo corresponde a hexosas fermentecibles,

ya que las pentosas no son asimiladas, ni puede ser reducidas por las levaduras.

Fermentacion alcoholica

Los procesos metabdlicos de las levaduras, comienzan con el transporte y la
degradacion catabdlica de los azucares presentes en el mosto, en forma de
glucosa y fructosa, siendo este ultimo asimilado con mayor dificultad. También
se pueden encontrar algunos restos de sacarosa, que previamente deben ser
desdoblados enzimaticamente por la accion de una enzima invertasa, para ser

asimilados correctamente.

GLUCOSA

fosforilacion l'Hexokmasa

glucosa-6-fosfato

isomerizacion Y*Fosfoglucosa isomerasa

fructosa-6-fosfato

2° fosfonlacm‘nl‘fcsfofruclnkinasa

fructosa-1,6-bifosfato
(TRIOSAS ISOMERAS)

*__'__——f \ *gliceraldehido-3-fosfato
_ ) transformacion K . deshidrogenasa . i
Dihidroxiacetona fosfato — Gliceraldehido-3-fosfato —1,3-bifosfoglicerato

“triosa fosfato isomerasa * *fosfoglicerato kinasa

dihidroxiacetona fosfato 3-fosfoglicerato
‘ *fosfogliceromutasa

glicerol-3-fosfato 2-fosfoglicerato

desfosforilacién i deshidratacion * *enolasa

GLICEROL fosfoenolpiruvato

“piruvato fosforilacion * *piruvato kinasa
*alcohol deshidrogenasa

ETANOL <= etanal” " “4="ACIDO PIRUVICO
reducc.

descarbox (

RESPIRACION < Ciclo de KREBS <acetilCoA "“/

Figura 1 - Esquema adaptado por Federico Miguel Mufioz, sobre "Via de glucdlisis y fermentacion alcohdlica”

Fuente: Rivéreau-Gayon 2003 [5]
Una vez transportada la glucosa al interior de la célula (Figura 1), es rapidamente
fosforilada e isomerizada para obtener 2 triosas, que mediante una
transformacion y conversion se obtendra 1,3 bifosfoglicerato, que a través de las
enzimas fosfoglicerato kinasa y fosfogliceromutasa, seguido de una
deshidratacion, se producira fosfoenolpiruvato y posteriormente acido piravico.

A partir de este Ultimo compuesto, se dividen 2 caminos metabdlicos, donde ante
la presencia de oxigeno, se genera la respiracion celular realizada en las

mitocondrias gracias a el Ciclo de Krebs, donde el &cido pirdvico es oxidado

15



hasta la obtencion de anhidrido carbdnico (CO2) méas agua (H20) y en ausencia
de oxigeno, se lleva a cabo la fermentacion alcohdlica, donde ese acido piravico,
es descarboxilado gracias a la accién de la enzima piruvato descarboxilasa, en
acetaldehido (etanal) y finalmente mediante una reduccién, la obtencion de

etanol.

Fermentacion gliceropiravica
El producto final de esta via, es la sintesis del glicerol, mas conocido como
glicerina, la cual se genera de forma lenta pero continua durante el transcurso

de la fermentacion alcohdlica, en los primeros gramos de azUcar transformados.

Es el segundo compuesto de importancia, seguido del etanol. Su formacion es a
partir de una desfosforilacion del glicerol-3-fosfato, proveniente del
gliceraldehido-3-fosfato durante la transformacion de triosas. Generalmente se
lo puede encontrar en valores que oscilan los 6-10 gr/lIt, cuyo valor va a depender
exclusivamente del medio, las temperaturas de fermentacion y de la cepa

desarrollada.

Factores que afectan el crecimiento y desarrollo

Temperatura: Normalmente las levaduras se desarrollan con valores que
oscilan los 16-24 °C, empleando valores mas elevados en vinificaciones tintas y
algo mas bajos para la conservacion de aromas en el caso de una elaboracion
blanca y/o rosada. Es importante recordar que tanto valores demasiados
elevados como bajos, afectan en gran medida la cinética fermentativa, pudiendo

generar en ambos casos paradas fermentativas.

En el caso de valores superiores a los 22°C se observa una cinética que tiende
a incrementarse proporcionalmente y por lo tanto acelerando la transformacion
de azucares, ocurriendo lo opuesto ante una disminucion de temperatura por
valores debajo de los 15°C, provocando fermentaciones muy ralentizadas y por

consiguiente una prolongacion en los tiempos de fermentacion.

NPA: Nitrégeno prontamente asimilable o facilmente asimilable (NFA), es un
conjunto de compuestos quimicos a base de nitrogeno; a-aminoacidos, amonio
y algunos pequefios péptidos, que son sustancias determinantes para llevar
acabo la sintesis proteica y el transporte de azucares.
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Normalmente la necesidad nutritiva va a depender de varios factores, citando en
primer lugar, la cepa de levadura utilizada y si es de tipo “indigena” o
“seleccionada”, existiendo cepas que demandan elevadas dosis de nitrégeno e

incluso otras que tienen una necesidad nutritiva practicamente baja.

Presion osmaotica: Generada por la concentracion de azucares reductores;
glucosa y fructosa, principal fuente de carbono que predomina en dosis elevadas
en los mostos. Encontrando valores que superan facilmente los 230 gr/lt de
azucares reductores de forma natural producidos por la vid, incrementandose a
medida que transcurre el ciclo de maduracion de las bayas, pudiendo obtenerse
valores muy por encima de los 300 gr/lt en el caso de vinificaciones especiales,
como cosechas tardias o para la elaboracion de mostos concentrados y/o
rectificados.

Oxigeno: Factor quimico fundamental para el metabolismo de los
microorganismos aerébicos, ya que no es posible su desarrollo en ausencia total
de este, lo necesitan primordialmente para la respiracion y la obtencion de
esteroles y acidos grasos insaturados de cadena larga que son factores vitales

para la supervivencia y fluidez de la membrana.

Clarificacion/desfangado: Trabajo de limpidez fisica y/o quimica la cual debe
controlarse bien los niveles de turbiedad en los mostos (NTU), ya que una
excesiva limpieza conlleva a efectos opuestos al deseado, ocasionando un
importante empobrecimiento del mosto en sustancias nitrogenadas (NPA),

esteroles y acidos grasos fundamentales para la viabilidad celular.

Activadores fermentativos

Compuestos que se encuentran a nivel de rastros, pero que sirven como grandes
factores de supervivencia para las levaduras, en ocasiones llegan a ser de vital
importancia para su desarrollo en un medio tan hostil como un mosto en
fermentacion, repleto de toxinas que afectan vitalidad, como; alcoholes, acidos
grasos de cadena corta, pH sumamente bajos, elevada presion osmotica y una

importante anaerobiosis.

Estos compuestos se encargan sobre todo de asegurar una buena
permeabilidad de la membrana plasmética, para favorecer los intercambios con

el medio.
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Vitaminas

Sustancias organicas que se encuentran en los zumos de uva, con valores
extremadamente bajos, en ocasiones expresadas en nanogramos, de gran
importancia para un crecimiento 6ptimo. Entre ellas se encuentran; tiamina (B1)
la cual se consume durante las primeras horas y es un cofactor catalitico que
participa en reacciones de descarboxilacion oxidativa del acido piravico,
aminoacidos y a-cetoglutarico, riboflavina (B2) coenzima de varias reacciones
implicadas en la respiracion celular, nicotinamida (B3) componente de
cofactores NAD y NADP intervinientes en reacciones de deshidrogenacion,
acido pantoténico (Bs) precursor de la biosintesis de CoenzimaA y reacciones
de acetilacion, piridoxina (Be) coenzima que actla en reacciones de
transaminacion, descarboxilacion y desaminaciéon de aminoécidos, biotina (B7)
cofactor de carboxilasas que afectan la tasa de crecimiento, induciendo
glucoquinasas y reprimiendo fosfoenolpiruvato carboxiquinasas, acido folico
(Be), cobalamina (B12) e inositol/mioinositol (Bx) que mejora el crecimiento
celular, aumentando fluidez y fosfolipidicos de la membrana celular

(fosfatidilinositol).

Acidos grasos insaturados de cadena larga

Sustancias acidas carboxilicas, de naturaleza grasa, constituidos por 14, 16 o0 18
atomos de carbono lineales, donde principalmente se encuentran; acido oleico
(C18), &cido linoleico (C18), acido linolénico (C18) en menor media acido
palmitoleico (C16) lo cuales se van a ir consumiendo hasta el final de la primera
fermentacién, aunque no todos tienen los mismos efectos sobre la integridad de

la membrana celular.

Estos compuestos tienen gran importancia durante la fermentacion alcoholica ya
que pueden ser generados por las mismas levaduras, cedidos al medio durante
las maceraciones prefermentativas gracias a la friccion de los hollejos (pruina) o
directamente incorporados de forma exdgena durante la elaboracién mediante
nutrientes organicos. Cuya funcion principal es incrementar la integridad de la
membrana plasmatica, variando el flujo de protones y por consiguiente
aumentando la viabilidad y la biomasa de levaduras cuando existen condiciones

de anaerobiosis.
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Su biosintesis se realiza mediante sucesivas condensaciones del AcetilCoA,
previamente existiendo una activacion de este, al incorporar un grupo carboxilo
a la molécula, transformandola en malonil-CoA (3 carbonos), siendo este ultimo

el dador de 2 atomos de carbono de forma continua.

Obteniéndose asi, el complejo acetil-malonil, que mediante sucesivas reacciones
de descarboxilacién, oxido-reduccion, deshidratacion y nuevamente oxido-
reduccion, se obtendra acidos grasos de 4,6,8 y multiplos de dos carbonos hasta
la obtencion de palmitato (16 carbonos), donde la enzima no condensa mas
reacciones y es liberado al medio citoplasmatico. Pudiendo sufrir una serie de
reacciones gracias al malonil-CoA presente + oxigeno (O2), para generar una
elongacion, obteniendo finalmente Oleil CoA (18 carbonos). Es importante
recordar que estas reacciones generan una importante demanda energética. El
acetilCoA proviene de excedentes en la degradacion de glucidos (glucolisis) o

de esqueletos aminoacidicos.

También existen otros tipos de &acidos grasos de cadena corta, que son
intermedios de reaccion liberados prematuramente de 6, 8 y 10 atomos de

carbono, y cumplen una funcion completamente opuesta e inhibitoria.

Esteroles

Compuestos organicos naturales de supervivencia clave para la integridad de la
membrana plasmatica, como los acidos grasos citados anteriormente. Cuya
biosintesis va a estar ligada a la presencia de oxigeno, donde se lo incorpora
realizando remontajes abiertos para favorecer el metabolismo de estas
sustancias de forma natural. Gracias a la unién de 2 moléculas de AcetilCoA
para obtener AcetoAcetil CoA iniciando la via del mevalonato hasta la sintesis

de; escualeno seguido de lanosterol, zymosterol y finalmente ergosterol.

Las rutas metabdlicas de estas sustancias de supervivencia (acidos grasos
insaturados de cadena larga y esteroles) estan estrechamente ligadas a

reacciones de fosforilacion, ya que “inactivan” su biosintesis.

Caso contrario cuando se produce la respiracion celular, ya que la formacién de
citrato “activa” la enzima AcetilCoA Carboxilasa, catalizadora de malonil CoA,

precursor de acidos grasos.
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Extractos de levaduras

Normalmente las industrias que comercializan este tipo de insumos, los
presentan en formatos puros o mezclas pre-establecidas por cada empresa,
cuyas bases estdn compuestas por facciones bioldgicas intracelulares de
levaduras, después de su autolisis, en mayor o menor grado de pureza, lo cual

fijara su costo final.

