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INTRODUCCION

El Centro de Investigacidn, Desarrollo, Extension y Servicios Padre Francisco Oreglia
perteneciente a la Facultad Don Bosco de Enologia y Ciencias de la Alimentacién de
la Universidad Catdlica de Cuyo, organizd el | Simposio de Ciencia y Tecnologia
Enoldgica que se desarrollé en modalidad virtual y sincrénica.

En busca de la transferencia cientifica y académica, involucrando sectores publicos y
privados en pos de la mejora continua de los procesos productivos actuales y el
conocimiento general del drea, el CIPFO invitd a investigadores, extensionistas,
profesionales, docentes y estudiantes a participar del evento cientifico.

El Simposio conté con sesiones plenarias donde se abordaron tematicas de referencia
y vanguardia de la region vitivinicola. Ademds, se presentaron resultados de
investigaciones realizadas en concordancia con los ejes prioritarios del evento. El
presente Simposio en Enologia tiene como objeto principal la divulgacién
técnicocientifica de las lineas de investigacion y desarrollo enmarcadas en ejes
prioritarios para el desarrollo y conocimiento enoldgico.

Como objetivos especificos persigue promover el conocimiento cientifico como
herramienta para el desarrollo sostenible de procesos productivos y su mejora
continua.

Crear un espacio de intercambio y vinculacién entre los distintos actores de la cadena
enoldgica e interactuar entre la comunidad académica, sector publico - privado y el
medio.

Sus ejes prioritarios radican en la ciencia y tecnologia enoldgica (desarrollo y/o mejora
de procesos, equipamientos y metodologias), la disminucion de alérgenos,
bioinsumos y derivados de la industria vitivinicola y la calidad, promocién y
sustentabilidad enoldgica.

Las ponencias, resimenes y posters de trabajos cientificos presentados han sido
evaluados por un comité externo experto en las tematicas.

Las actas se conforman en esta publicacién con ponencias, resimenes de ponencias
y posters que a continuacion compartimos.
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MICROWINE PREDICTOR: TECNOLOGIA APLICADA A LA PREVENCION
__DE 1A CONTAMINACION EN MOSTOS Y VINOS

Maria Cecilia Rojo
Laboratorio de Microbiologia Enoldgica — INTA Mendoza, Argentina
CONICET Mendoza,
Argentina
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r
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RESUMEN

La industria vitivinicola es una importante actividad econdmica para la region de
Cuyo, principalmente en lo que refiere al vino y jugo de uva concentrado (JUC). Los
mercados mundiales exigen cada vez mayor calidad y productos libres de defectos.
Ambos productos pueden sufrir alteraciones por la acciéon de levaduras
contaminantes. Brettanomyces bruxellensis es la principal levadura alteradora en
vinos mientras que, Zygosaccharomyces rouxii es capaz de alterar los JUC. La
prevenciéon es el mejor camino para evitar estas contaminaciones. En nuestro
laboratorio se han desarrollado dos modelos matematicos que permiten predecir el
riesgo potencial de ambas levaduras para producir alteraciones en dichos productos.
Los modelos predictivos se construyeron considerando variables que pudieran
medirse y modificarse en la industria. Con el objetivo de que estos modelos pudieran
utilizarse en la industria se desarrolld una aplicacidn mdvil que se denomind
MICROWINE PREDICTOR. Esta aplicacién incluye ademas sugerencias para disefiar
estrategias de prevencién para evitar la alteracidn. La aplicacién se encuentra
actualmente disponible para el Sistema Operativo Android y puede ser descargada
gratuitamente desde Google Play, en su versidn en espafiol y en inglés.
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INTRODUCCION

Argentina mantiene en los ultimos afios su posicion como una de las regiones mas
importantes a nivel mundial en lo que se refiere a la produccidn y exportacion de uvas
y sus derivados, mostrando un aumento del 22% en el ultimo afio (OIV, 2019). Los
mercados mundiales exigen cada vez productos de mayor calidad y libres de defectos.
La vitivinicultura es una importante actividad econdmica para la regién de Cuyo, donde
los principales productos son los vinos y jugos de uva concentrados (INV, 2018). Tanto
el vino como el jugo de uva concentrado (JUC) presentan propiedades intrinsecas que
limitan el crecimiento microbiano. En vinos, la elevada concentracién de etanol, el bajo
pH vy los escasos nutrientes hacen que solo un reducido grupo de microorganismos
pueda crecer en él. Por otro lado, el JUC tiene bajo pH y baja actividad de agua (debido
a la elevada concentracién de azucares), caracteristicas que lo hacen
microbiolégicamente mas estable que otros alimentos. A pesar de estas propiedades,
ambos productos pueden sufrir alteraciones y defectos por la accion de levaduras como
Brettanomyces bruxellensis en vinos y Zygosaccharomyces rouxii en JUC.

OBIJETIVO

Desarrollar una aplicacion movil basada en dos modelos matematicos para predecir el
riesgo de alteracién de vinos y jugos de uva concentrados por Brettanomyces
bruxellensis y Zygosaccharomyces rouxii, respectivamente.

METODOLOGIA

Modelo predictivo para Brettanomyces en vinos

Conociendo los limites de crecimiento/no crecimiento de Brettanomyces en funcién de
tres variables propias del vino como son el pH, el SO2 libre y el contenido de etanol, se
construyé un modelo matematico que permite conocer cual es la probabilidad de que
esta levadura desarrolle en un vino con determinadas condiciones de pH, SO2 libre y
etanol. Este modelo predictivo nos dice cuan susceptible es un vino a desarrollar
defecto fendlico por Brettanomyces y qué variables se podrian modificar para prevenir
su aparicién. Por otro lado, conociendo el riesgo que presenta un vino para permitir el
crecimiento de Brettanomyces (ejemplo: muy susceptible/poco susceptible/muy
estable), se puede disefiar una estrategia de control y seguimiento para detectarla
tempranamente y evitar asi la aparicién del defecto (Sturmy col., 2014).
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Modelo predictivo para Zygosaccharomyces en jugos de uva c oncentrados

El modelo de superficie de respuesta desarrollado para Zygosaccharomyces en JUC
permite estimar la estabilidad microbiana de acuerdo a las caracteristicas propias del
JUC( pH y concentracién de azucar), expresado en “tiempo para evidenciar alteracion”
en dos condiciones diferentes: temperatura constante de almacenamiento (232C) y
temperatura variable que simula la exportacion de los JUC por via maritima (desde el
hemisferio sur al hemisferio norte). Aplicando este modelo, el elaborador podra
conocer cuanto tiempo su producto permanecerd sin alterarse y ademas, podra
modificar los parametros de pH y concentracién de azucar para prolongar la
estabilidad del mismo permitiendo que su producto llegue a destino sin alteracién
(Rojoy col., 2014).

RESULTADOS

Desarrollo de una aplicacion mévil para la industria: Microwine Pp redictor

Los modelos matematicos desarrollados, fueron publicados y compartidos en cursos
y capacitaciones dictados por el Laboratorio, pero su utilizacién por parte de la
industria era muy limitada. En un esfuerzo por proporcionar herramientas utiles y
practicas a endlogos y productores, se desarrollé una aplicacién mévil que facilita el
acceso y uso de estos modelos predictivos. La aplicacion MICROWINE PREDICTOR ha
sido validada de manera exitosa en vinos y jugos de uva concentrados y actualmente
se encuentra disponible para el Sistema Operativo Android y puede ser descargada
gratuitamente desde Google Play, en su version en espafiol y en inglés, ya que puede
ser aplicada en vinos y jugos concentrados elaborados en cualquier parte del mundo.
¢Coémo se utiliza?

Para usar la App, el interesado debe descargarla e instalarla en su teléfono celular o
Tablet (Figura 1). Para utilizar la misma el productor deberd primero elegir el alimento
de interés (vino o jugo de uva concentrado) y luego podrd introducir los valores de
diferentes variables (pH, etanol, didxido de azufre y concentracién de azucar) de su
propio producto en casillas destinadas y la aplicacidn estimara la probabilidad que en
el vino proliferen levaduras contaminantes (Figura 2) y el tiempo para evidenciar
alteracién en jugo de uva concentrado (Figura 3). El productor ademas podra
modificar estos valores para obtener una combinacidn de variables que eviten que el
producto desarrolle alteracién. La aplicacion también incluye recomendaciones y
sugiere algunas acciones preventivas.

¢En que se beneficia la industria con el uso de Microwine Predictor?

Actualmente, la mayoria de las bodegas analizan (ya sea en laboratorios propios o de
terceros) la presencia de Brettanomyces en los vinos tintos, principalmente durante la
crianza en barricas y antes del embotellado. En ocasiones, el endlogo se encuentra
con los datos, pero no cuenta con herramientas que le permitan una adecuada toma
de decisiones. Se enfrenta a preguntas como ¢éen cuanto tiempo este vino
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desarrollarad efecto? ¢ Cada cudnto tiempo debo realizar el control de Brettanomyces
en este vino? No t odos los vinos son iguales y la combinacién de variables inhibitorias
propias de cada uno (pH, etanol y SO,) permitird que la levadura crezca con mayor o
menor velocidad, o la inhibirdn por completo. Por lo tanto, MICROWINE PREDICTOR
permite disefiar los controles y tomar las medidas preventivas adecudndolas a cada
vino, proporcionando unah erramienta de decision util para la industria, evitando que
el defecto se produzca.

Por otro lado, en la industria del JUC, donde la mayoria de la produccién es exportada,
lose laboradores responden a las especificaciones de los compradores, sin contar con
informacion cientifica que les permita fijar sus propios parametros y asi asegurarse
que el producto llegue a destino sin alteraciones. Pequenas modificaciones en el pH
producen grandes cambios en la extensién de la vida util del producto, este hecho
representa una enorme ventaja comercial para la conservacién y exportacién del JUC.
MICROWINE PREDICTOR permite entonces conocer la estabilidad microbioldgica del
JUC segun las combinaciones de pH y concentracién de azucares, pudiendo ajustar
estos parametros para permitir que el producto se mantenga sin alteracion el tiempo
necesario para su comercializacion, ya sea en el mercado interno o en el mercado
externo.
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ANEXOS
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RESUMEN

El presente trabajo se centré en la busqueda de alternativas de procesamiento de uno
de los residuos mas abundantes de la Industria vitivinicola en la Regién cuyo, como
es el escobajo de uva (EU). Los objetivos fueron: a) Determinar si el EU puede ser un
sustrato viable para la obtencidn de acido lactico (AL) por medio de fermentacion
fungica, b) Estudiar la cinética de crecimiento del hongo y de produccién de acido
lactico. La metodologia se basd en llevar a cabo: 1). Caracterizacion fisicoquimica del
EU aplicando técnicas estandarizadas de andlisis, 2). Realizacién de experimentos de
Cultivo sobre Membrana con dos medios de cultivo diferentes: Agar papa dextrosa
(APD) y Agar+EU, 3). Determinacién de Biomasa seca de R. oryzae NCIM 1299 para
cada condicién, 4) Recuperacién y cuantificaciéon de AL. Resultados: la caracterizacién
del EU fue: 0.95 g nitrégeno total/100 g EUSeco, 6.18 g proteinas/100 g EUSeco, 54.07
g azUcares reductores/100 g EUSeco, 38.61 g Lignina Klason Insoluble/100 g EUSeco,
49.10 g Holocelulosa/100 g EUSeco, 30.50 g Fibra Cruda/100 g EUSeco. Los
experimentos de cultivo sobre membrana realizados por 5 dias a 30 ¢C y 50 % HR
generaron los datos cinéticos de generacién de biomasa flngica y de produccién de

AL. Se obtuvieron los parametros de crecimiento fungico (Modelo Logistico) y
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parametros de produccion de AL (Modelo de Luedeking y Piret). Conclusiones: El EU
es un material adecuado para ser utilizado como sustrato en fermentacién fungica
para la obtencion de AL. Se obtuvieron parametros cinéticos y de produccion de AL
que seran de utilidad en el disefio de reactores de mayor escala.

Palabras clave: residuos- industria vitivinicola- escobajo de uvas

INTRODUCCION

La vitivinicultura es una de las principales actividades agroindustriales de la Provincia
de San Juan y es donde se genera escobajo de uva (EU) como residuo sélido, en la
etapa del despalillado, ya sea en la produccidn de vino o mosto. Actualmente, uno de
sus destinos finales es la trituracién y dispersion en el vifiedo, aunque también se
dispone como desecho sdlido. Segun un Informe del Instituto Nacional de
Vitivinicultura (Vitivinicultura, 2017), en el afio 2017, el total de uva ingresada a
establecimientos de San Juan, fue de 5,135,857 quintales. Teniendo en cuenta que el
EU representa alrededor del 5 % de los subproductos del vino (Ruiz-Moreno, M. J.,
Raposo, R., Cayuela, J. M., Zafrilla, P, Pifieiro, Z., Moreno-Rojas, J. M., 2014), lo que
implica que se ha generado en 2017 en San Juan, 25,679 toneladas de residuo sdlido
en forma de EU. El 4cido lactico (AL) es un acido organico con variadas aplicaciones en
la industria quimica, alimentaria, cosmética y farmacéutica (Garcia et al., 2010). Segun
un informe de Grand View Research, en 2016 hubo una demanda mundial de 1220
kilo toneladas de AL (Grand View Research. (Mayo de 2017), s. f.).

La sintesis de AL puede llevarse a cabo a través de la via quimica (con precursores
petroquimicos) o a través de la via Biotecnoldgica. En este ultimo, pueden aplicarse
procesos fermentativos bacterianos o fungicos a diferentes sustratos renovables
(como ser residuos de la industria agroindustrial, agroforestal y alimentaria). De esta
manera se usan recursos de bajo costo y se evita el uso de sustratos derivados del
petréleo, ofreciendo ventajas medioambientales y econdmicas (Nunez-Garcia support
letter UIC.pdf, s. f.). Dentro de los diferentes microorganismos utilizados, los hongos
filamentosos son los mas importantes y mejores adaptados para la fermentacién en
estado solido (FES). Su forma de desarrollo hifal, la baja exigencia nutricional para su
desarrollo, su buena tolerancia a la baja actividad de aguay a la alta presién osmética,
y sobre todo su potente capacidad de produccidén de enzimas, para la hidrélisis de
materiales lignoceluldsicos, otorgan a los hongos mayores ventajas sobre los
microorganismos unicelulares en la colonizacidn de sustratos sélidos (Krishna, 2005).
Diferentes residuos lignoceluldsicos se han estado utilizando como sustratos de FES
para la obtencién de AL, ya sea con aplicacién o no de pretratamientos para hidrdlisis
de la lignina. Entre ellos se encuentran, la alfalfa, la cdscara y pulpa de manzana, el
bagazo de cafa de azlcar, el rastrojo de maiz, la cdscara de arroz, restos de mandioca
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y madera (Komesu et al., 2017), entre otros. Pero no se ha encontrado que el EU haya
sido estudiado para FES.

En el presente trabajo se utilizé el EU como fuente de materia organica para llevar a
cabo una fermentacion fungica, con una cepa de Rhyzopus oryzae NCIM 1299 (R.
oryzae), y asi obtener AL. Se llevd a cabo la caracterizacién del EU y experimentos de
cultivo de R. oryzae sobre membrana en dos medios de cultivo, diferentes a efectos
de determinar la cinética de crecimiento y de generacién de AL.

MATERIALES Y METODOS REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron de grado reactivo analitico o superior: Acido
clorhidrico 37% (Anedra), Acido 3-5 dinitrosalicilico (Sigma Aldrich), Carbonato de
calcio (Cicarelli), Acido sulfirico 98% (Biopack), Hidréxido de sodio (Industria y
Medicina), Agar papa dextrosa (Difco-213400), Alcohol 96% (Inocentis.r.l), Metanol y
agua grado HPLC (Sintorgan), L(+) acido lactico 85% (Lactic Acid 85% Excel, Galactic),
Acido salicilico (Sigma Adrich), Tiosulfato de sodio (Biopack), Sulfato de potasio
(Merck), Sulfato de cobre (Biopack), Acido cafeico (Sigma Aldrich), Reactivo de Folin
Ciocalteu (Biopack), Clorito sédico (J.T Backer), Acido acético glacial (Sintorgan),
Tween 80 (Biopack), Agar agar (Merck), Cloruro de hierro (lll) hexahidratado
(Cicarelli), Glucosa anhidra (Anedra), Carbonato de sodio (Biopack).

Recoleccién y tratamiento de muestras

Se recolectd EU cereza en época de vendimia de la bodega Tierra del Huarpe S.A (San
Juan). Se realizé un secado a 50 2C +/- 52C en estufa convectiva por 24 a 48hs. Luego
se guardd en bolsas plasticas cerradas e identificadas, y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso.

1-Caracterizacion de EU

El EU se trituré a maxima potencia (750 W) por 2 min., utilizando un triturador de
cuchillas (Multiprocesadora AM-013, Liliana). Se tomdé como guia el procedimiento
del National Renewable Energy Laboratory (NREL), NREL/TP-510-42620.
-Determinacion de humedad: una vez acondicionada la muestra y seleccionada la
fraccidn a utilizarse para el medio de cultivo, se determiné la humedad de 2g de EU
en analizador de humedad IR (Radwag, PMR 50) por duplicado, segiin Norma NREL/
TP-510-42621.

- Determinacion de Cenizas: Se pesaron de 2g de muestra, en crisoles de
porcelana previamente calcinados y tarados. Se utilizé el procedimiento NREL/TP-
510-42622, con algunas adaptaciones a los materiales y equipamientos disponibles.
- Contenido de nitrégeno total: se peso 1 g de muestra secay triturada se coloca
en balén Kjeldahl con perlas de vidrio. Se aplicé la técnica Kjeldahl (AOAC oficial
method 920.87, Kjeldahl Method).
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- Obtencion de extracto acuoso de escobajo de uva: Para poder analizar azlcares
reductores facilmente disponibles en el EU, se procede a una extraccion en agua a
temperatura ambiente y con agitacién, como se plantea en el trabajo de Spigno et al.,
(2008). Se pesd 2 g de EU seco y molido, se suspendid en 25ml de agua destilada (1:10
p/v de sdlido/liquido) en un vaso de precipitado, se llevé a un agitador magnético
(DLab, MS-H280-Pro) a 350 rpm, a temperatura ambiente durante 4 horas. Se
sometio a centrifugacién (Presvac-2036, 4 elementos) a 3,500 rpm durante 5 min y
filtracién. El sdélido recolectado en el filtro se desechd y el liquido se guardd en

heladera hasta su analisis.

- Determinacion de aziucares reductores del extracto acuoso: Se aplico el
método de Miller (Gail Lorenz Miller, 1959) usando acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
como generador de la reaccion colorimétrica. Se leyd en espectrofotémetro (Agilent
Technology, Cary 60 UV-Vis) a 540nm. Se trabajé con una curva patrén de glucosa
para la cuantificacién.

-Determinacion de Polifenoles totales del extracto acuoso: se aplicd el método d
Gutfinger (1981) usando el Reactivo de Folin Ciocalteu. Se leyd en espectrofotémetro
(Agilent Technology, Cary 60 UV-Vis) a 725 nm. Se trabajoé con una curva patrén de
acido cafeico para la cuantificacion.

-Determinacion de fibra bruta: 5 g de EU se sometieron a digestién acida con 200 ml|
de una solucion de agua y H,SO, al 40:1v/v y posterior digestion alcalina con el
agregado de 20 ml de una solucion de NaOH al 40% m/m. Se filtré con papel banda
negra, el solido se secd en estufa a 105 C +/- 5 2C y se llevd a mufla hasta peso
constante. Se aplicé la norma AOAC Official Method 962.09 Ceramic filter fiber
method. Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

Previo al analisis de la porcién lignocelulésica del EU fue necesario realizar una
extraccion con solventes a la muestra:

- Extraccion de sustancias extraibles en agua: se realizé para eliminar material
soluble no estructural de la biomasa (tierra, nitratos y nitritos, proteina y azucares).
Se siguié el procedimiento NREL/TP-510-42619, con uso de equipo Soxhlet, con
algunas adaptaciones a los materiales y equipamientos disponibles. - Extraccion de
sustancias extraibles en etanol: se realizé para eliminar material soluble en etanol
no estructural de la biomasa (clorofila o ceras). Se siguié el procedimiento NREL/TP-
510-42619, con algunas adaptaciones a los materiales y equipamiento disponible.

- Determinacion de lignina Klason insoluble: Se pesé 1 g de EU seco, triturado y
libre de extraibles en un vaso de precipitado. Se adiciond H,SO, al 72% y se llevo al
agitador magnético (DLab, MS-H280-Pro) a 550 rpm, a temperatura ambiente
durante 2 horas. Luego se adicioné agua destilada para llevar la solucion a 3 % y se
llevé a mechero a ebullicion suave por 4 horas, manteniendo el volumen constante
de agua por adicidn de agua destilada caliente. Se dejo enfriar y se filtrd a vacio sobre
papel de filtro banda negra (tarado y seco). El sélido recolectado se llevé a estufa
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(Dalvo) a 105 eC +/- 5 °C por 24 horas y se pes0. Se corrigid el resultado obtenido con
las cenizas y el contenido de nitrégeno. Se utilizd la Norma TAPPI 222 om-02.

- Determinacion de Holocelulosa: Se pesé 2 g de muestra de EU libre de
extraibles, molido y seco en Erlenmeyer y se adicioné agua destilada. Se llevé a bafio
maria (Vicking S.R.L, Masson-5775) a 85 eC +/- 5 2C y se agrego clorito de sodio y
acido acético glacial durante 1 hora. Se repitié el procedimiento hasta que se observé
la muestra blanca. Se filtré a vacio en filtro de papel banda negra seco y tarado y se
lavé con agua destilada hasta la eliminacion del clorito de sodio. El residuo blanco en
el filtro se llevd a estufa (Dalvo) por 105 2C +/- 5 2C por 24 horas y se pesd. Se precedid
segun la Norma ASTM D-1104.

2- Experimentos de Cultivo sobre Membrana: Veinticuatro cajas de Petri de 50 mm
de diametro se cargaron con 5 ml de medio de cultivo con APD y otras veinticuatro
con 5 ml del medio de cultivo de Agar + EU. Filtros de membrana de nylon tarados y
esterilizados (0.2 um, 47 mm de didmetro) se colocaron en cada caja de Petri, sobre
la superficie del medio. Una vez solidificado, cada caja fue inoculada con 146 pl de
una suspension de esporas con una concentraciéon de 1.37x10% esporas/ml. Se
procesé ademas un control negativo para cada medio de cultivo.

- Incubacion: Las cajas de Petri se incubaron por 5 dias a 30 2Cy 50 % HR. Muestreo:
Se extrajeron muestras de la incubadora cada 12 horas por duplicado para cada
medio de cultivo, las cajas de Petri extraidas se sellaron con Parafilm y se conservaron
a 4 °C hasta que se analizaron.

3-Determinacion de Biomasa seca de R. oryzae NCIM 1299: Se extrajeron los filtros
y se dejaron secar a 80 2C por 24 horas. La biomasa seca se calculé como la diferencia
de peso entre la membrana con biomasa y la tara de la membrana seca antes del
cultivo. Los datos obtenidos se ajustaron mediante el uso del modelo Logistico, el cual
es el mas utilizado en la mayoria de los casos de crecimiento de microorganismos
(Dalsenter et al., 2005; Lareo et al., 2006a, 2006b; Saithi et al., 2016). Las ecuaciones
(1) y (2) muestran la forma diferenciada e integrada (Mitchel, Luz, et al., 2006)
respectivamente:(1)

ax frosn
— = HUmax _
dt Xmax

Xmax
)X.X(O) = Xo(l), (t) 4 1+(L1;’1£,_\'_1) exp"‘m‘u'[ (2)

Donde dX/dt: Velocidad de crecimiento de la biomasa seca [g Biomasa Seca/g
EUSeco.h, g BS/g EUS.h o g de Biomasa Seca/g glucosa.h, g BS /g glucosa.h]; X (t):
Concentracién de la biomasa fungica obtenida para una cantidad especifica de
tiempo [g BS/ g EU o g BS/g glucosal]; pmax: Velocidad de crecimiento especifico [h];
Xmax: Concentracion de biomasa maxima [g BS/g EU o g BS/g glucosal; Xo:
Concentracion inicial de biomasa o inoculo [g BS/g EU o g BS/g glucosa], y t: Tiempo
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[h]. En este Xo es un valor conocido, mientras que Xmax and Umax S€ obtienen por
regresion.

4-Recuperacion de AL desde el material de fermentacion: Un ml de sobrenadante
hidrolizado se tomd de cada muestra, se agregaron 50 ul de HCI 0.1 N, la mezcla se
agitd en vortex a 2,500 rpm por 1 min. Se agregd carbonato de calcio en exceso a la
solucién y se mezclé en vortex a 2.500 rpm por 1 minuto dando lugar a la liberacion
de burbujas de CO,. La sal de lactato se separd por centrifugacion a 8,000 rpm por 5
min y el sobrenadante se descarté. Finalmente, se agregaron 500 pl de H,SO, 0.5 M
para reconvertir el lactato de calcio en AL y CaSO, (insoluble). El sobrenadante
obtenido se utilizé en la cuantificacion de AL.

Cuantificacion de AL: De cada eppendorf del paso de recuperacion, se tomaron 75 pl
y se mezclaron con 3 ml de una solucidn acuosa de cloruro de hierro hexahidrato al
0.2 %. El color obtenido se midid en un espectrofotémetro UV/Vis a 390 nm por
duplicado. El modelo matematico mas aplicado a la produccién de AL es el de
Luedeking y Piret

(Karahalil et al., 2019; Luedeking & Piret, 2000; Mitchel, Krieger, et al., 2006; SotoCruz
et al.,, 2002)the optimum fermentation conditions were found to be initial sugar
concentration of 10°Bx, whey concentration of 0.75% [w/v], and inoculum size of 8%
Lv,iy, guei_e's Ln)qrel:ps{urj‘gm? d=e Iﬁ concentracién de sustrato y relaciona la produccién
de Migtabélito a fa concentracion de biomasa y velocidad de crecimiento microbiano.