Se puede encontrar nutrientes compuestos por autolisis de levaduras (ricos en
esteroles, acidos grasos insaturados de cadena larga, aminoacidos, vitaminas,
minerales, oligoelementos y polisacaridos), levaduras inactivas (que también
aportan macro y micronutrientes, con un importante efecto antioxidante), y
paredes celulares (liberan manoproteinas y ofrecen un efecto detoxificante ya
que tienen un importante grado de absorcion).

Inhibidores fermentativos

Efecto del etanol

Afecta directamente la permeabilidad de la membrana plasmatica por interaccion
en cabezas de fosfolipidos y proteinas, acelerando el flujo y el sistema de
transporte de protones (H*), acidificando el interior de la célula (modificando el
pH intracelular), ocasionando una disminucion de la viabilidad y asimilacion de

sustancias nitrogenadas.

Efecto de la temperatura

Temperaturas moderadas oscilando los 15-25 grados C° solo modifican la
cinética fermentativa acelerando o disminuyendo la degradacién de azucares y
por consiguiente la generacion de anhidrido carbonico (CO.), pero valores por
encima de estos, no solo ocasionan un acelerado proceso de intercambios entre
la célula y el medio, sino que también provocan una desnaturalizacion proteica,
con posibles paradas de fermentacion y volatilizacion de aromas, mediante la
friccion ascendente del COz liberado.

Efecto del pH

Los valores de pH intracelular, se ven afectados directamente por el
funcionamiento de la enzima ATPasa encargada del transporte activo de los
compuesto externos e internos de la célula, por lo que un incorrecto

funcionamiento, ocasiona una mayor fluidez de la membrana, con acelerados
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intercambios con el medio, provocando una disminucién desmedida del pH,

(acidificando) y por lo tanto modificando neutralidad y viabilidad celular.

Efecto de pesticidas

Fungicidas a base de tiazoles o imidazoles que fueron agregados durante
curaciones en vifiedos, que se encargan de bloquear la biosintesis de esteroles
y acidos grasos insaturados de cadena larga, alterando la fluidez de la
membrana plasmética. Normalmente suelen estar presentes, cuando no se
respetan los tiempos de carencia en los agregados antes de vendimia y por lo

tanto se trasladan a los mostos durante la molienda.

Efecto de &cidos grasos de cadena corta

Sustancias toxicas excretadas por las mismas levaduras, durante el metabolismo
fermentativo en mayor o menor proporcién, dependiendo de las condiciones
medio. La toxicidad esta relacionada por la alta liposolubilidad, penetrando la
célula y disocidndose internamente, modificando por consecuencia el pH
intracelular, ocasionando una inhibicion en el intercambio con el medio. Por lo
gue las levaduras contintan con su actividad enzimatica pero no pueden asimilar

fuentes de carbono (azucares reductores).

La biosintesis se lleva a cabo mediante la condensacion repetitiva de AcetilCoA
durante la formacion de acidos grasos, siendo intermedios de reaccion, liberados
prematuramente. Entre estas sustancias, se encuentran; acido hexanoico (C6),

acido octanoico (C8) y acido decanoico (C10).

Levadura Seca Activa (LSA)

Levaduras de origen natural, extraidas de diferentes zonas vitivinicolas del
mundo, las cuales fueron previamente aisladas, purificadas, identificadas,
seleccionadas y replicadas, segun diversos intereses enolégicos. Tales como;
acelerado inicio fermentativo, consumo homogéneo de azucares, elevada
resistencia al alcohol, presencia de factor killer, baja produccién de espuma y
acidez volatil, mayor o menor demanda de nitrogeno prontamente asimilable
(NPA) y en la actualidad se siguen aislando cepas mas especificas en cuanto a
su capacidad de revelar y expresar aromas fermentativos que representen a

cada varietal en cuestién o simplemente neutras.
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Para facilitar su comercializacién, son sometidas a un proceso de deshidratacion
mediante un secado y post-tamizado, en formas de granulos redondos, delgados

bastoncillos o en polvo, para asegurar un sencillo agregado.

Fase de rehidratacion

Proceso mas importante para las levaduras comerciales (LSA), el cual consiste
en re-establecer las condiciones similares que estas convivian previamente,
antes de pasar por el proceso de deshidratacion-tamizado, que por consiguiente
ocasiona una ruptura del equilibrio celular, ya que, durante ese proceso de
secado, las células pasaron bruscamente de una humedad relativa de entre 70-
80% a valores que oscilan 4-6% ocasionando una importante rugosidad en la

superficie de las membranas plasmaéticas.

La técnica se basa en hidratar, en un medio acuoso libre de SO o restos de
pesticidas, a temperaturas cercanas a 35-37°C ya sea directamente con agua
templada (H20) o solucion de mosto diluido de bajo tenor azucarino, para no
ocasionar un choque osmotico. Luego durante un determinado lapso (15 a 20
minutos) las levaduras ya pueden soportar cierta disminucion de temperatura,
empleando pequefias fracciones de mosto, para descender algunos grados
centigrados (°C) hasta llegar a un valor préximo de la vasija a cultivar, siempre y
cuando no se genere un gradiente de temperatura + 5°C, ya que desencadenaria
un shock térmico, ocasionando la muerte y por consiguiente disminuyendo en

gran porcentaje la vialidad celular.

La durabilidad de la fase de hidratacion segun diferentes autores e incluso de las
empresas distribuidoras y fabricantes de levaduras secas (LSA), recomiendan
no supere mas de 45min, sin la presencia de compuestos carbonados en el
medio (azucares), ya que una vez finalizada la fase de hidratacion, la célula
rapidamente comienza a buscar alimento y de no estar presente en el medio,
comienza a degradar sus propios constituyentes nutricionales, ocasionando el

proceso de autolisis con descenso de viabilidad.

Compuestos nitrogenados
La alimentacion nitrogenada esta provista de una fraccion inorganica constituida

principalmente por amonio y organica compuesta por aminoacidos, pequefios

péptidos y polipéptidos, muy necesarios para la generacion de proteinas y
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componentes vitales, por lo que el nitrdgeno es un factor clave para la

multiplicacion y la actividad fisiologica de las levaduras.

La concentracion en el medio, va a estar ligada estrechamente con el estado de
madurez, la vid, la zona de cultivo, densidad de plantacion, fertilizaciones y
condiciones climaticas del afio. Por lo que posiblemente ha de ser necesario en
algunas ocasiones, realizar correcciones de nitrégeno prontamente asimilable al
mosto (NPA) ya sea en formato organico, inorganico o combinaciones, para
restaurar parcialmente la sintesis proteica y generar una reactivacion en el
transporte de azucares. Dicho transporte se lleva a cabo mediante enzimas
permeasas que regulan los ingresos y egresos, a través de la membrana

plasmatica y ser posteriormente metabolizados.

La levadura absorbe rapidamente el nitrégeno del medio, rondando valores que
van del 50 al 80% siendo metabolizado en las primeras 10 a 15hs. Obviamente

no todas las cepas son igualmente reactivas frente a las fuentes nitrogenadas.

Es importante destacar que estos microrganismos tienen una mayor afinidad y
poder de asimilacion por los compuestos inorganicos (amonio), el ingreso de
este compuesto a la célula a diferencia de los aminoacidos conlleva un
determinado gasto energético, mediante un correcto funcionamiento de la
membrana, la cual se vera ciertamente influenciada ante la presencia de alcohol

en el medio.

Una condicion nutritiva Optima va a depender primordialmente de las
necesidades de cada cepa y sobre todo del tipo de nutriente disponible en el
medio, generando no solo una buena cinética fermentativa, con mayor presencia
de biomasa y resistencia, sino que también, permitiendo que la levadura

desarrolle todo su potencial enoldgico.

El nitrégeno es un substrato limitante para el crecimiento y la multiplicacion
celular, aunque este va a depender primordialmente de la fuente nitrogenada
asimilada, ya que la levadura es capaz de sintetizar solo los compuestos
necesarios para poder crecer y desarrollarse en el medio. La concentracion y
composicion del nutriente utilizado son de vital importancia, no solo para el

metabolismo, sino también a nivel sensorial, por las cualidades y los compuestos
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aromaticos que se pueden obtener durante el transcurso de la fermentacién

alcohdlica.

Se puede observar en varias investigaciones y comparaciones realizadas por
(Torrea 2011; Barbosa 2012; Barbosa 2009) [7,8,9] que las suplementaciones
con diversas fuentes nitrogenadas tanto en vinos blancos como tintos, generan
grandes efectos en la concentracion de sustancias volatiles y no volatiles,
presentes en los finales de fermentacion, las cuales, en su totalidad, hacen de la
complejidad de un vino, tanto para enriquecerlo u opacarlo. Entre ellos podemos
citar; alcoholes superiores, acidos grasos de cadena media, acidos de
cadena ramificada, esteres etilicos, esteres de acetato y esteres etilicos de

acidos grasos de cadena media.

No solo se observan cambios a nivel sensorial, sino que también una mayor tasa
de crecimiento celular y actividad enzimatica, con diferentes fuentes
nitrogenadas (Godoy Danesi 2006) [10]. Por lo que el uso de diferentes fuentes
nutritivas, da como resultado la producciéon de divergentes perfiles aromaticos y

cinéticas fermentativas (Barbosa 2012) [8].

Factores que modifican la concentracion

Los contenidos de dichas sustancias, pueden variar fuertemente segun las
condiciones climaticas del afio, entre ello podemos citar; la pluviometria y, sobre
todo, el ciclo fenoldgico de la vid, ya que una carencia de madurez, incrementa

los valores de compuestos nitrogenados en general.

Otros factores que modifican la composicion son; el tipo de suelo cultivado, la
fertilizacion otorgada, el varietal, su portainjerto y el estado sanitario de la materia

prima.

Mecanismo de asimilacién

Es un mecanismo de seleccion, que se lo conoce como represion catabolica por
nitrogeno (NCR), la cual se caracteriza por ser una capacidad celular, de detectar
la presencia de fuentes nitrogenadas y desencadenar una serie de sefiales, que
culminan con la activacion de los genes involucrados en el transporte y
metabolismo de fuentes altamente nutritivas. Tienen la capacidad de generar
una represion de aquellos genes implicados en el transporte y utilizacién de

fuentes mas pobres nutritivamente.
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El nitrégeno es incorporado a otros compuestos nitrogenados, que pueden ser
tanto estructurales como funcionales, citando; aminoéacidos, péptidos,

polipéptidos, proteinas y vitaminas.

Amonio

Puede estar suplementado de forma exdégena como un nutriente comercial
(fosfato diamonico - sulfato de amonio) o derivado de la degradacién catabdlica
de otros compuestos nitrogenados del medio, obteniendo asi, iones amonio
(NH4*), los cuales pueden asimilarse directamente a algunos aminoacidos
(glutamato o glutamina), los cuales se comportan como donadores del grupo

amino, hacia otros aminoéacidos.

La via de asimilacion es llevada a cabo gracias a enzimas; glutamato
deshidrogenasa, glutamina sintetasa y glutamato sintetasa, que se encargaran
de obtener glutamina, importante precursor de varias vias metabdlicas como;
asparagina, triptéfano, arginina, histidina, entre otros.
[ NH4*+ Ac. a-ceto Glutarico — Ac. Glutamico ]
(aminoacido)
Este aminoéacido formado, puede reaccionar con otros compuestos a-cetoacidos,

para transferir el grupo amino a un nuevo aminoacido (transaminacion).