(3). Donde dP/dt: Velocidad de formacion de AL [g LA/g EUS.h o g LA/g glucosa. h]; Ypx:
rendimiento de AL [g LA/g BS]; and m,: coeficiente para la producciéon de AL
relacionado al metabolismo de mantenimiento [g LA/g EUS. h o g LA/g glucosa.h].
6-Analisis de Datos

El valor promedio de los duplicados se utilizé para generar las graficas de crecimiento
de biomasa, contenido de glucosamina y produccidon de AL. Se utilizd6 el programa
Matlab R2015a para ajustar los datos obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

1-Caracterizacion de EU
La Tabla 1! muestra los resultados obtenidos de la caracterizacion del EU recolectado.

Composicidn Tamafio de Particula (um): 250 < ¢
<350
Valor (g/100gEUS) DS

Humedad 12,10 0,05
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Cenizas 6,43 0,03
Extraibles en Agua 19,62 -
Extraibles en Etanol 7,76 -
Total 27,38
Lignina Klason Insolublea 38,61 1,48
Holocelulosa (Ho)b 49,10 0,67
Fibra Cruda (CF)c 30,50 2,88
Azucares Reductoresd 54,07 0,97
Nitrégeno Totalc 0,95 0,18
Proteina 6,18 -
Polifenoles (mg/100g DGS)d 2,19 0,02

Tabla 1: Caracterizacion fisico quimica de Escobajo de Uva Cereza.

Todos los resultados se expresan cada 100 g de EU seco (EUS). a
Muestras sin extraibles, corregidas en base a cenizas y proteinas.
bMuestras sin extraibles, sin corregir.

¢ Muestras con extraibles.d Solubles en agua.

El contenido de ceniza de 6.43% es similar a valores informados en otros trabajos que
van desde 5.22 % hasta 7.66 % ((Baeta-hall & Rosa, 2005; Prozil et al., 2012; Spigno
et al., 2008). El contenido de ceniza en la biomasa se debe a la presencia de dxidos
metalicos formados durante la calcinacion, entre los metales encontrados en el EU.
Podemos mencionar Na, K, Fe, Ca and Mg (Deiana et al., 2009; Prozil et al., 2012).
Contenidos de extraibles de 19.62 %y 7.76 % para extracciones realizadas en agua o
etanol son valores muy cercanos a los encontrados por Pujol et al. (2013), quienes
informaron valores de 21.61 % y 6.80 % para contenido de extraibles en agua y etanol,
respectivamente. Esta es una evidencia del alto contenido de sustancias solubles en
agua del EU posiblemente debido a la presencia de azlcares y polifenoles
provenientes del grano de uva.

Holocelulosa Celulose (Ce)/ Fibra Cruda | Hemicelulosa (He)
(Ho) (CF) (%)
(%) (%)

Este Trabajo 49.10 30.50 18.60
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Ping et al. 60.80 36.30 24.50
(2011)

Spigno et al. 52.81 37.88 14.93
(2008)

Prozil et al. 51.30 30.30 21.00
(2012)

—Tabla2:Vaforescompuarativos-decontenidos de Holocelulosa, celulosa y

hemicelulosa en EU

La estructura lignoceluldsica estd compuesta por celulosa (Ce), hemicelulosa (He) vy
lignina (Li), considerando que la holocelulosa (Ho) es la suma de los valores de Ce y
He, Ho=Ce+He. (Udén et al. ( 2005) consideraron que el valor de fibra cruda es un una
estimacion grosera del contenido de Ce, por lo tanto CF=Ce. Nuestro grupo informé
valores de Ho and CF (Ce) por lo tanto para comparar resultados con trabajos previos
(Ping et al., 2011; Prozil et al., 2012; Spigno et al., 2008) calculamos el valor faltante y
lo informamos en la Tabla 2, donde se muestra que nuestros resultados estan en
concordancia con los valores informados por dichos autores.

Solventes en los pasos extractivos Lignina Klason
(%)
Este Trabajo Agua/Etanol 38.60
Ping etal.. (2011) Diclorometano (DCM) 39.60
Spigno et al. (2008) Agua Caliente (2x) 32.98
Prozil et al.. (2012) Acetona/DCM/Agua 17.40

Tabla 3: Valores Comparativos de contenido de Lignina Klason en el EU

La determinacién de lignina esta afectada por la naturaleza del solvente utilizado en
la extraccién del EU, como muestra la Tabla 3. Al ser la lignina el principal
constituyente de la pared celular de las plantas estd en contacto estrecho con
carbohidratos, por lo tanto, variaciones en los pasos de extraccién influiran en el valor
final de lignina obtenido. Extracciones con agua y etanol remueven compuestos
hidrofilicos, mientras que extracciones con diclorometano (DCM) y acetona remueven
compuestos lipofilicos de la estructura del EU. A pesar de la diferencia en los
protocolos de extraccidon nuestros valor de lignina estd en concordancia con lo
informado por (Ping et al., 2011; Spigno et al., 2008).

Con respecto a la determinacion de azucares reductores, no esperabamos obtener un
valor tan alto como el que se obtuvo (54%), a pesar de varias repeticiones. Este valor
era un valor obviamente erréneo, por lo tanto, hemos tratado de dilucidar el origen
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de este error. Se utilizé la técnica DNS en el analisis de los azucares reductores, en
donde el DNS reacciona con compuestos que tienen grupos carbonilos (C=0), lo que
genera un compuesto coloreado que puede ser detectado por espectroscopia de UV.
La presencia de grupos carbonilos en el extracto de EU no es exclusivo de la presencia
de azucares reductores, otros compuestos pueden tener ese grupo funcional que, al
reaccionar con el DNS, genera lecturas erréneas en exceso. Deshavath et al. (2020)
mostraron que productos de descomposicion de azucares tales como furfural (F) o
hidroximetilfurfural (HMF), generaron un aumento en la absorbancia de un 68%,

dando un valor elevado de azucares reductores. En nuestro caso el proceso de secado
a pesar de haberse llevado a cabo a una temperatura moderada de 50 2C, se podria
haber generado HMF. Frank et al. (2004) informaron que la concentracién de HMF
aumentdé significativamente en granos de uva Vitis Vinifera Sultana (Thompson
Seedless) almacenadas a 30 C. La formaciéon de HMF no se midié en nuestro caso ya
que los datos aqui recabados nos permitieron darnos cuenta de este posible
problema, se planea realizar experimentos a futuro para poder estudiar la existencia
de esa relacion.

El EU utilizado en los cultivos en membrana provino de uva Cereza, y determinamos
que el mismo contenia 2.19 mg de polifenoles solubles en agua /100 g de EUS. Varios
estudios evaluaron el efecto inhibitorio de la fraccidn polifendlica de diferentes
sustratos solidos sobre R. oryzae y su produccion de AL (Sousa et al. (2014), Chen et
al. (2018)). En nuestro trabajo observamos que R. oryzae es capaz de crecer en la
presencia de polifenoles.
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Figura 1: Datos experimentales de crecimiento de R. oryzae NCIM 1299 sobre: A)
APD y B) Agar+EU. Valores de g de Biomasa Seca (DB) por g de glucosa (APD) y g de
Biomasa Seca (DB) por g de EU (GS)

La figura 1 A muestra los valores promedio de gramos de biomasa seca por gramo de
glucosa obtenidos para cada tiempo muestreado, con APD como medio de cultivo y
la Figura 1B muestra los valores promedios de gramos de biomasa seca por gramo
de EU seco obtenido para cada valor de tiempo muestreado con Agar+EU como
medio de cultivo. En ambos casos, los datos experimentales generaron una curva de




26 | SIMPOSIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA ENOLOGICA

crecimiento microbiana tipica, con una fase de crecimiento acelerado entre las 0y 48
h. Después de eso, continua con una fase estacionaria donde se alcanza Xmax, con
valores de 0.47 gBS/gglucosa y de 0.08 gBS/gEU. Estos valores se compararon con
valores tedricos calculados de 0.9704 para APD y 0.1176 para Agar+EU y puede verse
que el valor alcanzado en el medio de cultivo de Agar+EU es un muy buen valor
comparado al tedrico. Esta diferencia en rendimientos puede deberse a que en el
medio APD se presenta baja difusion de nutrientes comparada al Agar+EU donde esta
difusién pudo ser mejorada por la accién de las enzimas fungicas sobre la estructura
del EU.

En la fase acelerada de crecimiento es posible observar diferentes tendencias en
ambos casos, en el medio APD se puede ver una fase de adaptacién o de retardo,
mientras que en el Agar+EU no. La presencia de una fuente de nitrégeno,
oligoelementos y azucares diferentes a la glucosa (por ej. Xilosa) facilmente
disponibles al hongo en el caso de Agar+EU puede dar una posible explicaciéon a la
falta de la fase de adaptacion (Xue et al., 2018).

Cuantificacién de Acido Lactico

QLA b s
]

Figura 2: Produccidn de Acido Ldctico por R. oryzae NCIM 1299 sobre A) APD y B)
Agar+EU

La figura 2 A muestra que se alcanzé un promedio de 0.228 g AL/g glucosa en la fase
estacionaria de la curva de cultivo de APD, mientras que la figura 2B muestra que se
alcanza un valor 0.115 g AL/g EU en el medio Agar+EU. De acuerdo con estos valores,
el R. oryzae produce mas del doble de AL en gramos a partir de un gramo de glucosa
que a partir de un gramo de EU. Nuestros resultados estan de acuerdo con trabajos
previos que informaron produccién de AL en el rango de 0.0082 a 0.324 g AlL/g de
Sustrato solido seco de varios materiales con diferentes cepas de R.oryzae (Aziman et
al., 2015; Gil et al., 2008; Hayihama & Suwazono, 2016; Oda et al., 2002; Phrueksawan
et al., 2012). Estos resultados son prometedores ya que el nivel de productividad es
comparable a resultados obtenidos con el uso de otros sustratos. Por lo tanto,
podemos inferir que el EU es un sustrato sélido adecuado para la produccién de AL en
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escalas mayores. En cuanto a la produccion de AL, nuestro objetivo fue usar la
ecuacion de Luedeking y Piret (L-P) para el ajuste de datos, esto requiere del uso de
los parametros encontrados en la generacidon de biomasa (Xo, XmaX, Mmax). A fin de
reducir errores al ajustar los modelos de biomasa y produccién de AL en forma
separada, se decidio llevar a cabo un modelado simultaneo de ambas producciones.

El proceso de iteracion se corrid hasta que se obtuvo un valor de R? aceptable para
ambas cinéticas.
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Crecimiento Microbiano de R. oryzae NCIM 1299
En nuestro caso aplicamos el modelo Logistico al crecimiento de R. oryzae NCIM 1299
sobre ambos medios de cultivo. La Tabla 4 muestra los parametros obtenidos.

Figura 3: Modelado Matemadtico del crecimiento de Biomasa fungica sobre A) APD y
B) Agar+EU. Datos Experimentales: Modelo L: x y linea de guiones.

Cultivo Xo Xmax Hmax Rz
PDA 0.0570 0.4830 0.1050 95.05
Agar+GS 0.0228 0.0780 0.1100 91.06

Tabla 4: Parametros de Generacion de biomasa con el modelo logistico

Produccién de Acido Lactico

La produccién de AL ha sido modelada por la aplicacién del modelo L-P, este modelo
tiene en cuenta no solo la cantidad de AL generado sino también la velocidad de
formacion de biomasa fungica.
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Figura 4: Modelado Matemdtico de la produccion de Acido Ldctico por R. oryzae
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NCIM 1299 sobre A) APD y B) Agar+EU. Datos Experimentales : Modelo L-P: x y
linea de guiones.

Cultivo mp R2
Yp/x
APD 0.570 0.00 87.79
Agar+EU 2.040 88.15

Tabla 5: Pardmetros de Produccion de AL con el modelo L-P.

De acuerdo a los valores de Y, y m, obtenidos, Gaden (2000) clasificé la cinética de
la produccidon de metabolitos en tres categorias de acuerdo a su relaciéon con el
metabolismo de crecimiento del microorganismo: Tipo 1: El metabolito tiene una
relacion directa con el crecimiento, donde Y,x# 0 and m, = 0 (por ej. Etanol, acidos
glucdénico y lactico); Tipo 2: El metabolito tiene una relacion mezclada con el
crecimiento microbiano y la concentracién de microorganismos, Ypx# 0 and m, # 0
(por ej. Acido citrico); Tipo 3: El metabolito no tiene relacién al crecimiento
microbiano Y,x=0and m, # 0 (por ej. Antibidticos como la penicilina). En nuestro caso
se confirmd que la producciéon fermentativa de AL es de Tipo 1. Datos experimentales
de la produccién de AL a partir de R. oryzae NCIM 1299, muestran que el parametro
my=0, ya que la produccién de AL se estabiliza en un valor constante.

CONCLUSIONES

Se demostré que el EU, debido a sus caracteristicas fisico-quimicas, puede ser utilizado
como un sustrato sélido para FES con R. oryzae NCIM 1299 para obtener AL. Se
obtuvieron las constantes cinéticas de crecimiento y produccién de AL a partir de los
experimentos de cultivo sobre membrana.
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RESUMEN

Este estudio evaluo distintas metodologias para reaprovechar un residuo normal de la
elaboracion de espumantes en fabricas de espumantes, mediante el método Charmat,
en el cual hay un gran subproducto de lias conformadas mayoritariamente por
levaduras residuales, que decantan en los fondos de tanques de fermentacion.
Mediante la utilizacion de lias residuales sin tratamiento se logré aumentar la
velocidad de fermentacién en un 28%, mediante el método Charmat, sin efectos
negativos a nivel organoléptico, como la reduccién o necesidad de mas nutrientes de
fermentacion En el segundo término se ensayd con induccion de la plasmdlisis y
autolisis de las levaduras de las lias realizando una variacién en el pH y aumentando
la temperatura, para luego aplicar en el tiraje de espumantes realizados mediante el
método Champenoise, realizando un seguimiento por degustacion al mes, tres, cinco,
siete, nueve y doce meses del tiraje. Como resultado hay una mejora significativa en
todos los casos, sobre todo en las notas de volumen en boca y graso, y en las notas de

”n u

“levadura”, “pan” y “nuez”.

Palabras clave: Autolisis, vino espumante, lias residuales.

INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios en la elaboracién de espumantes es el tiempo requerido
para que se produzcan los procesos de autolisis de la levadura, y asi lograr el aporte
de polisacaridos, manoproteinas, aminoacidos, nucledtidos, esteres, y muchos otros
derivados de la levadura.

Posterior al término de la fermentacién alcohdlica y el agotamiento total del azucar,
inician los procesos de consumo de las reservas internas e inicia la autofagia. Este
proceso se extiende entre 4 a 5 meses, luego se produce la muerte celular y recién
entonces procede la autolisis, motivo por el cual, espumantes con menos de 6 meses
en contacto sobre sus lias, no adquieren ninguna caracteristica de este proceso; solo
hay un pequefio aporte por plasmdlisis parcial de las levaduras, con liberacion
temprana de los contenidos citoplasmaticos.




34 | SIMPOSIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA ENOLOGICA

OBIJETIVO

El objetivo principal de la tesis, y debido a la alta competitividad del mercado de los
espumantes ha generado una necesidad de mejora y diversificacion de los productos.
Las técnicas de reutilizacion de lias de fermentacién generan una serie de alternativas
competitivas como:

Mejora en la velocidad de autolisis y aumento del caracter de “levadura”, “graso” y
volumen en boca

Disminucién de los costos de elaboracion, por bajar la cantidad de insumos
enoldgicos especificos, de alto costo como manoproteinas o cascara de levadura
Aumento de la velocidad de fermentacién y aumento en la rotacion de la fabrica

Método de diferenciacidn para diversificar espumantes con una misma base

MARCO TEORICO

Autofagia

Una vez que la levadura se queda sin fuentes nutricionales, o es afectada tanto por
sus propios metabolismos (etanol), o por los factores externos (pH, temperaturas
extremas, etc.), la célula comienza un proceso catabdlico que implica la degradacion
del material citoplasmatico en la vacuola y el lisosoma. Una vez que se han agotado
las reservas internas de la célula, se produce la muerte celular

Muerte Celular

Por muerte celular se entiende entre los microorganismos a la pérdida irreversible de
la capacidad de crecer y multiplicarse, o — se refiere en la practica experimental- a la
pérdida de la “capacidad de formar colonias”.

Procesos generales de la autolisis celular en la levadura

La autolisis consiste en la ruptura y degradacidn de las estructuras celulares por su
propia dotacién enzimatica. Charpentier y Freyssinet, plantean cuatro etapas
diferenciadas a lo largo del proceso:

Inicialmente las actividades de las enzimas endo y exo--(1,3) glucanasas liberan una
mezcla de polisacaridos y de cadenas cortas de oligosacaridos. Una fraccidn de estos
polisacaridos corresponde a las manoproteinas unidas covalentemente al glucano de
la pared celular.

Posteriormente, la hidrdlisis parcial del glucano provoca una desestabilizacién de la
estructura de la pared, que supone una liberacién de manoproteinas de elevado peso
molecular con bajos contenidos de glucosa y que proviene mayoritariamente de la
zona periplasmatica.

En una etapa mas tardia continla la degradacién de los glucanos de la pared por las
B-(1,3)-glucanasas en los restos de pared y en el medio extracelular.

1 SCHLEGEL, Hans G. Microbiologia General. Editorial Omega S.A. Edicién 1997. Pag. 226
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Finalmente, las exo-B-(1,3)-glucanasas, solubilizadas en el medio, degradan el
glucano unido a las manoproteinas y estas a su vez pueden ser hidrolizadas por a-
manosidasas y por otras proteasas que liberan péptido-mananos de menor tamaiio.
Componentes liberados durante la autolisis: como consecuencia de esta ruptura y
fragmentacion del material celular son liberadas moléculas de distinta naturaleza.
Estas moléculas se pueden clasificar como procedentes del interior celular o bien de
las paredes:

Contenido celular: nucleétidos (se comportan como agentes de flavor), aminoéacidos

y péptidos (actian como precursores de aromas y pueden presentar sabores dulces o
amargos).

Pared celular: glucanos y manoproteinas (presentan interacciones con moléculas
volatiles aromaticos).

El grado de autolisis se puede variar controlando las condiciones de tiempo vy
temperatura del proceso.

Cambios estructurales en la levadura tras su muerte

Tras la muerte celular, las levaduras sufren varios procesos de degradacion de su
estructura, lo cual produce la liberacion y modificacién de los compuestos que
conformaban las. Este proceso se produce de manera muy lenta debido a la lejania
con los parametros 6ptimos de velocidad de reaccion, los cuales estan estipulados en
pH 5y 45°C de temperatura, segun (Charpentier, 2010).

Los espumantes, tienen un pH generalmente comprendido entre 3-3,3, y se
mantienen almacenados a bajas temperaturas, las cuales rondan los 13-15°C, durante
su crianza sobre borras, razén por la cual, los procesos de autolisis se dan de manera
muy lenta, comenzando luego de los 6 a 9 meses de terminada la toma de espuma.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo de mejora en la cinética de toma de espuma

El primer ensayo se probd la utilizacién de lias de toma de espuma frescas, para
mejorar la cinética de fermentacidn de las tomas de espuma y verificar si habia alguna
mejora organoléptica en cortos plazos de contacto con las mismas.

El ensayo se realizé a nivel de planta, realizando un solo pie de cubas, con levadura
seleccionada Saccharomyces cerevisiae Bayanus EC-1118, el cual, al terminar su
protocolo de elaboracidn, se dividiéd en dos partes iguales; sembrandose en ambos
tanques a razén del 5%. Se tuvo especial cuidado en la homogeneizacion del pie de
cubas, previo a la divisién del mismo, para aportar partes iguales de levaduras a los
dos tanques. El pie de cubas se sembré con una concentracién en levaduras de 42x106
cel./mly una densidad del pie de cubas de 1,000 g/I.

El vino base utilizado, fue un corte de 70% Chardonnay, 20% Pinot Noir y 10% de
Chenin, con las siguientes caracteristicas: Alcohol 11,2 %; Acidez total 5,8 g/I;
Azucares reductores menos de 1,8 g/I; pH 3,2; SO2L 15; SO2T 48
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La toma de espuma se realizé en dos tanques de 210 hl; con 19500 litros de vinos base
y con el agregado de 24 g/| de sacarosa, difosfato de amonio 20 g/hl, nutriente

complejo Fermoplus Blanc varietal (AEB) 20 g/hl

El ensayo se realizd, bajo el siguiente esquema de trabajo:

Las lias de espumante fueron recuperadas de una toma de espuma previa, la cual una
vez que llegd a rastros de azucar, se dejoé decantar de manera natural, por un periodo
de una semana, y luego se trasegd el liquido isobaricamente a otro tanque,
recuperando las lias depositadas en el fondo del tanque.

Debido a que en este tipo de ensayos se trabaja con agentes bioldgicos, como lo son
las levaduras, es vital evitar la propagaciéon de otras levaduras, o bacterias que
pudiesen encontrarse en las superficies de las instalaciones de la fabrica.

Se procuré mantener una completa higiene de todos los elementos utilizados para la
recuperacion de las lias; desinfectando la cafieria y un tanque de acero inoxidable,
con un lavado con hidroxido de sodio al 2%, y luego desinfectando cada elemento con
ac. peracético al 1%.

Las lias recuperadas no fueron tratadas, sino que solamente fueron agregadas a la
toma de espuma de uno de los tanques, en el mismo momento que se introdujo el
pie de cubas, para el inicio de la fermentacion, utilizdndose un 0,5% respecto al
volumen total. Se determind introducir las lias en simultaneo con el pie de cubas,
debido a que se comprobd que las levaduras que conformaban las lias recuperadas
tenian una actividad del 5%, conformado por el cociente entre la cantidad de
levaduras vivas, sobre la cantidad total (concentracion total de 2,1x106 lev/ml, de las
cuales 2x106 lev/ml estaban muertas, y 1x105 lev/ml vivas).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES DEL PRIMER ENSAYO

La toma de espuma realizada con la adicion de levaduras frescas, recuperadas de otra
toma de espuma, dio resultados positivos en cuanto a la cinética de fermentacién,
incremento la velocidad de la toma de espuma en un 28% respecto al testigo. 25 dias
de fermentacién hasta el consumo total de azucares versus 32 dias del testigo.
Desde el punto de vista bioldgico, la cantidad de levaduras vivas fue mayor durante
toda la fermentacién; demostrando un gran incremento durante la primera semana
de fermentacién; luego el recuento de levaduras vivas siguié una curva descendente
normal, debido a los efectos adversos del medio y por otra parte por la precipitacién
parcial de las mismas. A lo largo de todo el proceso, el recuento de levaduras vivas
fue mayor que en el testigo, siendo esto el desencadenante del aumento en la cinética
fermentativa.
Grafico 1 - Seguimiento de poblacion de levaduras, en tiraje testigo y con agregado
de lias frescas de una toma de espuma anterior hasta el consumo total de azucares
reductores
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Organolépticamente, no hubo ningln aporte de caracter a levadura, o los descriptores
caracteristicos producidos por la levadura en largos periodos de contacto, como el
“pan”, “levadura” o “nuez”.
Es de suma importancia, notar que el espumante testigo presentd un caracter
reducido (leve olor a SH2), el dia de fermentacién nimero 26, por lo que se tuvo que
agregarse nutriente complejo (nutferm), en una dosis de 5 g/hl, agregandolo por
medio de un remontaje cerrado, con bomba, para poder eliminarlo y que no se formen
posteriormente mercaptanos productores de defectos organolépticos. El espumante
con agregado de lias, no tuvo necesidad del agregado de nutrientes, para poder
terminar la fermentacidon, demostrando un aporte en nutrientes o un efecto
detoxificante del medio mejorando las condiciones de fermentacion del medio.
Concluyendo, el uso de lias de fermentacidon en fresco, desde un plano organoléptico,
no genera notas de levadura, a corto plazo, como en el caso del sistema Charmat
corto, en el cual el tiempo de estadia es menor a los 60 dias, pero su uso limita los
defectos organolépticos asociados a la insuficiencia de nutrientes o agentes tdxicos en
el medio.
Ensayo de mejora de las caracteristicas organolépticas por agregado de autolisados de
lias de toma de espuma.
El segundo ensayo se realizd realizando la autolisis de las levaduras recuperadas de
una toma de espuma. Se trabajo sobre un total de 3 muestras de borra de espumante
Charmat; la cual fue separada del espumante previo a la estabilizacidn tartarica, por
medio de centrifugacion del espumante.
Materiales y métodos
Autolisado de lias: Una vez recuperadas las lias, se procedid a su autolisado, por medio
del aumento del pH y la temperatura a valores éptimos, para aumentar la cinética de
las enzimas endo y exo B 1-3 y B 1-6 glucanasas, generando la ruptura de estructuras
|_celulares, con la consecuente liberacién de componentes constitutivos de la célula, tal
como se produciria en una autolisis en condiciones normales, a lo largo de varios
meses.

Para poder identificar las condiciones dptimas para el proceso, se procedié a hacer
una serie con 3 pH diferentes, pero a temperatura constante. Los pH de correccién
inicial fueron:

e M1: Testigo, pH 3,35

e M2: pH corregido a 3,89

e M3: pH corregido a 4,75
Posteriormente, se mantuvo a temperatura constante de 38+1°C, en estufa, midiendo
la evolucién del pH como indicador de la hidrdlisis de proteinas, representativo de la
autolisis.
Las reacciones de autolisis se ponen de manifiesto a las 22 horas de iniciado el
proceso, ya que se nota una separacién de fases, correspondiente con la plasmdlisis
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de las células, liberacién del contenido citoplasmatico y decantacién de las paredes
celulares.

También se aprecian una clara degradacién y ruptura de estructura celular al
microscopio, y a simple vista la borra se vuelve mas fina y pulverulenta, que decanta
rapidamente al homogeneizar la muestra. Hay generacién de aromas, tipo esteres
frutados, los cuales no se apreciaban en el analisis organoléptico de la borra sin tratar.
A continuacidn, se muestra la modificacidon de pH en el transcurso del ensayo

Seguimiento de Ph durante autolisis inducida

-1

Grafico 2 - Modificacion de pH durante la autolisis, con distintos tratamientos

M3

Adicion de autolisado de lias recuperadas, a espumante Champenoise. Cambios
organolépticos y evolucion

Las lias autolisadas se incorporaron en tres dosis, por cada uno de los autolisados, al
momento del tiraje del espumante de la siguiente manera.

M1 (autolisado a pH 3,35) en dosis de 0,13%, 0,33% y 0,6%.

M2 (autolisado a pH 3,89) en dosis de 0,13%, 0,33% vy 0,6%.