Aminoécidos

A la inversa del nitrbgeno amoniacal, la concentracion aminoacidos, se ve en
aumento a medida que transcurre la maduracion fenoldgica de la vid. El valor
nutricional de estos compuestos, es muy superior en comparacion de una
sustancia inorganica (amonio), por lo que desempefian una funcion fundamental
durante el trascurso de la fermentacion alcohdlica para la sintesis proteica de las
levaduras (Kato 2011) [11], ya que durante el transcurso de la primera
fermentacion se puede evidenciar notables alteraciones en las concentraciones
de los mismos, a modo de ejemplo se puede citar un estudio realizado por
(Gutierrez 2015) [4] donde prueba que la presencia de arginina, no solo afecta
generando un incremento de la biomasa, sino que también acelerando la cinética
fermentativa, e incluso otorgando un importante efecto osmoprotector en

Saccharomyces Cerevisiae, generando resultados muy positivos en
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comparacion con otros aminoacidos, en cuanto a la presencia de elevadas

concentraciones de azucares reductores (Noti 2018) [12].

El principal compuesto predominante es la glutamina, siguiendo arginina
(osmoprotector nutricional), la cual permanece un mayor tiempo en el medio,
permitiendo la viabilidad celular en finales fermentativos, este udltimo, es

precursor de ornitina, acido aspartico, prolina (no asimilable) y acido glutamico.

Durante el transcurso de la maduracion la prolina, sufre un cierto incremento y

en menor medida serina y alanina. El resto de los aminoacidos, se mantienen

estables en el tiempo. El catabolismo de estas sustancias, esta compuesta por
varias vias alternativas, en las que se incluyen reacciones de desaminacion,
transaminacion y descarboxilacion, obteniendo como producto final NHs* y

glutamato. Aunque no todos los aminoacidos, necesitan transaminarse.

reaccién de
transaminacion
(aminotransferasas)

[ Aminoacidos + a-cetoacido — AA + a-cetoacido ]
(piruvato) (nuevo aminoacido)
(oxalacetato)
(a-cetoglutarato)

Su asimilacion se lleva a cabo de forma lenta y paulatina, siempre en funcion de
las necesidades nutricionales que demanden las levaduras, por lo que, a
diferencia del amonio, estos compuestos no generan altas poblaciones de

levaduras, pero si, aportan un elevado valor nutricional.

Algunos aminoacidos ramificados como la leucina, isoleucina y valina,
participan transformandose mediante la via Ehrlich en aldehidos, gracias a
reacciones de transaminacion y descarboxilacién. Los esqueletos carbonados
desaminados (a-cetoacidos), provenientes del proceso catabdlico, antes de ser
excretados al medio, son convertidos mediante via metabdlica Ehrlich, en
alcoholes superiores o &cidos de cadena ramificada, dependiendo si hay una
reacciones de reduccion u oxidacion y finalmente ser transformadas en sus
correspondiente esteres aromaticos (etilicos o de acetatos), citando entre ellos;
acetato 2-metil propilo, 2-metil propanoato de etilo, acetato 2-metil butilo, 2-metil
butanoato de etilo, acetato 3-metil butilo o 3-metil butanoato de etilo, entre otros
(Gutiérrez 2015; Torrea 2011; Reinal) [4,7,13]. Por tal motivo, los compuestos
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aromaticos secundarios y/o fermentativos, derivan de forma directa o

indirectamente del catabolismo de estas sustancias aminoacidicas.

Si bien, Saccharomyces cerevisiae no tiene necesidad de recibir aminoacidos
para su alimentacion, si es capaz de sintetizarlos en base a sus necesidades,
aunqgue no todos puede ser asimilados de igual forma (Ribereau-Gayon 2003;
Valero 2001) [5,14], como es el caso de la prolina que directamente no es
asimilada por este tipo de microrganismos (Fornairon-Bonnefond 2002; Granés
2006; Bataillon 1996) [15,16,17].

En investigaciones mas recientes, varios cientificos pusieron a prueba el impacto
de las concentraciones y composiciones de las fuentes nitrogenadas, utilizadas
durante las diferentes fases de la cinética fermentativa, en base a la produccion
de sustancias volatiles agradables, y nuevamente pusieron en evidencia, que
una adicion de nitrdgeno en mostos sintéticos, no solo estimula la cinética
fermentativa, aumentando la biomasa de microrganismos y reduciendo los
tiempos de fermentacion, sino también contribuye en gran medida a la sintesis y
complejidad del perfil aromatico de un vino. (Gutiérrez 2015; Rapp 1995; Torrea
2011; Barbosa 2012; Barbosa 2009; Reinal; Granes 2006; Barrajon 2011; Suklje
2016; Martinez-Moreno 2014; Pei-Tong 2018; Duc 2020)
[4,6,7,8,9,13,16,18,19,20,21,22].

Clasificacion segun grado de absorcion
Absorcion rapida
Arginina, acido aspartico, asparagina, glutamina, isoleucina, leucina, lisina,

serina, treonina

Absorcion lenta

Acido glutamico, alanina, histidina, metionina, fenilalanina, valina
Absorcion cuando no hay presencia de ninguno de los anteriores
Glicina, triptéfano, tirosina

Absorcion completamente nula

Prolina
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Tabla 1 - Listado alfabético de aminodcidos presentes en el vino

Arginina Alanina Ac. Glutamico
Ac. y-aminobutirico Ac. Aspartico Asparagina
Cisteina (Azufrado) Fenilalalina Glicina
Glutamina Histidina Isoleucina
Leucina Lisina Metionina (Azufrado)
Prolina (No asimilable) Serina Triptofano
Treonina Tirosina Valina

Fuente: Rivéreau-Gayon 2003 [5]

Estructura molecular de (L-) Amino&cidos encontrados en el vino, segln

investigaciones cientificas citadas al final de la biografia.
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Figura 2 - Ferndndez, G. [Imagen]. [citado el 20 de febrero de 2021]
Fuente: https://www.quimicaorganica.org/aminoacidos-peptidos/527-los-20-aminoacidos-que-componen-las-

proteinas.html
Sobredosis nutritiva
Para ambos casos, tanto las sustancias organicas (aminoacidos) como
inorganicas (amonio) ya sea de forma natural o por agregados exdgenos, en
ningln caso es positivo valores exageradamente elevados, ya que no solo
generaran un cierto efecto abrupto sobre la cinética fermentativa, con mayor

cantidad de biomasa sin control, sino que también ocasiona una represion
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indirecta de las sustancias aromaticas (esteres), a causa de una inhibicién
retroalimentaria y un bloqueo enzimatico, que conllevan a una anulacion de la
absorcion aminoacidica, dejando una importante carga residual de sustancias
nitrogenadas en el medio. Teniendo en cuenta dicho factor, la carga microbiana
presente y los tenores azucarinos, no es un factor positivo, por la posibilidad que
existe, de desarrollarse microrganismos indeseables en el medio, que generen
un deterioro de la calidad sensorial del producto, con un incremento de la acidez

volatil.

Carencia nutritiva

La presencia de nutrientes es fundamental para el desarrollo y metabolismo de
las levaduras, por lo que valores moderados de nitrégeno prontamente
asimilable (NPA/NFA) son fundamentales para llevar acabo la transformacion de

azucares, rondando valores de 200-300 mg/It.

La escasez conlleva a un consumo de sustancias de reserva, compuestas por
aminoacidos, lo que genera la formacién de sustancias volatiles desagradables,
citando; acido sulfhidrico, el cual se lo reconoce vulgarmente como olor a “huevo
podrido”. Proveniente de una degradacion de aminoacidos azufrados como la
metionina o cisteina, generando la liberacion de radicales azufrados, mediante
la enzima cistein-desulfitasa, que en un medio acido como lo es un mosto, libre

de hidrogeniones (H*), se obtiene la formacion de HzS.

La generacidon de estas sustancias son un buen indicador sensorial, de posibles
riesgos de paradas fermentativas, para estar alerta y realizar oportunas
correcciones, teniendo en cuenta todos los inconvenientes enolbgicos vy

econOmicos que esto conlleva.

Dosis referenciales y estimativas

30 gr/HI (fosfato diamoénico) — 60 ppm NPA
30 gr/HI (levaduras inactivas) — 15 ppm NPA (4 veces menor aporte)

Como podemos evidenciar en los siguientes datos estimativos, segun autores
como Riverau-Gayon y Togores entre otros, los aportes de nitrégeno facilmente
o prontamente asimilables (NPA o NFA) son 4 veces mayor cuando se agregan

sustancias exogenas de naturaleza inorganica, normalmente comercializado
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bajo forma de sales; fosfato diamonico o biaménico, en comparacién con los
nutrientes organicos derivados de las levaduras, (cortezas, levaduras inactivas,

paredes celulares o mezclas comerciales).

Se debe destacar que, si bien el aporte es mucho menor, en relacion a los valores
generados de NPA, su valor nutricional es mucho mayor, para el metabolismo

de las levaduras, ya que brinda todas las sustancias vitales para su desarrollo.

Efectos de la asimilacion de nitrégeno

Multiplicacion celular (Biomasa)

Se incrementa cuando las sustancias nitrogenadas son asimiladas al comienzo
de la fermentacion (durante fase exponencial). Una parte es incorporada en las

proteinas estructurales, necesarias para la construccion de nuevas células.

Un exceso de sustancias nitrogenadas tanto de forma natural como exdgena,
ocasiona una elevada poblacién de levaduras, con una gran tasa de mortalidad,
a causa de una aceleracion desmedida de la cinética fermentativa, con aumentos
de temperaturas y competencias por la supervivencia en el medio. Provocando
un rapido agostamiento de las sustancias nitrogenadas, alcanzando

prontamente la carencia nutricional y liberando compuestos azufrados al medio.
Cinética fermentativa

El nitrégeno permite la sintesis de proteinas que aseguran el transporte de
azucares hacia el interior de la célula donde seran transformados mediante la

glucolisis, en alcohol (etanol).

Estas proteinas son degradadas durante todo el proceso fermentativo,
necesitando una continua renovacién para concluir la transformacion, con la
dificultad que conlleva poder absorber sustancias nitrogenadas en un medio, que
paulatinamente se ve enriqueciendo en alcohol, toxinas y ausencia de oxigeno,
lo cual explica, porque los aportes nutricionales tardios, son menos eficaces, que

un aporte temprano.
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Compuestos aromaticos

Conjunto de sustancias volatiles que componen organolépticamente un vino,
cuyos tenores van a estar influenciados directamente por el medio fermentativo
(presién osmotica, NPA, pH, Oxigeno, temperaturas, tiempo de fermentacion) y
sobre todo el metabolismo y la genética de la cepa de levadura utilizada.

El catabolismo y la dosificacion de las sustancias nitrogenadas, como fuente
nutritiva (aminoacidos ramificados) esta estrechamente ligado a los compuestos
volatiles generados durante el transcurso de la fermentacion alcohdlica, citando;
alcoholes superiores, acidos de cadena ramificada, esteres de acetato, esteres

etilicos y esteres etilicos de acidos grasos de cadena media.

Alcoholes superiores

Su biosintesis se lleva a cabo en la via Ehrlich durante la fermentacién
alcohdlica, mediante reacciones de transaminacion y descarboxilaciéon de
aminoacidos ramificados, obteniendo un compuesto intermedio con un grupo
carbonilo (aldehido), el cual sufrira una “reduccién” para la obtencién de su

correspondiente alcohol superior.

Su concentracion en el medio va a estar ligada a dos factores; turbidez (NTU),
ya que valores extremadamente bajos, conllevan a un arrastre de sustancias
nitrogenadas (NPA) provocando una carencia nutricional con mayor presencia
de alcoholes superiores y el factor temperatura ya que valores fermentativos
demasiado elevados, ocasionan un aumento abrupto de la cinética, con mayor
produccion de alcoholes superiores. Esto va a depender de la genética de cada
cepa de levadura empleada, los genes implicados en llevar acabo la biosintesis
de estas sustancias son: GAP1, BAP2, BAT1, BAT2, PDC1, PDCS5, PDCS6,
PDC10, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5 y ARO10.