M3 (autolisado a pH 4,75) en dosis de 0,13%, 0,33% y 0,6%.

Cada muestra se realiza por sextuplicado, a fin de verificar la evolucién organoléptica

y las muestras se degustana 1, 3,5, 7,9y 12 meses dettiraje, poretequipoenotdégico—

de la bodega, siendo este el pardmetro fundamental, para la evaluacion del ensayo.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES DEL SEGUNDO ENSAYO

Como se puede observar, en las degustaciones, los resultados marcaron diferencia
apreciable entre el testigo y las que tenian agregado de borras autolisadas, con
diversos métodos.

Las catas muestran un claro desarrollo de volumen en boca y graso en los espumantes
tratados con lias autolisadas, mediante la modificacién de pH, remarcando que en los
casos de las muestras M2 dosis 3 y M3 dosis 3, las mismas generaron un volumen de
boca tal, que enmascaran la astringencia hasta el punto de parecer algo pesados, o
faltos de acidez.
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En términos organolépticos; los espumantes elegidos como los mejores de la serie,
fueron M2 dosis 2, seguido de M3 dosis 2; es decir, los que tenian lias autolisadas
mediante la modificacién de pH, ya que cedieron mucho volumen en boca,
respetando el equilibrio de la astringencia, que debe tener un espumante tipo
Champenoise, con una nota de levadura, leve, pero siempre en mayor cuantia que el
testigo.

De esta manera queda evidenciado que el uso de lias residuales, obtenidas de
fermentaciones de espumantes, tienen un gran valor potencial y pueden desarrollarse
técnicas que aumenten su valor técnico, generando herramientas de trabajo para
diversificar los espumantes.
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Grafico 4 - Volumen en boca de ensayos uego de 12 messs de crianza sobre lja  Ordfico 5 - Astring
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RESUMEN

Las paradas y enlentecimientos de las fermentaciones alcohdlicas (FA) son un
problema recurrente que enfrenta la industria vitivinicola. El objetivo del trabajo fue
determinar el impacto de temperaturas extremas sobre la FA y sobre la vitalidad de
las levaduras, asi como también determinar los mecanismos de respuesta al estrés
térmico mediante estudios de secuenciacidon masiva y desarrollar herramientas
tecnoldgicas para su deteccidn temprana. El estudio fue realizado utilizando
diferentes cepas de S. cerevisiae para conducir fermentaciones en mosto sintético.
Shocks térmicos de 362C y 402C aplicados durante 16 horas en estadios tempranos
de la FA produjeron enlentecimientos de la fermentacion con diferente intensidad de
acuerdo con la temperatura aplicada y la cepa de levadura utilizada. Dos de las cepas
evaluadas mostraron un comportamiento diferente al ser sometidas a elevaciones
bruscas de temperatura, siendo SBB11 la cepa mas sensible y PDM la mas resistente.
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A partir de un estudio transcriptémico (RNAseq) se analizaron los mecanismos de
termorresistencia de cada una de estas cepas. Los resultados
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mostraron diferencias importantes en la respuesta transcripcional de ambas cepas,
donde PDM mostrd una respuesta mas robusta y compleja que SBB11, expresando
un numero significativamente mayor de genes a la vez que activd mecanismos mas
diversos de resistencia al shock térmico, lo podria explicar su mayor termorresistencia
Por otro lado, a partir de los datos obtenidos se selecciond un conjunto de genes

con expresion diferencial en fermentaciones languidecientes con potencial para ser
empleados como biomarcadores. Idealmente un biomarcador adecuado deberia
aumentar su expresion sélo en condiciones de fermentaciones detenidas; y este
incremento mantenerse en el tiempo. Se identificaron 3 genes (SSA1, OPI10 y MGA1)
gue cumplian estos requisitos y cuya expresion correlaciond correctamente con una
fermentacion problematica. Estos genes estdn siendo actualmente evaluados en
fermentaciones sometidas a shock térmico con otras levaduras para poder validar su
uso en fermentaciones conducidas con diferentes levaduras.
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RESUMEN

Siendo la vid el mayor cultivo fruticola mundial y la produccidn vitivinicola la mayor
actividad industrial de la provincia de Mendoza, se busca destacar las propiedades de
uno de los principales subproductos de la vinificacion: el orujo de uva. El orujo de uva
Malbec posee una importante cantidad de componentes bioactivos incluyendo
compuestos fendlicos y fibra dietaria, los cuales, junto con su actividad antioxidante,
resaltan por su potencial valor nutracéutico.

Se espera la apertura de nuevas perspectivas para la industria vinicola, que permitan
la puesta en valor del subproducto mas abundante de la vinificacién como potencial
fuente de antioxidantes naturales con diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Por ello,
ademas de los estudios previos donde se ha caracterizado al orujo de uva Malbec, en
este estudio se propuso ensayar la formulacidén de alimentos incorporando orujo de
uva Malbec, evaluando su perfil nutricional, actividad antioxidante y grado de
aceptabilidad.

El orujo deshidratado de uva cv. Malbec, se incorporé como ingrediente en diferentes
alimentos tales como: granola, magdalenas, barras de cereal y biscochos tipo
baybiscuit. Se evalud el efecto de la incorporacién del orujo sobre el contenido de
polifenoles totales (TPC) y mediante la determinacién de la capacidad antioxidante.
Por otro lado, se determiné el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y fibra
bruta, asi como también el grado de aceptacion de los alimentos por parte de
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evaluadores no entrenados.
Se observé que, tanto el TPC como la actividad antioxidante de los alimentos formulados
con orujo, presentaron un incremento comparado con el alimento control. Esto estuvg
en concordancia con los diferentes porcentajes de incorporacién de orujo que permiti¢
agregar tecnolégicamente el producto sin que sus propiedades de elaboracidn se vean
alteradas. En cuanto al valor nutricional se observé un incremento en el contenido de
fibra bruta. Desde el punto de vista sensorial, los alimentos formulados con orujo
fueron aceptados por los evaluadores ya que fueron generalmente descriptos como
“me gusta moderadamente”, no manifestando en ningln caso rechazo. Asimismo,

los evaluadores afirmaron que estarian dispuestos a consumirlos regularmente si le
aportasen un beneficio para la salud.

Los resultados obtenidos arrojan que es factible la incorporacién de orujo de cv. Malbgc
en los alimentos estudiados, justificando su agregado en base al enriquecimiento en
fibra dietaria y compuestos fendlicos de los mismos, promoviendo asi su aplicaciéon
biotecnoldgica en la formulacion de alimentos funcionales.
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RESUMEN

Siendo la vid el mayor cultivo fruticola mundial y la produccién vitivinicola la mayor
actividad industrial de la provincia de Mendoza, se busca destacar las propiedades de
uno de los principales subproductos de la vinificacién: el orujo de uva. El orujo de uva
Malbec posee una importante cantidad de componentes bioactivos incluyendo
compuestos fendlicos y fibra dietaria, los cuales, junto con su actividad antioxidante,
resaltan por su potencial valor nutracéutico.

Se espera la apertura de nuevas perspectivas para la industria vinicola, que permitan
la puesta en valor del subproducto mas abundante de la vinificacién como potencial
fuente de antioxidantes naturales con diversas aplicaciones biotecnoldgicas. Por ello,
ademas de los estudios previos donde se ha caracterizado al orujo de uva Malbec, en
este estudio se propuso ensayar la formulacién de alimentos incorporando orujo de
uva Malbec, evaluando su perfil nutricional, actividad antioxidante y grado de
aceptabilidad.

El orujo deshidratado de uva cv. Malbec, se incorporé como ingrediente en diferentes
alimentos tales como: granola, magdalenas, barras de cereal y biscochos tipo
baybiscuit. Se evalud el efecto de la incorporacién del orujo sobre el contenido de
polifenoles totales (TPC) y mediante la determinacién de la capacidad antioxidante.
Por otro lado, se determiné el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y fibra
bruta, asi como también el grado de aceptacién de los alimentos por parte de
evaluadores no entrenados.

Se observé que, tanto el TPC como la actividad antioxidante de los alimentos
formulados con orujo, presentaron un incremento comparado con el alimento
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control. Esto estuvo en concordancia con los diferentes porcentajes de incorporacién
de orujo que permitié
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agregar tecnoldgicamente el producto sin que sus propiedades de elaboracidn se vean
alteradas. En cuanto al valor nutricional se observé un incremento en el contenido de
fibra bruta. Desde el punto de vista sensorial, los alimentos formulados con orujo
fueron aceptados por los evaluadores ya que fueron generalmente descriptos como
“me gusta moderadamente”, no manifestando en ningln caso rechazo. Asimismo,

los evaluadores afirmaron que estarian dispuestos a consumirlos regularmente si le
aportasen un beneficio para la salud.

Los resultados obtenidos arrojan que es factible la incorporacién de orujo de cv. Malbg
en los alimentos estudiados, justificando su agregado en base al enriquecimiento en
fibra dietaria y compuestos fendlicos de los mismos, promoviendo asi su aplicacién
biotecnolégica en la formulacion de alimentos funcionales.
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RESUMEN

Las regiones vitivinicolas constituyen ecosistemas definidos por caracteristicas
agronodmicas, edafoldgicas y climaticas. Las levaduras integran este ecosistema y su
importancia reside su rol en la fermentacion para la obtencion del vino y su
contribucion a las caracteristicas del mismo. La participacidén de los microorganismos
en el concepto de terroir es un tema de amplio interés e investigacidn. Se acepta que
el vifiedo es el habitat natural de las levaduras enolégicas y que determinadas cepas
ecotipicas pueden asociarse con un terroir especifico. Desde el Laboratorio de
Microbiologia de la EEA Mendoza-INTA se han realizado investigaciones tendientes a
dilucidar el componente microbioldgico presente en nuestros vifiedos vy
vinificaciones. En un estudio se caracterizaron las poblaciones de levaduras
Saccharomyces presentes en 8 vifiedos Malbec distribuidos en una regién viticola.
Cada vifiedo presentd diferente poblacion de Saccharomyces, todas ellas
genéticamente estrechas. No pudo evidenciarse la existencia de una o pocas cepas
representativas de toda la regién. Esto indica que el concepto de regidn vitivinicola si
incluye un componente microbiano propio y representativo. Otro estudio realizado la
misma regién, abordé la biodiversidad y persistencia de S. cerevisiae en dos vifiedos
Malbec, identificando sus nichos ecolégicos y reservorios a lo largo del ciclo
fenoldgico de la vid. Se evaluaron poblaciones de S. cerevisiae aisladas de suelo y
diferentes partes de la planta (uvas, yemas, corteza) a lo largo del ciclo de crecimiento
de la vid (madurez, post-cosecha, poda de invierno, brotacion, envero temprano y
avanzado y madurez). Se confirmé un cambio dindmico en las poblaciones y una
sustitucion de cepas de S. cerevisiae en cada etapa del ciclo evaluado. Las uvas
mostraron mayor nimero y distribucion de estas levaduras, los suelos presentaron
baja presencia y diversidad, yemas y cortezas mostraron ser buenos reservorios.
También se demostrd que S.cerevisiae representativas de los nichos de vifiedo
muestran una aclimatacidon frente a condiciones estresantes presentes en este
ecosistema. Otro hallazgo ha sido la evidencia de que practicas de manejo en el
vifedo/bodega impactan en las poblaciones microbianas de las uvas y el vifiedo. El
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riego con efluentes, la aplicacion de residuos como abonos y la cercania a la bodega
se fueron factores que modificaron la biodiversidad de levaduras,
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conduciendo, por ejemplo, a la presencia de levaduras comerciales foraneas en ellos.
Los estudios realizados implican el acceso y el resguardo de esta informacién que

reflejan la biodiversidad de nuestra region y que permitird abordar a futuro nuevos
estudios y desarrollos.
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RESUMEN

En trabajos recientes de investigacion, a escala laboratorio y planta piloto, se ha
demostrado que el uso de PEF (Pulsed Electric Field) aumenta y/o acelera la
extraccion de compuestos fendlicos de la uva. Sin embargo, limitaciones tecnoldgicas
y el elevado costo del equipo dificultaban la implantacién en bodega. Por ello, el
objetivo de las investigaciones son la de evaluar el desarrollo de la tecnologia PEF
mediante un nuevo equipo de bajo coste, modulares y en flujo continuo en las
conducciones de una bodega. Las ultimas investigaciones fueron realizaras en uvas
Vitis vinifera var Garnacha provenientes de la denominacién de origen Campo de
Borja (Espafia). Los tratamientos de se realizaron en flujo de continuo con una camara
de tratamientos en la conduccion que trasportaba la uva desde Ila
despalilladora/estrujadora al tanque de fermentacion/maceracion. Tras
maceraciones de 3 y 6 dias se observd qué, con tres dias de maceracion los
polifenoles fueron similares a las del vino control obtenido con 6 dias de maceracién.
Los efectos beneficiosos del tratamiento observados al final de la maceracién se
mantuvieron tras el envejecimiento del vino durante 6 meses en botella o en barrica.
Los resultados obtenidos en esta investigacién confirman que la tecnologia PEF es una
técnica viable y de bajo coste para ser implantada en bodega para reducir el tiempo
de maceracién durante el proceso de elaboracidn de vino tinto.
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RESUMEN

La provincia de Salta se caracteriza por la riqueza y variedad de su economia primaria.
En relacién a la produccién de vid, la misma estd localizada principalmente en los
Valles Calchaquies, zona que comprende los departamentos de Cafayate, San Carlos,
Molinos y Cachi.