La presencia en bajas concentraciones (<300 ppm), presentan cierto caracter
acomplejante, pero en dosis elevadas, produce un efecto totalmente opuesto.

Entre ellos podemos citar;

e Metionol
e Propanol
e Pentanol

e 4-metil pentanol
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e 3-metil pentanol

e Isobutanol

e Butanol

o 2-feniletanol

e Heptanol

e Octanol (Alcohol Caprilico)

e Hexanol (Alcohol Caproico)

e 2-metil propanol (Isobutanol)

e 2-metil butanol (Alcohol Amilico)

¢ 3-metil butanol (Alcohol Isoamilico)

Acidos de cadena ramificada

La biosintesis de estas sustancias est4 estrechamente ligada a la via de
obtencion de alcoholes superiores (Ehrlich), ya que es semejante hasta la
obtencion de un aldehido, variando solamente en la dltima reaccion, que en vez
de ser una “reduccion”, se produce una “oxidacion”. Otorgando compuestos con

olores fuertes y negativos que recuerdan a mantequilla agria y notas rancias.

e Acido butanoico
e Acido 2-metil propanoico (Acido Isobutirico)
e Acido 2-metil butanoico

e Acido 3-metil butanoico (Acido Isovalérico)

Esteres de acetato

La formacién de esteres aromaticos, se llevan a cabo durante la fermentacion
alcohdlica como resultado final de la via Ehrlich (Figura 3), mediante la
interaccion del AcetilCoA con un Alcohol Superior en un medio acido (mosto),

gracias a la accion de las enzimas Alcohol Acetil Tranferasas, codificada por los
genes ATF1, ATF2, EEB1 y EHTL.

Alcohol Acetil
Transferasas @

H3C
3 S~ TN I

R—CH-OH + CoA —p

(o4
H N .
o R OR

Alcohol Superior  Acetil CoA Esteres de Acetato

Figura 3 - Biosintesis de ésteres de acetato

Fuente: Elaboracion propia
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Responsables de proporcionar olores frutales y florales muy agregables, que
recuerdan a platanos, manzanas, peras, naranjas, rosas, etc. Estas sustancias
tienden a disminuir rdpidamente con el paso del tiempo, debido a reacciones
hidroliticas, las cuales estan condicionadas por las temperaturas y el pH del

medio. Entre ellas, se pueden citar;

e Acetato 3-metil butilo (Acetato de Isoamilo)
e Acetato 2-metil propilo (Acetato de Isobutilo)
e Acetato de amilo

e Acetato de 2-feniletilo

e Acetato metil propilo

e Acetato 2-metil butilo

e Acetato de hexilo

e Acetato de octilo

e Acetato de nonilo

e Acetato de geranilo

Esteres etilicos

Al igual que los esteres de acetato, también tienen un rol fundamental sobre los
aromas vinicos, aportando notas frutales y tropicales, a partir de la degradacién
de aminoéacidos ramificados via Ehrlich (leucina, isoleucina, valina). Cuya
sintesis se lleva a cabo mediante las enzimas Alcohol Acil Transferasas, y va a

depender de los co-sustratos; AcilCoA y etanol (Figura 4).

Alcohol Acil

R S Transferasas
CH-OH + €~ "CoA ¢
3 || R/ \OR.
o]
Etanol Acil CoA Esteres Etilicos

Figura 4 - Biosintesis de ésteres etilicos

Fuente: Elaboracion propia
A diferencia de otros esteres, tienen la capacidad de conservarse e incluso

incrementarse muy lentamente en el tiempo, entre ellos se encuentran;

e 2-metil propanoato de etilo (Isobutirato de etilo)
e 2-metil butanoato de etilo (Butirato de etilo)
e 3-metil butanoato de etilo

e Isovalerianato de etilo
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Esteres etilicos de 4cidos grasos de cadena media

Sustancias volatiles formadas (Figura 5) a partir de etanol y acidos grasos de

cadena media con un grupo acilo Coenzima A (MCFA-CoA), gracias a la accién

de las etanol acil transferasas.

Alcohol Acil

o
R S Ti fi
CH_OH + \c/ \COA ransterasas é
3 H R/ OR'
0
Etanol MCFA-CoA  Esteres Etilico de Ac. Grasos

de cadena media

Figura 5 - Biosintesis de ésteres etilicos de dcidos grasos de cadena media (MCFA)

Fuente: Elaboracion propia
Al igual que los esteres de alcoholes superiores (esteres de acetato), también
tienden a disminuir en el tiempo, pero de una forma mas paulatina y sin
desvanecerse en su totalidad. Aportando aromas muy frutados y frescos, entre

ellos se citan;

e Hexanoato de etilo (Caproato de etilo)

e Octanoato de etilo (Caprilato de etilo)

e Decanoato de etilo (Caprato de etilo)

e Propanoato de etilo (Propionato de etilo)

e Butanoato de etilo (Butirato de etilo)

Metabolismo genético

Como se puede evidenciar tanto los constituyentes como la nutriciéon en si, son
factores fundamentales para el desarrollo de las levaduras. Los compuestos
aromaticos secundarios y/o fermentativos, se ven muy influenciados por los
constituyentes del mosto y sobre todo por la revelacion y expresion de los genes
de la levadura, encargados de sintetizar y asimilar ciertos compuestos
amoniacales y aminoacidicos, como la leucina, isoleucina y valina

(aminoacidos ramificados).

Entre ellos podemos citar permeasas; GAP1l, BAP2, BAP3, alcohol
deshidrogenasas; ADH1, descarboxilasas; PDC1, ARO10 y aminotransferasas;
BAT1 y BAT2 que son los genes responsables de transaminar aminoacidos y
biosintetizar alcoholes superiores, que finalmente seran convertidos en esteres
aromaticos, mediante enzimas etanol acil y acetil transferasas codificadas por
ATF1, ATF2, EEB1y EHT1 (Pei-Tong 2018) [21].
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Como se puede observar en el siguiente grafico resumen (Figura 6) las vias

metabolicas de las levaduras, son netamente complejas y en cadena. Por lo que

la obtencion de un compuesto aromatico, conlleva la transformacion y/o

desviacion de miles de reacciones bioquimicas, tanto para llevar a cabo la

transformacion de azlcares, como la obtencién de energia, supervivencia,

competencia o multiplicacion celular.
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3-metil butanal

T
|

acetato 3-metil butilo  3-metil butanoato de

etilo

Figura 6 - Esquema adaptado por Federico Miguel Mufioz, sobre el metabolismo fermentativo de la levadura &

"Concentracion of the main volatile fermentation products associated with the Ehrlich pathway”

Fuente: Torrea 2011 [7]

Es decir, que son multiples los factores y reacciones, que influyen de forma

directa o indirectamente sobre el perfil volatil de un vino, ademas de su genética

en si (Tabla 2). Teniendo en cuenta que todo esto, se lleva a cabo en simultaneo

durante el desarrollo de la fermentacién alcohdlica.
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Tabla 2 - Sustancias aromdticas fermentativas, producidas por Saccharomyces Cerevisiae

GENES CODIFICADORES de Aromas Nomencl 1UPAC
Metionol
AP AP BAPIS Octanol (alc. caprilico)
(permeasas) o . - Hexanol (alc. caproico;
BAT 1/ BAT 2 (aminotransferasas) Transaminacion = Descarboxvlacxon > Alcoh‘oles Zmeal p‘mpanoﬁ’“scgu(ano”
PDC1/PDCS5 /PDC 6/ ARO 10 Reduccidn Superiores o til butanol (alc. amilico)
(descarboxilasas) 3-metil butanol (alc. isoamilico)
ADH1/ADH2/ADH3/ADH4/ 2-fenil etanol
ADH 5 (alcohol deshidrogenasas) Transaminacion - Descarboxilacion > Aeldosde Ac.2:meiil propandico
£ 2 cadena Ac. 2-metil butanoico
Oxidagion ramificada Ac. 3-metil butanoico (ac. isovalerico)
ACC1 Condensacion repetitiva de AcetilCoA en | Acidos grasos |Ac. Hexanoico (caproico)
FAS1 cadenas de acidos grasos, liberandose de cadena Ac. Decaniico (caprico)
OLE1 prematuramente media Ac. Octanoico (caprilico)
Acetato 3-metil butilo (acetato de isoamilo)
Acetato de amilo
Acetato 2-feniletilo
Alcohol Superior + AcetilCoA (mediante Esteres de Acetato metilpropilo

ATF 1/ ATF 2 (alcohol acil

enzimas alcohol acetil transferasas)

acetato

Acetato 2-metilpropilo (acetato de iscbutilo)

Acetato 2-metil butilo

Acetato de etilo

transferasas) Acetato de hexilo
EEB 1/ EHT 1 (etanol acil Etanol + AcilCoA (mediante enzimas alcohol ) 2-metil propanoato de gtrlo (isobutirato de etilo)
transferasas) Esteres etilicos [2-metil butanoato de etilo (butirato de etilo)

acil transferasas)

3-metil butanoato de etilo

Hexanoato de etilo (caproato de etilo)
Octanoato de etilo (caprilato de etilo)
Decanoato de etilo (caprato de etilo)

Esteres etilicos
de acidos
grasos de

cadena media

Ac. grasos de cadena media-CoA + Etanol
(mediante Acil-CoA deshidrogenasa o
etanol acil transferasas)

Propanoato de etilo (propionato de etilo)
Butanoato de etilo (butirato de etilo)

Fuente: elaboracion propia, mediante recopilaciones de articulos cientificos

Es importante destacar que no solo los nutrientes organicos e inorganicos son
Unicamente importantes para el desarrollo de las levaduras, también se deben
citar; vitaminas, acidos grasos de cadena larga, esteroles y sobre todo el

oxigeno, que de igual forma intervienen y favorecen el proceso fermentativo.

Primordialmente el oxigeno es un factor fundamental para el desarrollo, ya que
Saccharomyces Cerevisiae al encontrarse en un medio tan estresante y
anaerobico como lo es la fermentacién alcohdlica, necesita del mismo para la
biosintesis lipidica de esteroles y &cidos grasos insaturados de cadena larga,
factores de supervivencia que ayudan a enriquecer sus membranas plasmaticas
y favorecer el intercambio con el medio, pudiendo asi incrementar la viabilidad
celular y por consiguiente la biomasa (Valero 2001; Landolfo 2010; Fornairon-
Bonnefond 2003) [14,23,24] que ante la presencia de nitrégeno disponible en el
medio, ya sea de forma natural o adicionada, generara una mayor efectividad

sobre la vitalidad y el desarrollo de las mismas (Sablayrolles 1996) [25].

En el caso de las sustancias vitaminicas, actian de cofactores, ya que las
levaduras son capaces de sintetizarlas por si mismas, ante una carencia en el
medio, la tiamina, entre otras, es una de las mas importantes, ya que un
aumento de su concentracion, ocasiona un incremento de la biomasa y por
consiguiente de la tasa fermentativa, también se pueden citar efectos de la
biotina que actia como un cofactor de carboxilasas, involucradas en el
metabolismo de carbohidratos (Bataillon 1996; Perez-Vazquez 2005) [17,26]

revelando el importante impacto vitaminico que existe de estas sustancias.
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Capitulo 1l

Planteo de hipotesis

El uso de diferentes nutrientes durante la etapa de fermentacion, ya sean de
naturaleza orgéanica, inorganica o mixta, producen diferencias significativas en

los perfiles aroméaticos de un vino terminado.