Las levaduras juegan un papel fundamental en la elaboracién del vino, son las
responsables de la fermentacién alcohdlica, generan diversos aromas y sabores que
resaltan el perfil organoléptico del producto final. En los ultimos afios las levaduras
vinicas han sido objeto de investigacidn y seleccién, a fin de mejorar la calidad del
vino y controlar las tecnologias de vinificacién para obtener productos diferenciados
por regiones, con minima variabilidad de un afo a otro. Existe escasa informacién
acerca de las levaduras autdctonas de las zonas vitivinicolas de la provincia de Salta.
Los pequefios productores en general realizan fermentacién espontanea de los
mostos con la consiguiente variacién en la calidad final de los vinos y riesgos en las
desviaciones durante la fermentacién. En el presente trabajo se realizd la
caracterizacion, mediante criterios de diferenciacion, de levaduras aisladas de
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vifiedos del area de Angastaco. En cuanto a la metodologia se tomaron muestras de
uvas de ocho vifiedos de pequenos productores que no utilizan levaduras
comerciales, ubicados a 1990 msnm. Las uvas se recolectaron en bolsas estériles, alli
mismo los granos fueron estrujados a fin de obtener el mosto de manera aséptica.
Alicuotas representativas del jugo fueron tomadas al momento inicial y luego de 8
dias de incubacién a 28 + 2°C. Mediante extensidn en superficie se sembraron en
diferentes medios: a) con lisina para discriminar las levaduras no — Saccharomyces, b)
agar WL para evaluar las caracteristicas macro y microscopicas y c) agar acetato para
inducir la esporulacién. Para el estudio microscopico se realizd un contraste negativo
con el fin de verificar la forma celular.

Palabras Clave: levaduras vinicas, vino, angastaco, salta.

RESULTADOS

Se obtuvieron 97 aislamientos: 40,20% (n=39) correspondieron al grupo
Saccharomyces y 59,79% (n=58) al grupo No-Saccharomyces. De este grupo
predominaron los géneros: Hanseniaspora sp (14/58; 24,13%), Metschnikowia sp
(13/58; 22,41%), Pichia sp (11/58; 18,96%) y Brettanomyces sp (11/58; 18,96%),
siguiendo con Hansenula sp (7/58; 12,06%), Torulaspora sp (1/58; 1,72%) vy
Rhodotorula sp (1/58; 1,72%).

CONCLUSION Y DISCUSION

Este estudio constituye un aporte al conocimiento de la diversidad de levaduras
vinicas en el drea de Angastaco-Salta. Futuros trabajos de seleccidon de levaduras
permitirdn obtener un cultivo iniciador autdctono para lograr vinos con identidad
regional. Las caracteristicas fenotipicas de diferenciacién nos permiten una
determinacion presuntiva de géneros de levaduras, pero son insuficientes para una
identificacién certera, pues algunas pueden variar segun el estado fisiolégico de la
levadura y las condiciones de crecimiento. Un objetivo importante en nuestro
proyecto es completar el estudio con la identificacién molecular a nivel especies de
todos los aislados y a nivel cepas del grupo Saccharomyces.
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INTRODUZIONE

Il colore del vino & la prima proprieta organolettica che viene percepita dal
consumatore. Le sostanze coloranti del vino possono subire fenomeni di
precipitazione che possono verificarsi sia nei vini giovani che in quelli invecchiati. Nei
vini giovani la stabilita del colore & correlata allo stato colloidale della sostanza
colorante, se questa non é stabile puo formare dei precipitati, e la presenza di
precipitati pud determinare un rifiuto del prodotto da parte del consumatore. E stata
proposta la prevenzione dei fenomeni di precipitazione anche mediante |'utilizzo di
polisaccaridi nativi del vino. Tra questi, le mannoproteine sono considerate colloidi
protettori che possono ostacolare la cristallizzazione del tartrato, evitando la crescita
dei cristalli. Inoltre, svolgono un ruolo importante nella prevenzione della torbidita
proteica e si € ipotizzato che possano anche agire come stabilizzanti della materia
colorante colloidale.

Una possibile fonte di mannoproteine con proprieta differenti possono essere i lieviti
non Saccharomyces Le mannoproteine di S. bacillaris hanno una composizione
diversa in termini di rapporto mannosio: glucosio rispetto a quelle di S. cerevisiae, ma
soprattutto hanno delle proprieta interessanti che potrebbero essere sfruttate in
campo enologico.

Keywords: stabilita colore, polisaccaridi, Starmerella bacillaris

MATERIALI E METODI

un ceppo di Starmerella bacillaris presente nella ceppoteca dell’Universita di Padova
(Fri751) e stato inoculato in mezzo sintetico MS300 oppure in YM. Alla fine della
crescita il mezzo di coltura e stato filtrato a 0.45um, concentrato per ultrafiltrazione
a 3 kDa con Amicon 8400, dializzato e liofilizzato. In parallelo lo stesso ceppo & stato
usato in inoculo sequenziale, aggiungendo dopo 48h dall’inoculo di Starmerella il
ceppo di S. cerevisiae EC1118. Come controllo il ceppo EC1118 & stato inoculato da
solo. Anche in questi casi le mannoproteine sono state recuperate mediante dialisi e
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liofilizzazione. | polisaccaridi di mosto sono stati ottenuti da mosto Manzoni bianco,

passato su colonna SP-Sepharose Fast Flow per rimuovere le proteine, dializzato
contro acqua con cutoff 10 kDa e liofilizzato.

Per 'applicazione al vino, i polisaccaridi sopra purificati sono stati aggiunti a 10 e 30
g/hL a due vini Chianti e a un Nebbiolo. Per confronto, & stato eseguito anche un
trattamento con due prodotti commerciali (Gomme SR e Phylia MP Volume, entrambi
di Oenofrance).

| vini trattati sono stati filtrati, ed & stata misurata la torbidita prima e dopo una
stabulazione a 4°C per 48h.

RISULTATI E DISCUSSIONE

i diversi polisaccaridi hanno mostrato un diverso effetto sulla torbidita iniziale, alcuni
hanno indotto una torbidita nel vino anche a temperatura ambiente, mentre le MP di
Starmerella hanno mostrato una elevata solubilita. A livello di stabilita del colore, le
MP di Starmerella hanno permesso una stabilizzazione anche superiore a quella dei
prodotti commerciali. Hanno mostrato un effetto migliore anche rispetto alle MP di
S. cerevisiae, confermando di avere una struttura e un comportamento differenti.
Conclusioni: le mannoproteine di Starmerella bacillaris hanno dimostrato una
interessante capacita di stabilizzazione del colore dei vini rossi, che potrebbe essere
sfruttata sia nella produzione di coadiuvanti enologici sia mediante coinoculo del
lievito non-Saccharomyces.

BIBLIOGRAFIA

Junior W., Nadai C., Rolle L., Da Silva Gulao E., Miguez da Rocha Leao M., Giacomini
A., Corich V. e Vincenzi S. (2020) Oeno one, 54: 231-243

Escot S., Feuillat M., Dulau L., Charpentier C. (2001) Aust. J. Grape Wine Res, 7:
153-159.

Domizio P, Liu, Y., Bisson L.F. and Barile D. (2014) Food Microbiology, 43: 5-15

EVALUACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LEVADURAS
SECAS ACTIVAS DISPONIBLES EN EL MERCADO

Silvina Farrando

Facultad Ciencias Agrarias, UNCuyo. Mendoza. Argentina
sfarrando@fca.uncu.edu.ar

Maria Laura Sanchez

Facultad Ciencias Agrarias, UNCuyo. Mendoza. Argentina




64 | SIMPOSIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA ENOLOGICA

RESUMEN

Las levaduras secas activas (LSA) son utilizadas en bodega para llevar a cabo el
proceso de fermentaciéon alcohdlica. El objetivo de esta practica es asegurar la
reproducibilidad del producto final afio tras afio, lograr una fermentacién mas regular,
rapida y de facil arranque, reducir el riesgo de contaminacion y de productos no
deseados, evitar la proliferacion de levaduras no-Saccharomyces, completar la
fermentacion alcohdlica con baja concentracion de azucares residuales, entre otros
(Genisheva et. al, 2012; Belda et. al, 2014; Bindon et. al, 2019).

Comercialmente se presentan en forma de granulos redondos o vermiculados
obtenidos por secado de un cultivo concentrado de levaduras. A pesar de que la
microbiota presente en el vinedo y en la bodega es muy diversa, Saccharomyces es el
género de levaduras mas frecuentemente comercializado.

Actualmente, se ha demostrado que la intervencién de diferentes géneros de
levadura no-Saccharomyces durante la fermentacién alcohdlica ofrecen numerosas
ventajas tales como favorecer la diversidad de productos y subproductos de este
metabolismo, mejorar el potencial aromatico de vinos, aumentan la clarificacién y
extraccion de aromas y color, debido a que producen enzimas tales como proteasas,
glucanasas, peptinasas, B glucosidasas; hasta incluso algunas pueden prevenir el
desarrollo de levaduras contaminantes, como Brettanomyces, (Taillandier et. al, 2014;
Mehlomakulu et. al, 2014; Mateo et. al, 2016), etc.

En consecuencia, actualmente se encuentran disponibles en el mercado LSA
seleccionadas no-Saccharomyces, de forma tal que su utilizacién secuencial
reproduzca la sucesién natural de poblaciones de levaduras dominantes de forma
segura y eficaz. Durante el proceso de elaboracion de LSA la etapa de secado es la
mas critica, debe asegurar que los microorganismos permanezcan viables, con
minima actividad metabdlica pero que al momento de rehidratarlos nuevamente
conserven la vitalidad y las mismas propiedades tecnoldgicas por las cuales fue
seleccionada (Shima et al. 2009; Lee et al. 2016).

La Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino ha establecido en el Codex
Enoldgico Internacional, las resoluciones 576A-2017 y 576B-2017, donde figuran los
lineamientos que deben cumplir los envases de LSA, para Saccharomyces y no-

Saccharomyces respectivamente. En nuestro pais el Instituto Nacional Vitivinicultura
estable el Certificado de Analisis Libre Circulacion para Productos Enolégicos (Form.
1070) con requisitos microbioldgicos similares. El objetivo del estudio fue determinar
la calidad microbiolégica de Levaduras Secas Activas comercializadas en Mendoza. Se
analizaron muestras de LSA de Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
thermotolerans, Metchinikowia pulcherrima, Lachancea thermotolerans.

Se realizd la rehidratacidn de LSA, en forma estéril en solucidén sacarosa 5%, siguiendo
el protocolo establecido por OIV. Se sembré 100 pl de las diluciones convenientes
para el recuento de levaduras revivificables en agar Levaduras y Mohos,
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noSaccharomyces en agar lisina, bacterias aerobias meséfilas, BAM, en agar recuento
total con pimaricina, mohos en agar Czapeck-Dox/s con penicilina, por siembra por
agotamiento en superficie y 1 ml para el recuento de Coliformes totales, por técnica
NMP, en caldo MacConkey.

Se realizd la determinacién de Salmonella segin la norma I1SO 6579:2002,
Staphylococcus aureus coagulsa positivo en agar Baird — Parker, Escherichia coli en
agar EMB y confirmacién de colonias sospechosas mediante las pruebas IMVC. Se
realizo la descripcidn de las caracteristicas morfoldgicas mediante la observaron al
microscopio entre porta y cubre y con nigrosina.

Se realizaron las determinaciones para el uso de etanol y nitrato. A partir de las
muestras analizadas no se detect6 el desarrollo de Salmonella, Staphylococcus aureus
coagulsa positivo ni Escherichia coli. La morfologia y los resultados del uso de etanol
y nitrato fueron tipico de la especie analizada. Para las muestras analizadas el
recuento de hongos fue < 10? ufc/g, el de Coliformes totales < 0,3 NMP/g y el de no-
Saccharomyces no super6 los limites establecidos (< 10° ufc/g). En cuanto el recuento
de levaduras revivificables, cuyo limite segin el OIV debe ser > 10 ufc/g, las
muestras que cumplieron esta condicidn presentaron un recuento de BAM < a 10?
ufc/g, mientras que en el resto de las muestras el nimero de levaduras revivificables
fue del orden de 10® ufc/g y las BAM oscilaron entre 10° y 10° ufc/g. Los
contaminantes frecuentes fueron bacterias lacticas.

De estos resultados puede inferirse que cuando las condiciones de elaboracion son
adecuadas se logra un buen nimero de levaduras revivificables con bajo nimero de
contaminacion. Por lo tanto, es importante llevar a cabo el control de calidad de LSA
una vez que llegan a la bodega, para conocer la calidad microbiolégica de la mismay
asi determinar el nimero de levadura a inocular de manera eficiente.
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Dada la importancia que tiene la produccidon de vinos Bonarda en la provincia de
Mendoza Argentina, resulta fundamental contar con herramientas tecnoldgicas que
permitan mejorar las caracteristicas de estos vinos y posicionarlos en un mercado
competitivo. La mirada microbioldgica de la elaboracidn del vino trae aparejado el
reconocer el rol fundamental que tienen los microorganismos en la produccién de
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éstos, modelando las caracteristicas tanto quimicas como sensoriales de los mismos.
Las levaduras, principalmente Saccharomyces Cereviseae, son los microorganismos
clave, ya que son los responsables de la fermentacién alcohdlica, la principal reaccién
en la conversion del mosto en vino. Por otro lado, la inoculacion de un mosto con
levaduras seleccionadas permite un mayor control microbioldgico, favoreciendo un
inicio mas rapido de fermentacién, un consumo total de los azlcares fermentables y
por tanto reduciendo los posibles problemas del proceso.