Justificacion y relevancia

Poder tener la posibilidad de variar en tipo de nutriente utilizado durante la etapa
fermentativa, no solo por las diferencias que este puede otorgar sensorialmente,
sino que también, tener un mayor margen de costos variables por elaboracion,
teniendo en cuenta que se esta hablando de productos nitrogenados de elevado

valor comercial, con importantes segmentos de precios segin su compaosicion.

Objetivo general
- Analizar el impacto que tiene la nutricion de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae durante la fase fermentativa, sobre los compuestos

aromaticos secundarios generados en un vino tinto.

Objetivos especificos
- Determinar si existen diferencias significativas sensoriales y quimicas
entre los tratamientos realizados.
- Poder combinar diferentes tipos de nutrientes, para optimizar la cinética
fermentativa y disminuir costos de produccion, a causa de dosificaciones

genéricas, con posibles carencias o sobredosis.

Disefio, poblacion y muestreo

Actualmente existe un paradigma de que los aromas fermentativos estan ligados
a la genética de la cepa de levadura empleada. Por lo que esta investigacion,
consta de un enfoque aplicado y experimental, para poder resolver dichos
paradigmas de aromas secundarios tan buscados enolégicamente, para el
consumidor de vino. Los atributos de los tratamientos se determinaron
previamente en una mesa redonda de degustacion, compuesta por 5 panelistas

expertos y posteriormente analizados por un grupo de 15 panelistas entrenados.

Donde se analiz6 visual, olfativa y gustativamente y mediante el analisis de la
varianza (ANOVA) con un 5% significancia, prueba de Tukey y diferencias de

medias (Fisher) se determinaron las diferencias significativas percibidas.

37



Recoleccién y molienda

Se implement6 un mosto de uva Cabernet Sauvignon 2019 recolectado de forma
manual en tachos plasticos de aproximadamente 20 kilogramos, proveniente de
vifiedos conducidos por espaldero, ubicados en la zona este de Mendoza, distrito
Barriales a metros de la ciudad de Junin. El traslado del producto, se llev6 a cabo
implementando el uso de carpas, hasta su llegada a la bodega, la cual se ubica

en la region de Lujan de Cuyo — Ciudad de Mendoza, Argentina.

Se procedi6 a realizar una seleccion de racimos que se encontraran en optimo
estado sanitario, para posteriormente realizar una homogeneizacion de los
mismos en un bin plastico de 600 lIts., previamente llevado a cabo mediante el
uso de una despalilladora-estrujadora ENOVENETA TOP15A.

Una vez movilizado todo el producto, gracias a una bomba de vendimia a piston,
se procedio al llenado de 8 vasijas plasticas de 25 litros de capacidad, las cuales
fueron con antelacion desinfectadas y taradas, para obtener exactamente 19,5
kg/vasija, con el fin de lograr que las relaciones solido/liquido sean lo mas

equitativas posible.

Una vez finalizado el llenado, se procedido a realizar un sulfitado, con
metabisulfito de potasio a razén de 9,5 gr/hl para evitar un desarrollo de
microrganismos indeseables en el medio, principalmente de levaduras
indigenas. Al dia siguiente, se toma muestras de las vasijas para realizar un
analisis quimico del mosto, el cual fue brindado por la empresa MAG SRL segun
los métodos analiticos establecidos por la OIV, arrojando los siguientes valores;
primordialmente; 249 mg/It de nitrégeno prontamente asimilable (NPA), pH 4.26,

23.8 °Brix y una acidez total de 3.01 gr/lt expresado en acido tartarico.

Tomando en cuenta los valores observados, rapidamente se procedié a corregir
el pH, utilizando acido tartarico natural, con una pureza del 99,8 %,
comercializado por la empresa Derivados Vinicos SA, con una dosis de 6 gr/lt

para obtener valores proximos a 3.6 - 3.7.

Fermentacién alcohdlica
Posteriormente al llenado, se prepar6 el pie de cuba con una sola cepa de
levadura seca activa (LSA), previamente hidratada segun protocolo establecido

por la empresa proveedora Oenobrands SAS, la cual se designara en todo
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momento durante la investigacién, bajo las siglas “SCA4”. Las dosis utilizadas

por cada vasija, fueron de 40 gr/Hl y se inoculo a una temperatura inicial de 10°C.

Al dia siguiente, se observo que la temperatura en cada recipiente (Figura 7) se
habia incrementado levemente arrojando valores que superaban los 10°C
iniciales, rondando los 12-13 °C y una lectura expresada en grados Baume de
13, por lo ya se observaba actividad metabdlica. Si se toma en cuenta los 23,8°
Brix iniciales obtenidos analiticamente, se estaria frente a un alcohol potencial

de aproximadamente 14% vl/v.

Transcurridas 24 horas, no solo se ratifico la actividad fermentativa por la
presencia de anhidrido carbénico (CO) y la correspondiente formacién del
sombrero, sino también, por los valores arrojados en las lecturas de grados

baume, que arrojaban valores por debajo de 12°B.

Figura 7 - Vasijas de fermentacion correctamente identificadas.

Fuente: Registro propio
La fermentacion en si, se prolongé aproximadamente 12 dias para llegar a rastro
de azucar, donde diariamente se realizaron remontajes en forma de pissages
para hundir el sombrero e intervenir o menos posible, sin generar una excesiva
friccion del hollejo. Luego se procedia a tomar lecturas de temperatura y baume

para analizar la cinética fermentativa, donde se corroboro que las temperaturas
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diarias en cada microvinificacion siempre oscilaron entre los 12°C a 14°C sin
sobresaltos y el consumo de azucares fue regular en los 8 ensayos realizados.
Se observo un leve adelanto fermentativo en las elaboraciones identificadas
como “R2” y “R4”, acercandose mas rapidamente al azUcar residual, pero
practicamente la cinética fermentativa en general, fue regular en todas las
vinificaciones.

Nutricién

Una vez iniciado el proceso fermentativo a las 48 hs, se procedio a realizar el
agregado de nutrientes, es aqui donde se focalizara el centro de la investigacion,
por tal motivo se determina este primer tiempo de agregado, para asegurar que
el medio ya se encuentre dominado en su totalidad por la cepa de levadura

inoculada “SCA4” y asi evitar desviaciones, con el destino nutritivo.

La dosis utilizada fue de 30 gr/HI la cual fue fraccionada en 2 etapas de 15 gr/hl
cada una, la primera al 2% dia de iniciada la fermentacion alcohdlica y el resto,

en el promedio de fermentacion.

Para el agregado de cada etapa, se utilizé una balanza granataria, para pesar la
dosis determinada de cada nutriente, la cual se diluyo 1/10 partes de agua, a
temperatura ambiente y se procedio a realizar el agregado, unitariamente vasija
por vasija, aprovechando los remontajes realizados para su correcta

homogeneizacion.

Tratamientos

Tipos de nutrientes

Se realizaron 8 microvinificaciones, de las cuales comprenden los 4 ensayos con
sus correspondientes duplicados, para asegurar una repetitividad en la
investigacion. Las dos primeras elaboraciones identificadas con las letras “TK1”
y “R1” simbolizan la muestra testigo inicial y su respectiva repeticion, a las
cuales no se le realizaron ningun agregado exdgeno, simplemente tuvieron su
(NPA) natural obtenido desde el vifiedo, es decir 249 mg/lt de nitrégeno
prontamente asimilable. En cambio, las muestras marcadas como “TK2” y “R2”
se procedio6 a realizar un agregado de nitrégeno inorganico, en forma de 100%
fosfato diaménico.
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El resto de las vinificaciones también se dosificaron de nitrégeno exdgeno, pero
bajo una forma organica, para el caso “TK3” y su repeticion “R3” se utilizé 100%

levaduras inactivas comercializadas por la empresa francesa Lallemand, y para

las ultimas muestras “TK4” y “R4” se trataron con un preparado _comercial

fabricado por la empresa AEB Group de origen italiano, el cual estaba compuesto
basicamente por; fosfato diaménico, cortezas de levaduras, tiamina, pantotenato
y celulosa, el cual designaremos en todo momento, como el nutriente mas
complejo, en cuanto a su composicion. En el siguiente cuadro se observa
detalladamente como se procedié a realizar el agregado de las dosis pre-
establecidas (Tabla 3).

Tabla 3 - Diagrama de agregados nutritivos

N° Tipo 2° dia de Promedio Dosis

fermentacion fermentacion total
TK 1 | Testigo (249 mg/It NPA) Sin agregado Sin agregado Testigo
R1 Testigo (249 mg/It NPA) Sin agregado Sin agregado Testigo
TK 2 | Fosfato diamonico (FD) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI
R2 Fosfato diamonico (FD) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI
TK 3 | Levaduras inactivas (LI) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI
R3 | Levaduras inactivas (LI) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI
TK 4 | Mezcla comercial (MC) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI
R4 Mezcla comercial (MC) 15 gr/HI 15 gr/HI 30 gr/HI

Fuente: Elaboracion propia

Descube y prensado

Una vez finalizado el proceso fermentativo al transcurso de 12 dias, se realizaron
los desvines correspondientes, por desnivel, utilizando los grifos inferiores de las
vasijas, trasvasando el vino obtenido a damajuanas de vidrio, de 5 litros de
capacidad, correctamente identificadas y separadas por tipo de nutriente
utilizado. Para continuar con el prensado de los hollejos, se realiz6 de forma
manual y suave para evitar grandes extracciones, recolectandose en botellas de
vidrio, separadas del producto desvinado, evitando asi, algun posible
enriquecimiento polifendlico de forma indirecta por una sobreextraccion durante
el prensando, ocasionando inoportunamente alguna modificacién sensorial que

pudiese intervenir en la investigacion.
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Trasiegos y conservacion

Los ensayos experimentales se guardaron en forma vertical, cerrados
correctamente, a una temperatura controlada, con valores que rondaron
proximamente los 14 a 16°C bajo ambiente de bodega, al abrigo del aire, luz y

humedad. Sin intervenciones fisicas, ni movimientos de borras.

Transcurrido 2 meses de guarda, se realiza el primer (1°) trasiego del vino
obtenido a bolsas herméticas (bag in box) de 3,5 litros de capacidad,
identificados de una forma trazable de acuerdo al tratamiento realizado.

Al cabo de 3 meses posteriores en iguales condiciones de conservacion, se
efectud el segundo (2°) y ultimo movimiento del producto a nuevos envases bag
in box identificados, e inmediatamente se realizé una correccion de SO:; libre con

metabisulfito de potasio, para llegar a valores de 40 ppm.

Analisis quimico y correcciones

Una vez estrujado y homogeneizado previamente el mosto, se realiz6 un analisis
de nitrogeno prontamente asimilable (NPA), pH, grados Brix y acidez total,
mediante técnicas analiticas internacionales establecidas y aprobadas por la
Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV) y el Instituto Nacional de

Vitivinicultura (INV), ente regulador argentino.

Los valores arrojados fueron los siguientes; 249 mg/lt de NPA, pH 4.26, 23.8
°Brix y una acidez total de 3.01 gr/lt expresado en acido tartarico. Por lo que
inmediatamente se procediod a realizar una correccién de pH, empleando acido
tartarico natural comercializado por la empresa Derivados Vinicos SA, a razon

de 6 gr/lt para obtener valores préximos a 3.6 - 3.7.

En cuanto al analisis quimico final de la investigacion, se llevé a cabo una vez
realizado el segundo (2%) trasiego de las microvinificaciones, mediante un
equipo Win and Grape Scan FT 120 — Foss, para uvas, mostos, vinos y FlIAstar™
5000 Analyzer para la obtencion del anhidrido sulfuroso libre y total (SO.) para
realizar las correcciones oportunas y elevar la fraccion libre a 40 mg/It mediante
el uso de metabisulfito de potasio, elaborado y comercializado por la industria
quimica Juan Messina SA.
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La correccion se llevé acabo bolsa por bolsa de Bag In Box (Figura 8), pesando
exactamente cada dosis correspondiente, en una balanza analitica
correctamente calibrada, en el laboratorio central de la Universidad Juan Agustin

Maza.