Ademads, se presume que pueden obtenerse mejores resultados si se utilizan
levaduras seleccionadas procedentes de la zona donde van a ser utilizadas totalmente
adaptadas a las condiciones propias del lugar. El laboratorio de microbiologia
enoldgica de la EEA INTA Mendoza cuenta con cepas Saccharomyces Cereviseae
previamente seleccionadas segun criterios de perfil tecnolégico como: cinética
fermentativa, produccion de etanol, baja produccién de SH,, resistencia al etanol,
entre otras. Estas cepas fueron inicialmente aisladas de mostos de uva variedad
Bonarda. En el presente trabajo se buscd evaluar la efectividad de 3 de las
mencionadas cepas (A1, B2 y B7) para la obtencién de vinos del mismo varietal de
donde fueron seleccionadas. Se utilizé6 como testigo una LSA comercial muy utilizada
en bodegas de Mendoza. Se realizaron fermentaciones a escala laboratorio, con
mostos sulfitados 30 mg/L.

El proceso de fermentacién se realizé con operaciones y cuidados enoldgicos basicos.
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Alo largo del proceso se hizo un monitoreo diario de temperatura, peso, densidad,
como asi también el seguimiento microbioldgico de las poblaciones de levaduras
presentes.

Se evalud el comportamiento de las cepas inoculadas mediante la comparacion de
las cinéticas fermentativas, andlisis fisico-quimicos y evaluacién sensorial, aplicando
los criterios de EVICO, de los vinos obtenidos. Los resultados indicaron que los

vinos fermentados con levaduras seleccionadas presentaron buenas caracteristicas
enoldgicas con caracteristicas varietales esperadas, destacdndose analitica y
sensorialmente en comparacién con la levadura comercial utilizada. La levadura B7
demostré mejores atributos enoldgicos en los vinos terminados. Las levaduras nativas
seleccionadas de la variedad Bonarda y evaluadas en este trabajo para la vinificacién
de dicho varietal permiten obtener vinos con buenas caracteristicas enoldgicas
brindando asi una herramienta mas para la industria enoldgica.

Palabras clave: Bonarda. Fermentacidn. Levaduras seleccionadas.  Saccharomyces
Cereviseae.
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El concepto de “terroir” dimensiona al vino con un sentido de pertenencia a su lugar
de origen, tanto en relacién con el suelo, el clima, como a las practicas enoldgicas
propias de esa zona. Desde este concepto, existe un gran interés en caracterizar cada
region vitivinicola desde multiples aspectos que permitan diferenciar sus vinos. Por

su historia, tradicion y escala, la industria vitivinicola argentina se ubica entre las diez

principales a nivel mundial. El Malbec es la variedad emblematica de nuestro pais y
la Zona Alta del Rio Mendoza (ZARM), es la regién tradicionalmente considerada
6ptima para su produccidon. Dado que Saccharomyces cerevisiae es la principal
levadura responsable de la fermentacidn alcohdlica del vino, y que las uvas son la
principal fuente de las levaduras enoldgicas; valorar la diversidad de las poblaciones
de S. cerevisiae en una regién viticola es el punto de partida para el agregado de valor
y la diversificacién de la produccién vitivinicola, aspectos clave para afianzar y
potenciar aun mas el posicionamiento del vino argentino en los mercados interno y
externo. En este trabajo se estudiaron las poblaciones de S. cerevisiae en dos vifiedos
Malbec (Vifiedos | y C) de la ZARM durante tres vendimias, con el fin de evaluar la
diversidad intraespecifica presente y su evolucién a lo largo del tiempo.

Utilizando un plan de muestreo sistematico con arranque aleatorio, se seleccionaron
10 sectores de cada vinedo (Vifiedos | y C) y se tomaron muestras de uvas en las
cosechas 2004, 2010 y 2011 (C04, C10 y C11). Las uvas se descobajaron, molieron
asépticamente y todos los mostos se incubaron a 252C para permitir su fermentacién
espontanea. Las levaduras S. cerevisiage se aislaron en medio WL (Oxoid) y se
tipificaron intra-especificamente por Interdelta-PCR. Se utilizo el software EstimateS
para realizar la estimacion de la riqueza y la rarefaccién de los indices de diversidad-
alfa (ShannonWiener, Equitatividad y el indice de Simpson) y el software PAST 3.21
para graficar una familia paramétrica de indices de diversidad (D,; a real) que
describe los perfiles de diversidad de las vendimias con un intervalo de confianza del
95% basado en 2000 repeticiones. Por ultimo, se realizd el analisis multivariado de
los datos meteoroldgicos normalizados de los pardmetros: Temperatura maxima,
media y minima del aire, Humedad Relativa, Presion de Vapor del aire,
Precipitaciones y Velocidad Media del viento de las tres cosechas.

Un total de 658 aislados S. cerevisiae, produjeron 86 patrones Interdelta-PCR
diferentes. Cada vendimia se caracterizé por un cambio completo en la composicién
de la poblacién de S. cerevisiae, con aparicidn de nuevos patrones moleculares. C04
presenté la mayor diversidad, mientras que C10 y C11 mostraron niveles mas bajos
de polimorfismo. El analisis de los datos meteoroldgicos mostrd que las tres cosechas
se diferenciaron principalmente en la Humedad Relativa y la Temperatura minima del
aire. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de los
indices de diversidad-alfa y equitatividad de ambos vifiedos en todas las cosechas, lo
que indica que las diferencias en presencia, nimero y abundancia relativa de los
patrones Interdelta-PCR de S. cerevisiae encontrados tienen correlacidn con
diferentes condiciones ambientales. Se verificd el impacto de las condiciones
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meteoroldgicas fluctuantes afio a afio y una disminucidon de la diversidad inicial
detectada en las poblaciones de S. cerevisiae presentes en las uvas de ambos vifiedos
en la vendimia 2004.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae; Biodiversidad; Ecosistema del vifiedo.
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RESUMEN

Bonarda es la segunda variedad de uva tinta con mayor superficie implantada en
Argentina, la zona Este de Mendoza es la regién de mayor produccién del pais. A pesar
de la gran superficie implantada con Bonarda, sélo recientemente ha cobrado interés
en la vitivinicultura argentina. Esta variedad requiere un manejo adecuado en vifiedo
y practicas en bodega optimizadas para la obtencidon de materia primay vinos de alta
calidad. La zonificacién del vifiedo permite diferenciar la calidad de uvay planificar la
cosecha para un aprovechamiento de esa calidad, existen alternativas desde la
viticultura de precisién que pueden ser utilizadas por los productores con este fin.
Por otro lado, la maceracidn es la etapa de la vinificacién en tinto que condiciona la
extraccion de compuestos involucrados en la calidad, como antocianinas,
proantocianidinas y otros fenoles. El objetivo del presente estudio fue verificar las
diferencias en la calidad de vinos Bonarda provenientes de diferentes sub-regiones
de la Zona Este de Mendoza y estudiar la incidencia en la calidad de la cosecha
diferenciada luego de la zonificacidon en el vifiedo y de distintos tratamientos
aplicados durante la maceracion. Se seleccionaron dos vifiedos ubicados en Chapanay
(A) y Medrano (B). Se consideraron en cada parcela dos regiones definidas por NDVI
(indice de vegetacién): alto y bajo vigor. Se realizaron micro vinificaciones en bodega,
con tres repeticiones, aplicando los tratamientos: maceracion clasica (MC) durante 7
dias y maceracién con adicién de taninos enoldgicos y enzimas extractoras de color
(MTE). En ambos casos se fermenté con agregado de levadura comercial. Ademas, se
realizd6 una fermentacién espontdnea con maceracion tradicional. Una vez
estabilizados y fraccionados los vinos se determind la composicidon fendlica por

métodos espectrofotométricos y el perfil- de—antocianospor HPtCcotummadefase—
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reversa-deteccién UV-visible. En los vinos estabilizados pudo observarse diferencias
en el contenido de antocianos totales, antocianos extraibles e indice de polifenoles
totales mostrando en general mayores valores de estos pardmetros en vinos del
vifiedo A, verificdndose también valores mas elevados para el sector de bajo NDVI
para ambos origenes. La maceracion MTE permitié un incremento de antocianos, IPT
y proantocianidinas. En cuanto al perfil de antocianos individuales principales, el mas
abundante fue el malvidina-3- glucésido, seguido a continuacién por el mismo
antociano pero acetilado. La tendencia fue similar, mostrando mayores valores de
ambos antocianos los vinos del vifiedo A y a su vez los de la regién con menor vigor
vegetativo. Los vinos obtenidos por fermentacion espontdnea mostraron
caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales diferenciales que indican la factibilidad de
esta alternativa para la obtencion de calidad éptima para los vinos Bonarda de
regiones de la zona Este de Mendoza.

Palabras Clave: Bonarda argentina, antocianos, maceracién, fermentacién
espontanea
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INTRODUCCION

En la permanente busqueda de la mejora continua y sabiendo la influencia que tiene
la fecha de cosecha de la uva sobre los vinos obtenidos a partir de ella; se investigd
el comportamiento de 2 parcelas, relacionado directamente con su actividad
fotosintética, el equilibrio de la superficie foliar con respecto al rendimiento y el
estado fisioldgico del vifiedo, utilizando Dyostem, equipo de origen francés que
caracteriza parcelas a nivel fisiolégico y en cuanto a su perfil aromatico de fruta.

OBJETIVOS

Nos propusimos estimar la fecha éptima de cosecha para cada parcela, para entonces
planificar la logistica con tiempo, conocer el potencial cualitativo de las uvas y decidir
el perfil de vino deseado. Ademas, para monitorear rendimientos, poder calcular el
volumen de cosecha y hasta detectar posible stress hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 2 parcelas de Agrelo, Lujan de Cuyo, Malbec y Cabernet Sauvignon.
Se realizd un seguimiento de la madurez con 3 herramientas: analisis organoléptico,
fisico quimico y Dyostem. Dicha tecnologia consiste en un equipo con una interfaz en
linea que analiza 3 indicadores fisioldgicos que influyen en el comportamiento del
vifiedo en su terroir: la carga de azucar, el color y el volumen de las bayas. Sobre
ambas parcelas, se vinifican 5 fechas de cosechas diferentes preestablecidas en base
a la fecha de parada de carga de azlcar en la planta.

RESULTADOS

Al analizar los vinos obtenidos quedaron expuestos los diferentes perfiles, habiendo
solo modificado entre ellos la fecha de cosecha en base a la parada de carga de azlcar,
nos permitié conocer el comportamiento de dichas parcelas en su terroir. El Malbec,
de carga media 10,14 mg/baya/dia, presenté fruta fresca en la segunda fecha, una
ventana neutra en la tercera y fruta madura en las ultimas dos fechas de cosecha.
Mientras que el Cabernet S. de carga lenta, 5,13 mg/baya/dia, se mostré vegetal en
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las primeras dos fechas, con fruta fresca y madura en la 3° y 4° fecha respectivamente
y con tendencia sobre maduro en la ultima.

DISCUSION Y CONCLUSION

La evolucién de la cantidad de azucar por baya es un indicador del comportamiento
del vifiedo a lo largo de la maduracidn. La cinética de carga de azlcares es una
condicion necesaria para obtener un alto potencial de calidad de uvas. Conocery
realizar un seguimiento de esto, nos permite prever la calidad y su evolucion para
tomar decisiones a tiempo y adaptar técnicas vitivinicolas.

Palabras clave: vino, uva, madurez, Dyostem.
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INTRODUZIONE

Nel vino sono presenti delle sostanze che lo possono rendere instabile, tra cui alcune
proteine e i sali dell’acido tartarico. Se gli aggregati sono sufficientemente pesanti,
possono formare dei precipitati che non sono apprezzati dal consumatore. Per evitare
cio si interviene con la stabilizzazione. La prima & quella proteica con bentonite, che
svolge un processo sottrattivo, e priva il vino delle proteine instabili; la seconda &
quella tartarica, che puo essere svolta secondo vari metodi, chimici o fisici. Tra questi,
c’e l'utilizzo del poliaspartato di potassio, un polimero di amminoacidi sintetico, che
evita la formazione e l'accrescimento di cristalli di bitartrato di potassio, rendendo
stabile il vino. Lobiettivo di questa tesi & stato quello di verificare se il poliaspartato,
che & chimicamente un polimero sintetico di amminoacidi, influisca negativamente
sulla stabilita proteica.

Keywords: Poliaspartato, stabilita proteica, stabilita tartarica.