Figura 8 — Correcciones en laboratorio central de la Universidad Juan Agustin Maza.

Fuente: Registro propio
Disefio metodolégico
Anélisis sensorial descriptivo cualitativo
Para poder continuar con el andlisis sensorial de las microvinificaciones
obtenidas, se realiz6 previamente una mesa redonda de degustacion
profesional, compuesta por 5 expertos que constituyen en la actualidad, el panel
sensorial del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) perteneciente al
Departamento de Estudios Enolégicos y Sensoriales, para identificar mediante
muestras codificadas, todos los atributos a medir en los 4 tratamientos en
cuestion. Llevada a cabo en un laboratorio de analisis sensorial que cumple con
los requisitos de norma IRAM 20003:95 acreditado por el organismo regulador
argentino (OAA) donde se determind y percibid, la siguiente lista.
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e En fase visual: color granate, rojo y bordé.

e En fase olfativa: aromas que recuerdan a pimienta, pimentén dulce,
mermelada de fruta, higo, ciruela pasa, frutos negros, chocolate y
aceituna negra.

e Enfase gustativa: acidez, dulzor, amargor y astringencia.

Estos datos permitieron elaborar una planilla de degustacion online y especifica,
para analizar los resultados sensoriales de la investigacion, mediante el uso de
la plataforma Google Forms (software administrativo de encuestas) creado por
la empresa multinacional Google. Dicha planilla fue otorgada a cada miembro

del panel, compuesto por panelistas entrenados.

Panel Sensorial

Se utilizé dos paneles sensoriales para la obtencion de datos, el primero
conformado por 5 panelistas profesionales, que componen el area de
investigacion y analisis sensorial del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV) con
el cual se realizé la busqueda de todos los atributos a analizar y el segundo
constituido por 15 estudiantes entrenados, que se encuentran finalizando el 4
afio de la carrera Licenciatura en enologia, en la Universidad Juan Agustin Maza.
Con un total de 15 panelistas entrenados (6 mujeres y 9 hombres), se procedio
a entregar a cada participante un total de 8 frascos de vidrios codificados, que
contenian los 4 tratamientos en cuestién y sus correspondientes repeticiones,
siendo cada uno de 30ml de capacidad y de color ambar, para la preservacion
de las caracteristicas sensoriales del vino a analizar. A continuacion, se observa
un cuadro resumen, con todos los tratamientos realizados y sus

correspondientes codigos (Tabla 4).

Tabla 4 - Codificacion de tratamientos

(T*=Testigo; FD*= Fosfato Diamdnico; LI*= Levaduras Inactivas; MC*=Mezcla Comercial)

Muestras Tratamientos Cédigos
TK1 T 718
R1 T 684
TK2 FD 627
R2 FD 954
TK3 LI 295
R3 LI 613
TK4 MC 592
R4 MC 257

Fuente: Elaboracion propia
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Acompafiado de una planilla de degustacién online y un link virtual, se re-
direcciono a cada panelista, el formulario donde figuraban discriminados todos

los atributos previamente identificados por el panel profesional citado.

La planilla estaba disefiada exclusivamente para analizar sensorialmente,
muestra por muestra, en cuanto a la intensidad percibida, en una escala del O al

10, siendo cero (0) una percepcién practicamente nula.

Entre ella se encontraban los siguientes aromas predeterminados en la ronda de
degustacion profesional; pimienta, pimentdén dulce, mermelada de fruta, higo,

ciruela pasa, frutos negros, chocolate y aceituna negra.

La degustacion se realizé en dos etapas, en primera instancia se degustaron los
4 tratamientos codificados, con un breve cuestionario al final, acerca de que
muestra gusto méas al panelista y que las ordene en forma decreciente en base
a su agrado, siendo la primera muestra la que mas gusto. Luego mediante un
leve receso de 15 minutos para relajar los sentidos y beber un poco de agua, se

continud analizando las cuatro repeticiones correspondientes.

Analisis estadistico

Para poder observar si existian diferencias significativas entre los tratamientos
realizados, se implement6 el andlisis de la varianza (ANOVA) usando un nivel de
significancia del 5%, es decir resultados con un valor de (P < 0,05) mediante el
software XLSTAT (version 2014) complemento estadistico de Excel, a partir de
los datos obtenidos en las planillas de degustacion online entregadas a los
panelistas de forma virtual. También se aplico la Prueba de Tukey y el analisis
de Diferencia Minina de Medias (Fisher) con el objetivo de determinar cuéles
tratamientos difieren de manera significativa entre si y en que atributo

puntualmente.
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Capitulo 111

Resultados

Desde el punto de vista cinético, la fermentacion alcohdlica mostro patrones
regulares en todos los tratamientos y las temperaturas en general oscilaron entre
12°C a 14 °C, por lo que puede observarse una variacion constante de la misma.
(Figura 9)

Temperaturas (2C)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias de fermentacion alcoholica
ETK1 mR1 mTK2 ®mR2 TK3 R3 TK4 R4

16
14
1

T°
=
oN

oON B O

Figura 9 - Temperaturas obtenidas durante el transcurso de la fermentacion alcohdlica.

Fuente: Elaboracion propia

Con respecto al consumo de azUcares segun lecturas realizadas expresadas en
grados baume (°B), pudo observarse una demanda similar respecto a los
tratamientos bajo estudio, excepto para las muestras identificadas bajo las siglas
“TK2”, “R2” y “R4” sobre todo al final de fermentacion y mas precisamente en el
dia 7, tuvieron un leve adelanto, alcanzando mas rapidamente el rastro de
azucar, sin embargo y en términos generales los 4 tratamientos, con sus
correspondientes replicas, tuvieron un comportamiento bastante regular.

Dicho salto cinético podria estar ligado a una veloz asimilacion de la sustancia
nitrogenada basica del tratamiento 2 (FD) recordemos que este, esta compuesto
en su totalidad por fosfato diamoénico, nutriente inorganico fundamental y

preferido por las levaduras, para realizar sus procesos metabdlicos.
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Figura 10 - Cinética fermentativa (consumo de azucares reductores, expresado en grados baume).
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Fuente: Elaboracion propia

En el siguiente cuadro (Tabla 5) se detalla a modo de resumen todos los valores

obtenidos durante el transcurso de la fermentacién alcohdlica, hasta su

finalizacién, donde diariamente y al mismo horario, luego de un remontaje tipo

pissages, se procedia a realizar la toma de lecturas, expresadas en grados

Baume (°B) y Celsius (°C). Las franjas resaltadas representan los dias en los que

se procedio arealizar el agregado nutritivo para cada tratamiento, siendo la dosis

total utilizada de 30 gr/hl fraccionada en dos partes iguales de 15 gr/hl.

Tabla 5 - Cinética fermentativa de los tratamientos

Dia1l Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia10 | Diall

TK1 pc.i sae 13,5°C | 13°C [11,5°C|12,5°C| 13°C | 14°C | 13°C |11,5°C| 12°C 0°
13°B 12°B |10,4°B| 8,2°B | 6,8°B | 4,8°B | 2,4°B | 1,8°B | 0,2°B |Baume

R1 | Piede 13°C |12,5°C|11,5°C|12,5°C| 13°C | 14°C | 13°C |11,5°C| 12°C 0°
Cuba 13 12 |10,4°B| 8,2°B | 6,8°B | 4,8°B | 2,4°B | 1,6°B | 0,2 °B | Baume

TK2 | Piede 13°C [12,5°C| 12°C | 13°C | 13°C | 14°C [13,5°C|11,5°C| 12°C 0°
Cuba 13°B 12°B |10,4°B| 7,6°B | 6°B | 3,8°B | 1°B | 0,4°B | 0,2°B |Baume

Ry | Piede 12,5°C [12,5°C| 12°C | 13°C | 13°C | 14°C |13,5°C| 12°C | 12°C 0°
Cuba 13°B |12,2°B|10,4°B| 8°B | 6,4°B | 44°B | 1,4°B | 0,6°B | 0,2°B |Baume

TK3 | Piede 12,5°C |12,5°C| 12°C |12,5°C| 13°C | 14°C [13,5°C| 12°C |12,5°C| ©O°
Cuba 13°B |12,2°B|10,4°B| 8,2°B | 6,6°B | 4,6°B | 2,2°B | 1,2°B | 0°B |Baume

R3 | Piede 12,5°C [12,5°C| 12°C | 13°C [13,5°C| 14°C |13,5°C| 12°C |12,5°C| ©°
Cuba 13 °B 12°B | 10°B | 8,2°B | 6,6°B | 46°B | 2,6°B | 1,8°B | 0,4 °B | Baume

TKa Fgﬁ sae 12,5°C |12,5°C|12,5°C|13,5°C|13,5°C| 14°C [13,5°C| 12°C |12,5°C| ©°
13°B |12,2°B|10,6°B| 8,4°B | 7°B 5°B | 24°B | 1,4°B | 0°B |Baume

R4 PC|3 sae 12,5°C | 12°C | 12°C |13,5°C| 13°C | 14°C [13,5°C| 12°C |12,5°C| ©O°
13°B |11,8°B| 9,8°B | 7,4°B | 58°B | 3,6°B | 1°B | 0,4°B | 0°B |Baume

Fuente: Elaboracion propia
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Si se analiza el consumo de azucares diario, puede observarse que en general,

la demanda promedio de todas las microvinificaciones oscilaron 1,4 °B/dia.

Es importante recordar en que instancia fueron agregados los compuestos
nitrogenados, entre los dias 4-5 y 7-8 ya que, si se analiza puntualmente el
consumo de azUcares, en cada fraccion de 15 gr/hl en esos dias, es donde mas
demanda existi6 de azucares reductores, obteniendo picos cercanos a 3°B
(Figura 11).

Consumo de azucares cada 24 hs

3,5
2,5
° 1,5
0,5

Dia2-3 Dia3-4 Dia4-5 Dia5-6 Dia6-7 Dia7-8 Dia8-9 Dia9-10 Dia 10-11 Dia 11-12

Fermentacion alcoholica

e TK1 R1 TK2 R2 TK3 R3 TK4 R4

Figura 11 - Consumo de aztcares por dia.

Fuente: Elaboracion propia

En la (Figura 11) se visualiza claramente, el leve salto cinético citado
anteriormente en los ensayos “TK2”, “R2” y “R4”, llegando més rapidamente a

rastro de azucar entre los dias 9-10.

Tabla 6 - Consumo de azucares diarios, expresado en grados baume (B°)

Dia 2-3 | Dia 3-4 | Dia 4-5 | Dia 5-6 | Dia 6-7 | Dia 7-8 | Dia 8-9 | Dia9-10 | Dia 10-11 | Dia 11-12
TK1 1 16 | 22 | 14 2 24 | 06 1,6 0,2 0
R1 1 16 | 22 | 14 2 24 | 08 1,4 0,2 0
TK2 1 16 | 28 | 16 | 22 | 28 | 06 0,2 0,2 0
R2 08 | 18 | 24 | 16 2 3 0,8 0,4 0,2 0
TK3 | 08 | 18 | 22 | 16 2 2,4 1 1,2 0 0
R3 1 2 18 | 16 2 2 0,8 1,4 0,4 0
TK4 | 08 | 16 | 22 | 14 2 2,6 1 1,4 0 0
R4 1,2 2 24 | 16 | 22 | 26 | 06 0,4 0 0

Fuente: Elaboracidn propia
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Analisis quimico

Los resultados analiticos indicaron que se obtuvieron vinos con una graduacion
alcohdlica cercana a los 14% v/v, con leves variaciones en cuanto a la acidez
total, oscilando entre los 6 - 6,7 gr/lt expresado en acido tartérico, acidez volatil
inferior a 0,4 gr/lt en &cido acético y una densidad uniforme en todos los
tratamientos (Tabla 7). Los valores obtenidos de pH tuvieron una cierta variacion
aceptable de 3,5 a 3,7 con azucares residuales, por debajo de 2,29 gr/lt. Lo que
indicaria que todos los tratamientos, finalizaron correctamente la fermentacion

alcohdlica, sin la presencia de paradas fermentativas.

Tabla 7 - Datos analiticos obtenidos en las microvinificaciones.
(T*=Testigo; FD*= Fosfato Diamdnico; LI*= Levaduras Inactivas; MC*=Mezcla Comercial)

Datos analiticos
Vasijas | Tratam. | Alc. % | Ac. Total | Ac. Volatil | pH | Densidad | Az. R. | Glicerol | Extrac.
TK1 T* 13,9 6,19 0,39 3,70| 0,995 2,06 | 8,30 | 31,78
R1 T* 13,9 6,22 0,36 3,71| 0,995 2,13 | 8,44 | 31,81
TK2 FD* 13,8 6,35 0,23 3,63| 0,995 2,17 | 8,05 | 31,28
R2 FD* 13,9 6,24 0,29 3,64| 0,995 2,12 | 845 | 31,36
TK3 LI* 13,9 6,28 0,31 3,68| 0,994 2,13 | 8,23 | 31,29
R3 LI* 14,0 6,68 0,29 3,61| 0,994 2,29 | 8,35 | 30,96
TK4 MC* | 14,1 6,75 0,20 |3,55| 0,994 | 2,03 | 824 | 30,77
R4 MC* 13,9 5,81 0,34 3,70 0,994 2,01 | 8,09 | 30,66

Fuente: Elaboracidn propia

Analizando la fermentacién gliceropiravica, mas conocida por su producto final,
glicerol, se obtuvo un promedio de 8,27 gr/lt. + 0,2. En general, los valores
analiticos arrojados en la investigacién, muestran un cierto patrén, con leves
diferencias naturalmente aceptables, propias de la fermentacion.

Comparacion analitica general
40,0

30,0
20,0
bbb Ak Ak Ak b i
0,0 - - - - - - - -
R1 TK2 R2 TK3 R3 TK4 R4

TK1
M Alcohol % m Ac. Total ™ Ac. Volatil = pH m Densidad ™ Az. R. W Glicerol ™ Extrac. Sec.

Figura 12 - Comparacion de andlisis quimicos obtenidos por cada microvinificacion.

Fuente: Elaboracion propia
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En los gréficos (Figura 12 y 13) se visualiza una comparacion genérica de todos

los analisis realizados, donde claramente se resalta un cierto patron analitico.

Comparacion por tipo de analisis
40,0

30,0

g |||
10,

00 ”l ]| T I— ]

Alcohol % Ac. Total Ac. Volatil pH Densidad  Az.R. Glicerol  Extrac.
TK1I mR1 mTK2 =R2 mTK3 mR3 mTK4 mR4 Sec.

o

Figura 13 - Comparacion discriminada por cada tipo de andlisis quimico.

Fuente: Elaboracién propia
Anélisis sensorial
Los datos sensoriales se analizaron a través del andlisis de la varianza (ANOVA),
la Prueba de Tukey y el analisis de Diferencia Minina de Medias (Fisher),

utilizando un nivel de significancia de a = 5%.

De un total de 14 variables sensoriales identificadas en los vinos bajo estudio
(Figura 14), se concluye que existe diferencia significativa en 4 de 14 atributos
(1 visual, 2 olfativos y 1 gustativo; “bordo”, “mermelada de frutas”, “frutos negros”
y “dulzor”. Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa, la cual expresa que un
agregado de compuestos nutricionales durante la fermentacion alcohdlica,
impacta organolépticamente sobre un vino terminado en determinados atributos.
En otras palabras, se puede reafirmar varias investigaciones cientificas llevadas
a cabo desde la década del 90" (Torrea 2011; Rapp 1995; Barbosa 2012;
Barbosa 2009) [1,7,12,21]. Estos autores indican que, la suplementacion
nitrogenada durante la fermentacion alcohdlica, es fundamental no solo para la
cinética de las levaduras, sino también para influir positivamente en el perfil

sensorial de un vino a producir.

Es importante destacar que, en cuanto a las repeticiones, no se observaron
diferencias significativas, por lo que las condiciones de repetitividad fueron
realizas de forma correcta, sin alteraciones en los resultados entre los

tratamientos.
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Figura 14 - Variabilidad de las repeticiones, en cuanto a los atributos sensoriales.

Fuente: Elaboracion propia

A continuacion, se puede observar (Figura 15) un resumen de los valores
otorgados por ANOVA, desglosado en cada fase sensorial con su
correspondiente atributo, los cuales fueron, previamente identificados por un
panel de cata profesional en una rueda de degustacion y otorgados a panelistas
entrenados en forma virtual, mediante una planilla de degustacion, con intervalos
de 0 - 10 y un descanso entre repeticiones para evitar la fatiga sensorial. Como
puede observarse (Tabla 8 y 9), los tratamientos arrojaron diferencias
significativas (P < 0,05), unicamente en 3 atributos; “bordd”, “frutos negros” y
“dulzor”, a través del ANOVA. Cuando se analizar los datos con la prueba de
Tukey y Diferencia Minina de Medias (Fisher) se observa que realmente existen
diferencias en cuatro atributos; bordo, mermelada de frutas, frutos negros y
dulzor. En cuanto a las 10 variables restantes, también se visualiza una cierta

disparidad, pero en menor tenor, el cual no llega a ser estadisticamente

significativo.
Resumen (Medias LS)
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Figura 15 - Diferencias sensoriales obtenidas en los tratamientos (Medias LS).

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 8 - Andlisis de la varianza - ANOVA a = 5%, Tukey (HSD) & Fisher (LSD). T*=Testigo; FD*= Fosfato Diamdnico; LI*= Levaduras Inactivas; MC*=Mezcla Comercial, NS*= No Significativo

Fase visual Fase olfativa Fase gustativa
Rojo Bordo Granate | Pimienta Merm. de Ciruela Frutos Chocolate Pimenton Aceituna Acidez Dulzor Amargor Astringencia
frutas Negros Dulce Negra
F 7,204 6,609 8,144 4,564 19,388 7,218 5,393 6,723 11,952 11,175 11,664 21,123 7,654 4,726
< < < < < < < < < < < < < <
Pr>F 0,0001 0,0001 0,0001 | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Trat. 1 (T) NS 0,025* NS NS NS NS NS NS NS NS NS 0,025* NS NS
ANOVA Trat. 2 (FD) NS NS NS NS NS NS 0,020* NS NS NS NS NS NS NS
Pr>|t| Trat.3 (L) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Trat. 4 (MC) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Trat.1(T) 5,167 5,867 5,133 3,500 6,533 5,567 5,000 2,233 3,667 3,033 5,033 3,767 3,833 5,133
Medias Trat.2 (FD) 5,433 5,233 5,067 3,400 5,533 4,800 4,233 2,167 3,800 3,567 5,100 4,400 3,967 4,833
LS Trat. 3 (LI) 5,300 5,733 5,300 2,767 5,667 5,000 4,733 2,067 3,533 2,967 5,200 3,867 3,700 4,767
Trat. 4 (MC) 5,233 5,033 5,500 3,400 6,133 5,467 5,233 2,200 3,500 2,833 4,900 4,500 3,933 4,800
Tukey (HSD) 95% A A A A 1vs2 A A A A A A A A A
Conf.
Fisher (D) 95% 1vs4 A A lvs2 A 2vs4 A A A A 1vs4 A A
Conf. 1vs3
Fuente: Elaboracion propia
Tabla 9 - Tratamientos. / Fisher (LSD) / Diferencias entre las categorias con un intervalo de confianza de 95%. 1=Testigo; 2= Fosfato Diamdnico; 3= Levaduras Inactivas; 4=Mezcla Comercial
Andlisis Fase Atributo Contraste Diferencia Dif. estandarizada Valor critico Pr > Dif Significativo
Fase Visual Bordo lvs4d 0,833 2,282 1,984 0,025* Si
lvs2 1,000 2,815 1,984 0,006* Si
. . Mermelada de frutas -
Fisher (LSD) Fase Olfativa 1vs3 0,867 2,440 1,984 0,016* Si
Frutos Negros 4vs 2 1,000 2,369 1,984 0,020* Si
Fase Gustativa Dulzor 4vs1 0,733 2,278 1,984 0,025* Si

Fuente: Elaboracion propia
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Matiz bordo

En la fase visual, se observé una diferencia significativa entre los vinos, con
respecto a los tres colores estudiados; rojo, bordo y granate, con un valor Pr > [t|
(0,025*) para el tratamiento testigo (T), con un importante grado de discrepancia

ante el tratamiento 4 (MC).

En otras palabras, se puede decir que entre el vino testigo y el vino tratado con
una mezcla nutritiva comercial compuesto de sustancias orgénicas e inorganicas

(MC) existe diferencia, utilizando un alfa del 5%.

FASE VISUAL
Medias (Bordo) - Tratamientos
6 5,867*
5,733
5,8
5,6
S 54 5,233
g 5,2 ,033*
5
4,8
4,6
1 2 3 4
Tratamientos
==@==Bordo

Figura 16 - Medias (LS) de tratamientos obtenidas en la fase visual en cuanto al atributo "bordo"
(1=Testigo; 2= Fosfato Diamdnico,; 3= Levaduras Inactivas; 4=Mezcla Comercial).

Fuente: Elaboracion propia

Visualizando (Figura 16 y 17) el valor mas alto de las medias (LS), lo obtuvo el
tratamiento testigo con 5.867*, en comparacion con el 4 (MC) de 5.033*. El resto
de los tratamientos no presentaron diferencias notables en cuanto al atributo
“bordo”.

Los demas parametros analizados en la fase visual, es decir, “rojo” y “granate”
no arrojaron diferencias significativas en ninguno de los cuatro (4) tratamientos

en cuestion.
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Analisis Corgparativo Visual
ojo

Granate

e Testigo (T) e F0sfato Diamonico (FD)

Levaduras Inactivas (L|) essss\ezcla comercial (MC)

Figura 17 - Andlisis comparativo de los atributos analizados en la "fase visual".

Fuente: Elaboracion propia
Mermelada de frutas
Dentro de la fase olfativa se obtuvieron resultados muy interesantes, ya que si
bien, el analisis de la varianza dio a conocer una diferencia significativa, Tukey
& Fisher revelaron otra variante relevante (Figura 18).

FASE OLFATIVA
Medias (Mermelada de frutas) - Tratamientos

6,8 6,533*
6,6
6,4
6,2

6
5,8
5,6
5,4
5.2

5

Mermelada de frutas

Tratamientos
=@=|\lermelada de frutas

Figura 18 - Medias (LS) de tratamientos obtenidas en la fase olfativa en cuanto al atributo "mermelada de frutas"
(1=Testigo; 2= Fosfato Diamdnico,; 3= Levaduras Inactivas; 4=Mezcla Comercial).

Fuente: elaboracion propia

Fisher arrojo diferencias entre los tratamientos 1(T), 2 (FD) y 3 (LI), con medias
qgue van desde los (5,533*) hasta (6,533*) en su punto maximo, otorgando

diferencias superiores a 1, en comparacion con el testigo.
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El andlisis otorg6 datos con tendencias negativas a la esperada, el tratamiento
testigo (T), obtuvo mayor presencia aromatica de dicho atributo y por debajo le
siguen en importancia; el tratamiento 4 (MC) compuesto por una mezcla
comercial de fraccion organica e inorganica, el 3 (LI) en su totalidad por una
forma netamente organica y finalmente el 2 (FD) conformado por 100% fosfato

diaménico inorganico.