MATERIALI E METODI

Due vini bianchi (Manzoni bianco e Prosecco) sono stati trattati con 4 dosi crescenti
di poliaspartato. Su questi vini & stata determinata I'instabilita proteica con 4 metodi
diversi (Proteotest, TCA, Bentotest, Heat test) ed e stata determinata la quantita di
proteine. Un terzo vino (base Glera) e stato trattato con poliaspartato e con bentonite
separatamente e con i due coadiuvanti insieme. Dopo il trattamento & stata
determinata I'instabilita tartarica mediante Tartarcheck.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le analisi hanno dimostrato che il poliaspartato influenza la stabilita proteica del vino.
In particolare, il vino gia di partenza instabile (Manzoni bianco, ha visto aumentare
questa instabilita, mentre l'altro e diventato instabile dopo I'aggiunta del coadiuvante.
Come ulteriore conferma della natura “proteica” del poliaspartato, un vino




| SIMPOSIO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA ENOLOGICA 81

stabilizzato tartaricamente con il poliaspartato, & ritornato instabile in seguito
all'aggiunta di
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bentonite, indice del fatto che il coadiuvante si comporta come una proteina instabile
e pertanto viene rimosso dalla bentonite.

CONCLUSIONI

In questo lavoro si & confermato che il poliaspartato si comporta come una proteina,
per cui aumenta l'instabilita proteica e pud interagire con la bentonite.
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La fermentacion del mosto es un proceso microbiolégico complejo, intervienen e
interaccionan levaduras, bacterias y otros microorganismos. Las levaduras son
microorganismos clave como responsables de la fermentacién alcohdlica, principal
reaccion en la conversiéon del mosto en vino. Las fermentaciones espontaneas,
producidas por levaduras presentes en el mosto sin inoculacién externa, involucran
una sucesion de especies y cepas de levaduras diferentes. Las bodegas requieren
asegurar la fermentacién y la calidad del producto, por ello se ha convertido en
practica habitual en enologia el uso de las levaduras seleccionadas. Se ha observado
que la localizacién geografica influye en la microbiota de levaduras presentes en el
mosto. Cepas autdctonas de S. cerevisiae representativas de una determinada regién
estan adaptadas a determinadas caracteristica climaticas y substratos, asi, pueden
obtenerse mejores resultados con levaduras seleccionadas procedentes de la zona
donde van a ser utilizadas. El cultivar Bonarda argentina es la segunda variedad de
uva tinta con mayor superficie implantada en la Argentina. Contar con levaduras
nativas de nuestra regién y originadas a partir de estos vinos se plantea como la
oportunidad de generar herramientas que permitan valorizar esta produccion tan
relevante en nuestra provincia. Con este objetivo se inicié un programa de seleccién
de levaduras S. cerevisiae a partir de mostos Bonarda de la zona Este de la provincia
de Mendoza, Argentina. A partir de fermentaciones espontdneas de estos mostos se
aislaron colonias tipicas de levaduras en agar WL. Se realizd una verificacidon a nivel
de género mediante prueba de utilizacidén de Lisina como fuente de Nitrégeno, luego
—sereatizdtacaracterizacién-motecutar-mediante fa-metodologia PCR interdelta que

permitié diferenciacidn intraespecifica, es-decir-a-nivel de-cepa—Cepascon-diferentes—
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perfiles moleculares se tomaron como individuos diferentes y se sometieron a un
ensayo de medicién de crecimiento poblacional por medicién de DO 600 nm en
medio YPD caldo. Asi se seleccionaron tres cepas denominadas Al, B2, B7 que se
sometieron a pruebas de caracterizacion fisiolégica/ tecnoldgica: Capacidad genética
para produccién H,S; Tolerancia a concentraciones crecientes de SO, y etanol.
Finalmente, se realizaron fermentaciones a escala laboratorio por triplicado a 25 °C,
en mostos esterilizados con 232 Brix con dos condiciones de nutricidn: con y sin
adicién de 200 mg/L (NH4)sPO,. Finalizadas las fermentaciones se realizé analisis fisico
quimico y posterior evaluacién de cinéticas de fermentacién, produccién de alcohol,
acido acético y glicerol. Se estimaron parametros enolégicos como velocidad de
fermentacion, eficiencia fermentativa, poder fermentativo. Las tres levaduras
seleccionadas presentaron buenas caracteristicas tecnolégicas como tolerancia al
etanol, buen rendimiento en la transformacion de los azucares en etanol, capacidad
de crecer en altas concentraciones de azucar, como asi también baja produccion de
H,S y acidez volatil. Todas presentaron una marcada eficiencia fermentativa sin
necesidad de nutricion. Esta inicial seleccidon permitird el ensayo de estas levaduras
nativas originarias de mostos Bonarda de la zona Este para la vinificacion con
agregado de valor y caracter regional.

Palabras clave: Seleccion. Levaduras. Saccharomyces cerevisiae. Bonarda
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INTRODUCCION

Los gustos y tendencias de los consumidores van cambiando muy rapidamente; esto
obliga a las bodegas a pensar nuevas formas de satisfacer sus necesidades. La
principal herramienta que disponen es la innovacidn, la cual incluye la incorporacién
de varietales que aun no estan difundidos en una determinada zona.

En Argentina las variedades blancas implantadas no son muchas, podemos encontrar
Chardonnay, Sauvignon Blanc, Torrontés, entre otros, de alli que es necesario ampliar
la oferta de varietales blancos para seguir siendo competitivos respecto a otros
mercados. En este trabajo se optd por estudiar Albarifio, que estd implantada en
pequena escala a modo de ensayo en Santa Rosa y en La Ribera; variedad que por sus
cualidades agrondmicas (vigor medio, fertilidad elevada, ciclo vegetativo largo, baja
sensibilidad a Botrytis Cinerea) y a sus cualidades enoldgicas nos puede dar todas las
variantes de vinos, desde blancos jévenes, reservas, criados sobre lias, fermentados
sobre chips, formando parte de blends o de un espumante.

Objetivo: Estudiar la adaptabilidad del varietal originario de Espafa a nuestro medio,
analizar los vinos que se obtienen y verificar en cudl de las dos zonas entrega los
mejores resultados, con el fin de determinar si los vinos que aqui se obtienen son
semejantes y de calidad para competir contra los de Rias Baixas, donde es el varietal
emblematico.

Materiales y Métodos: Se utilizé6 una metodologia de estudio descriptiva respecto al
marco tedrico para detallar todas las caracteristicas de la variedad, del lugar de
origen, de las fincas en estudio y de la bodega en donde se realizaron los ensayos.
También se utilizé una metodologia experimental a la hora de la elaborar los vinos de
ambas zonas en estudio. Por ultimo, se degustaron a través de analisis sensorial
donde se plasmo en una serie de graficos.

Resultados: De la degustacidn resulté que los dos Albarifios elaborados han alcanzado
una gran calidad enoldgica, sin embargo, no hay duda que el de La Ribera es el mas
parecido, proyectable y comparable con un tipico Albarifio de Rias Baixas.

El suelo de La Ribera guarda una similitud con los de Rias Baixas, ambos son de origen
aluvional, con baja retencidn de agua debido a la textura arenosa en los de Espaia y
ala capade 40 cm de arena en los de Tunuyan. Ademas, hay semejanzas entre ambas
zonas en cuanto a las temperaturas minimas medias que rondan los 6°C a 9°C y las
maximas medias entre 25°C a-26°C.
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Cabe también destacar que encontramos con diferencias importantes como es la
altitud a la que se encuentran los vifiedos, situdndose los de Tunuyan unas tres veces
mas elevados que los de Rias Baixas y con un volumen de precipitaciones tres veces
menor que en este Ultimo, lo cual se debe aprovechar para obtener vinos con mayor
concentracién aromatica y de sabores, mayor acidez natural y tipicidad varietal.
Conclusiodn: Las condiciones de suelo, clima y manejo del vifiedo de la Ribera favorecen
el cultivo de Albarifio en la zona del Valle de Uco, donde se ha podido comprobar que
se adapta con facilidad y entrega buenos resultados a través de sus vinos frutados,
florales, citricos y frescos. Seria interesante probar esta variedad en otras zonas del
Valle de Uco con menor altitud, pero con caracteristicas de suelo y clima similares.
Otra zona interesante para investigar esta variedad aun no difundida en Argentina
seria en Chapadmalal. Estas zonas de Buenos Aires deberian dar excelentes resultados
para el Albarifio con muchas mas semejanzas a los de Rias Baixas que los de La Ribera
por la marcada influencia maritima del varietal.

Palabras clave: Vino banco; Albarifio; Santa Rosa; Valle de Uco; Rias Baixas
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OBIJETIVO

Los compuestos volatiles son metabolitos secundarios de gran relevancia
debido a su impacto directo sobre el aroma y la calidad del vino. Entre las
practicas enoldgicas utilizadas para incrementar la extraccion de los
compuestos volatiles libres y de los precursores del aroma presentes en el
hollejo de la uva, la maceracion prefermentativa en frio presenta un gran
potencial [Aleixandre Tudo y du Toit, 2018; Armada et al., 2010]. Sin embargo, a su
vez, se favorece la liberacién de compuestos fendlicos facilmente oxidables.
Este proceso oxidativo, causante del oscurecimiento de los mostos obtenidos
de uva blanca, tiene un fuerte impacto negativo sobre la aceptacion del vino
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resultante por parte de los consumidores. En particular, la maceracidn pelicular
puede combinarse con la adicién de enzimas para facilitar la liberacidn de las
moléculas responsables del aroma y, de este modo, reducir el tiempo de
contacto del mosto con los hollejos. En este estudio, se evalué el efecto de
diferentes tratamientos enzimaticos, utilizados durante la maceracién pelicular

—de—diferentes—variedades—de—uva—blanca, sobre los compuestos volatiles
varietales y precursores glicosilados, asi como sobre las caracteristicas
cromaticas de los mostos resultantes. El principal objetivo fue desarrollar una
formulacion enzimatica que permitiera mejorar la selectivad de la extraccién de
los compuestos responsables del aroma del vino.

METODOLOGIA

El estudio se llevd a cabo sobre cuatro variedades de uva blanca (Vitis vinifera
Chardonnay, Fiano, Greco y Arneis). Para cada variedad, se seleccionaron al
azar réplicas de 500 g de bayas, se agregaron 10 mg/kg de metabisulfito de
potasio y, a continuacidn, se estrujaron. En cada tres réplicas, se afadié el
preparado enzimdatico conteniendo una Unica actividad principal (GLU, B-
glucosidasa; PL, pectinliasa; PG, poligalacturonasa; PME, pectinmetilesterasa;
XYL, xilanasa; ARA, arabinasa; PRO, proteasa; GLN, B-glucanasa), a una dosis
de 10 mg/ kg. El mosto se macerd en contacto con los hollejos durante 13 h a
12 °C vy, posteriormente, se prensaron los hollejos. Otras tres réplicas se
utilizaron como control y se sometieron al mismo procedimiento pero sin
adicion de enzima. Al final, se separaron los hollejos y se determiné su dureza
através del analsis de textura. Los mostos obtenidos se centrifugaron y se
determind el indice de polifenoles totales (IPT), los parametros cromaticos
(absorbancia a 420 nm y coordenadas ClIELab), asi como la concentracidn de
los compuestos volatiles libres y de los precursores glicosilados mediante
extraccion en fase sélida seguida de analisis por GC-MS [Rolle et al., 2012].

RESULTADOS

El efecto de la actividad enzimatica, evaluada durante maceracién pelicular, dependié
en gran medida de la enzima utilizada. Por lo que respecta al rendimiento en
mosto, el mayor incremento fue asociado a pectinliasa (PL), poligalacturonasa
(PG) y arabinasa (ARA). Por su parte, la mayor degradacién de las paredes
celulares correspondid al tratamiento con PG, como demuestra la reduccion en
la dureza de los hollejos (> -6%), particularmente en aquéllos mas gruesos
(221-247 um de espesor). A su vez, estas tres enzimas (PL, PG y ARA) fueron
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mas eficaces en la reduccion de las caracteristicas cromaticas relacionadas con
la componente amarilla del color del mosto y del indice de polifenoles totales,
en comparacion con la muestra de control. En cuanto a los compuestos
volatiles, diferentes enzimas modularon de forma diferente la liberacién de
formas libres, las cuales son olfativamente perceptibles. No obstante, PG y ARA
han mostrado un mayor efecto sobre la extraccion de compuestos terpénicos
y bencenoides varietales, caracterizados por notas sensoriales positivas.
Ademads, dichas enzimas aumentaron la extracciéon de los precursores
glicosilados en el mosto de uva, mostrando una mayor liberacién de terpenos,
norisoprenoides y bencenoides, aunque la significatividad del efecto esta
influenciada por la variedad tratada [Ahumada et al., 2016]. La preparacién de
una formulacidn enzimatica combinando las mencionadas actividades (PG y
ARA), si bien reducidas con respecto al preparado individual, permitié valorizar
las potencialidades de ambas.

CONCLUSIONES

A pesar de algunos efectos varietales observados, como consecuencia de las
diferencias estructurales y compositivas de los hollejos, este estudio permitié
el desarrollo de una formulacién enzimatica conteniendo las actividades PG y
ARA. Ademas del mayor rendimiento en mosto y de la buena efectividad para
degradar las paredes celulares de los hollejos durante el proceso de maceracidn, esta
formulaciéon enzimdtica permitid incrementar la extraccion de los compuestos
aromaticos (compuestos volatiles libres y precursores del aroma) disminuyendo,
al mismo tiempo, la presencia en el mosto de compuestos fendlicos facilmente
oxidables y, por lo tanto, reduciendo el pardeamiento indeseado del mismo.
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