El testigo (T) resulto ser el vino con mas percepcion aromética y aquellos que
fueron dosificados con diferentes tipos de nutrientes, fueron los menos
aromaticos en comparacion con este. Si se tiene en cuenta Unicamente los 3
tratamientos con agregados nutritivos exégenos, la intensidad aromatica si es
diferente y se observa (Figura 19) una tendencia creciente, aunque no es
estadisticamente significativa. Iniciando con el tratamiento 2 (FD), seguido del 3
(L) y 4 (MC)

Analisis Comparativo Olfativo

Pimienta

Aceituna N

o

Chocolate

e Testigo (T) @ [0sfato Diamonico (FD)

Levaduras Inactivas (L|) esss==Mezcla comercial (MC)

Figura 19 - Andlisis comparativo de los atributos analizados en la "fase olfativa".

Fuente: Elaboracion propia
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Frutos Negros

Segundo atributo olfativo con un valor Pr > Dif (0,020*) que presenta diferencias
significativas entre los tratamientos 2 (FD) y 4 (MC), adquiriendo este ultimo, el
valor mas alto de percepcion media (5,233*), manteniendo el resto de los

atributos sin diferencia alguna.

Dando certeza que un agregado mixto de sustancias nutritivas (MC), generan
una mayor presencia de sustancias volatiles identificas como “frutos negros”,
siguiendo en decrecimiento la muestra testigo (T), continuando con levaduras
inactivas organicas (LI) y en dltimo lugar con menor presencia, la nutricion

inorganica a base de fosfato diaménico puro (FD).

Como se puede observar, desde un punto de vista aromatico, en la “fase olfativa”
se obtienen resultados bastantes interesantes, siendo en el primer caso la
muestra testigo (T) la que obtuvo mayor presencia de aromas a “mermelada de

frutas” y la muestra 4 (MC) la que predomino con aromas a “frutos negros”.

FASE OLFATIVA
Medias (Frutos Negros) - Tratamientos
6 5,233*
5,10 4,733
" 4,233*
o
oo 4
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o
52
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Figura 20 - Medias (LS) de tratamientos obtenidas en la fase olfativa en cuanto al atributo "frutos negros"
(1=Testigo; 2= Fosfato Diamdnico; 3= Levaduras Inactivas; 4=Mezcla Comercial).

Fuente: Elaboracion propia
Dulzor

Con un valor Pr > Dif (0,025*) fue el atributo con menor diferencia significativa,
en comparacion con las 13 variables restantes, obteniendo un valor diferencial
de 0.733 entre el tratamiento 4 (MC) que mas percibié la variable “dulzor”, a

diferencia del testigo (T).

Lo cual podria estaria mas relacionado al efecto de las manoproteinas liberadas

por las cascaras de levaduras que a la parte analitica, ya que todas las
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microvinificaciones llegaron a rastro de azucar e incluso el tratamiento 4, cuenta
con uno de los valores mas bajos de azucares reductores. Se observa (Figura
21) que la diferencia existente, inicia con un valor medio de 3.767 hasta llegar a

un méximo de 4.500 para el tratamiento 4 (MC).

FASE GUSTATIVA
Medias (Dulzor) - Tratamientos 4,500*

4,6 4,400

4,4
< 42
g A 3,867
S 3,767*
O 38

3,6

3,4

1 2 3 4
Tratamientos
e=@==Dulzor

Figura 21 - Medias (LS) de tratamientos obtenidas en la fase gustativa en cuanto al atributo "dulzor"
(1=Testigo; 2= Fosfato Diamdnico; 3= Levaduras Inactivas; 4=Mezcla Comercial).

Fuente: Elaboracion propia

En cuanto al resto de los atributos analizados en esta fase gustativa; acidez,
amargor y astringencia, se observa que Unicamente se obtuvieron diferencias

significativas en cuanto a la variable “dulzor”.

Analisis Comparativo Gustativo

Acidez

Dulzor

Amargor

@ Testigo (T) @ [0sfato Diamonico (FD)

Levaduras Inactivas (L|) esss== Mezcla comercial (MC)

Figura 22 - Andlisis comparativo de los atributos analizados en la "fase gustativa”.

Fuente: Elaboracion propia
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Preferencia de tratamientos

Cada panelista determind de forma preferencial al finalizar la degustacion, cual
de los 4 tratamientos agradé mas, indicando el cédigo de la muestra en la
plataforma digital. Por lo que esto ayud6 estadisticamente a determinar que
muestra fue la que mas gustd, a gran parte del panel. Un 53,3% eligi6 el
tratamiento 4 (MC), el cual estaba compuesto por una mezcla comercial, a base
a compuestos organicos e inorganicos (fosfato diaménico, cortezas de
levaduras, tiamina, pantotenato y celulosa).

El panel sensorial, voto por mayoria al tratamiento 4, siguiendo en disputa los
tratamientos 2 (FD) y 3 (LI) con una tasa preferencial del 20% cada uno (Figura
23). Es importante recordar que uno esta compuesto en su totalidad por un
nutriente inorganico (fosfato diamonico) y el otro por sustancias sumamente
organicas, como lo son las levaduras inactivas que liberan al medio;
aminoacidos, manoproteinas, péptidos, minerales, vitaminas, acidos grasos y

esteroles.

Preferencia de tratamientos

N

Preferencia

1 2 3 4
=@=Series1 (Tratamientos)

Figura 23 - Tendencia preferencial de los tratamientos investigados.

Fuente: Elaboracion propia

En ultimo lugar quedo inesperadamente el tratamiento testigo (T) con el 6,7% de
los votos, el cual obtuvo en reiteras variables y fases, medias (LS) con elevados
valores de percepcion aromatica que claramente no se corroboran en un analisis

global de preferencia (Figura 24).
Preferencia de tratamientos

m Testigo (T)
m Fosfato Diamonico (FD)
Levaduras Inactivas (LI)

m Mezcla Comercial (MC)

Figura 24 - Preferencia porcentual de los 4 tratamientos realizados.

Fuente: Elaboracion propia
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Conclusion
Los resultados de este estudio indicarian que un agregado de nutrientes en la
fase fermentativa, impacta positivamente en la cinética y en la concentracién de

biomasa. Ademas, influye marcadamente en la composicion aromatica de un

vino con respecto a la presencia de aromas secundarios, propios de la
fermentacion, reflejando diferencias significativas en los perfiles sensoriales de
un vino terminado (Gutiérrez 2015; Rapp 1995; Torrea 2011; Barbosa 2012,
Barbosa 2009; Reinal; Granes 2006; Barrajon 2011; Suklje 2016; Martinez-
Moreno 2014; Pei-Tong 2018; Duc 2020) [4,6,7,8,9,13,16,18,19,20,21,22].

Ocasionadas mediante la codificacion y expresion genética de la levadura, en
cuanto a su necesidad metabdlica de asimilar sustancias nitrogenadas
(aminoacidos ramificados) mediante la via Ehrlich y sintetizar respectivos
compuestos aromaticos, citando; alcoholes superiores, acidos de cadena
ramificada, acidos grasos de cadena media, esteres de acetato, esteres etilicos
y esteres etilicos de acidos grasos de cadena media, que hacen el aroma del
vino (Ribereau-Gayon 2003) [5].

Factor limitante en la investigacion ya que, no se contd con instrumentos para
medir la variable “concentracién y tipo de aminoacidos presentes” durante la fase
fermentativa. Punto importante a tener en cuenta en investigaciones futuras para
evidenciar que resultados se obtendrian aromaticamente, variando de forma

exogena, los tipos y/o concentraciones de aminoacidos que hay en el medio.

Desde un punto de vista fermentativo, la cinética fue uniforme analiticamente
para todos los tratamientos, obteniendo alcoholes de 14% v/v £ 0,1. Mediante
andlisis de la varianza con un nivel de significancia del 5% (0.05), se obtuvieron
resultados interesantes e incluso con tendencias opuestas a la esperada, ya que
existieron disminuciones en algunos compuestos aromaticos. Con respecto a la
fase visual unicamente el atributo “bordo” vari6 entre los tratamientos 1 (T) y 4
(MC), lo cual estaria més relacionado a ciertos fenébmenos de condensaciones y

comportamientos del cation flavilium, que a la nutricién en si.

La fase olfativa revela que si se desea buscar un vino con importante carga
aromatica no siempre va a estar ligado a insumos enoldgicos de elevado costo

comercial, cuyo caso se observd en el tratamiento testigo (T), el cual presentd
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mayores intensidades aromaticas y estaba compuesto Unicamente de nitrégeno
natural (249 mg/lt de NPA). Este punto es de considerable importancia, ya que
en reiteras investigaciones se han comprobado que un agregado nutricional es
importante, solamente si hay deficiencia, pero no en sobredosis, ya que
ocasionaria una inhibicion retroalimentaria (Torrea 2011) [7] provocando una
menor acumulacion de esteres, tal es el caso del tratamiento 2 (FD) a base de
fosfato diamoénico, que aumentd mayoritariamente los valores de NPA y
disminuyo los atributos de “mermelada de frutas”, “ciruela” y “frutos negros”. El
tratamiento 3 (LI) compuesto por levaduras inactivas, también revelo una

diferencia en cuanto a “mermelada de frutas”, aunque fue en menor tenor.

En cuanto a el atributo “frutos negros”, existio mayor percepcién en el tratamiento
4 (MC) compuesto por una mezcla de sustancias organicas e inorganicas, en

comparacion con la muestra 2 (FD).

La decadencia de algunas sustancias volatiles, estaria relacionada directamente
a una leve inhibicién retroalimentaria aminoacidica, al aumentar los valores
de NPA con las diferentes fuentes de nitrdgeno utilizadas, afectando los genes
codificadores de permeasas (GAP 1, BAP 2, BAP 3) y aminotransferasas
(BAT1, BAT2) ocasionado que las levaduras no absorban ciertos aminoacidos
ramificados, con menor cantidad de sustancias transaminadas y
descarboxiladas, provocando una disminucién en la produccion de esteres

aromaticos.

El andlisis preferencial evidencid que la muestra con mayor percepcion
aromatica (Testigo) fue la menos elegida, a diferencia del tratamiento 4 (Mezcla
Comercial) que obtuvo méas del 50% de aceptacion. La cual, podria estar
vinculada a un cierto equilibrio entre las sustancias nitrogenadas aportadas
(organicas e inorgéanicas), los compuestos volatiles sintetizados y las
necesidades fisiol6gicas de las levaduras. Ya que una mezcla comercial, esta
exclusivamente diseflada para satisfacer las necesidades fisioldgicas de las
levaduras, aportando nitrogeno inorganico (NH4) de pronta asimilacion y
nitrégeno orgéanico aminico (aminoécidos), proveniente naturalmente de las

levaduras, con presencia de lipidos, péptidos, vitaminas, minerales,
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manoproteinas, acidos grasos insaturados de cadena larga y esteroles que

fortalecen la membrana plasmatica y el metabolismo de asimilacion.

Seria interesante realizar en investigaciones futuras, cual podria ser la mejor
combinacion de sustancias nitrogenadas no solo para obtener una mejor
expresion de genes aromaticos, en base a diferentes escalas de NPA o perfiles
sensoriales, sino también para una posible reduccion de costos a nivel
empresarial, para no realizar dosificaciones genéricas, produciendo carencias o
excesos nutricionales, con el valor que esto conlleva, recordando que se esta

hablando de sustancias nitrogenadas puras de elevado importe comercial.
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