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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de tesis es determinar el efecto que tienen distintos tratamientos
enoldgicos en vinos tintos jovenes elaborados a partir de las variedades Nebbiolo y Barbera,
las cuales fueron cultivadas en el municipio de Ensenada, Baja California. Factores como la
utilizacion de distintas cepas de levaduras para el proceso de fermentacion, la utilizacion de
distintos compuestos para la preservacion del vino y métodos de vinificacion como la co-
fermentacion son puntos claves que interfieren directamente en las propiedades
organolépticas y composicion quimica del producto terminado. En este trabajo se realizaron
vinos monovarietales y de co-fermentacion para comparar el efecto de este método de
vinificacién, asi como el tratamiento con distintas concentraciones de sulfitos y lisozima y una
comparacion del efecto de fermentar con diferentes cepas de levaduras. Los resultados
mostraron diferencias en distintos parametros tanto sensoriales como fisicoquimicos en cada
uno de estos tratamientos, proporcionando informacién para darnos una idea del efecto que
tiene cada una de estas alternativas enoldgicas en el vino terminado.

Palabras clave: co-fermentacion, levaduras, sulfitos, lisozima

1. INTRODUCCION

El vino se define como la bebida natural obtenida exclusivamente por fermentacion alcohdlica,
total o parcial, de uva estrujada o no, de mosto (Rebolo, 2008). La mayoria de los paises
productores de vinos tienen climas y suelos diferentes. Muchas de estas variedades de uva
blanca o tinta, por ejemplo, Nebbiolo, Barbera, Pinot Noir, Cabernet Sauvingon son
influenciadas por las condiciones edafoclimaticas para producir vinos de calidad (Contreras,
2017). Las variedades de uva tienen distinta composicién de acuerdo con su origen, region de
cultivo y adaptabilidad. Esto posibilita la elaboracion de innumerables tipos de vinos con
caracteristicas distintas y personalidad propia (Lacoste, 2019).

El vino esta compuesto principalmente por agua y etanol (11-15% en volumen) y en estos dos
compuestos mayoritarios estan disueltos todos los demas que le confieren sus cualidades y
caracteristicas organolépticas (Mijares, 2007). Los constituyentes fundamentales que posee un

vino son:

e Acidos organicos (tartarico, malico, lactico -formado a partir del anterior en la
fermentacion malolactica-, citrico, succinico y acético)
e Compuestos fendlicos (antocianos, taninos, resveratrol, etc.)



e Alcoholes (glicerol, eritritol, manitol, arabinol, etc.)

e Esteres (acetato de etilo, butanoato, hexanoato, etc.)

e Azulcares residuales (pentosas como la arabinosa, ramnosa y xilosa, ademas de restos
de glucosa y fructosa sin fermentar en concentraciones inferiores a 2 g/l).

e Aldehidos (acetaldehido, furfural, dienal, aldehidos fendlicos provenientes de la crianza
en la barrica como cinamaldehido, vainillina, etc.) y cetonas (diacetilo, acetoina,
C13-norisoprenoides,etc.)

e Sales inorganicas, destacando como aniones el fosfato y el sulfato principalmente, y
cationes como potasio (suele ser el mayoritario), sodio, magnesio, etc.

e Compuestos nitrogenados (aminas, amidas, aminoacidos, etc.)

Tradicionalmente, se utiliza la levadura Saccharomyces cerevisiae para el proceso de
fermentacion en la elaboracion del vino. La fermentacion se realiza mediante la inoculacion de
estas cepas que se obtienen comercialmente por distintos proveedores, aunque existen
métodos en los que el vino se fermenta con las levaduras que tiene la uva naturalmente
(nativas), o bien, con la que se encuentra en el ambiente o lugar donde se lleva a cabo el
proceso de vinificacion, usualmente estos vinos son denominados “vinos naturales” (Flanzy,
2003).

Las cepas de levaduras se seleccionan en funcién de diversos criterios. Dichos criterios estan
basados en las diferentes caracteristicas de fermentacion que producen. Los criterios por tomar
en cuenta son: desempefio de un adecuado rendimiento y tolerancia al etanol, produccion de
ésteres y glicerol, escasas exigencias nutricionales, una alta velocidad de fermentacién y la
posibilidad de su liofilizacion (Belda, 2014). Por otra parte, la produccién de SO, la formacion
de acidez volatil, la produccién de acido sulfhidrico, espuma y la alta produccién de alcoholes
superiores son factores no deseables en el proceso de fermentacion. Ademas, existen otros
factores que se pueden presentar durante el proceso como son la tolerancia al SO», caracter
“killer”, produccion de compuestos que se combinan con el SO2 y la capacidad de degradacion
del acido malico (Querol y col., 1993).

La utilizacion de levaduras seleccionadas ha creado controversia en la industria del vino.
Algunos autores (Reed & Nagodawithana, 1998; Beltran, 2002) consideran que la inoculacién
de levaduras seleccionadas no es muy conveniente, porque éstas inhiben el crecimiento de las
levaduras naturales presentes en el mosto, algunas de las cuales son responsable de los
aromas. Sin embargo, se ha demostrado lo contrario: la inoculacion de levaduras
seleccionadas no disminuye el desarrollo de las levaduras naturales presentes en los primeros



dias de fermentacion; los vinos elaborados con cepas seleccionadas presentan excelentes
caracteristicas, tanto organolépticas como de calidad, y deben mantenerse durante la guarda
del vino (Ciani y col., 2016).

Por lo tanto, este trabajo pretende analizar el efecto que tienen distintas levaduras y su aporte
en el proceso de vinificacién para elaborar vinos tintos jévenes de las variedades Nebbiolo y
Barbera. El objetivo es determinar el perfil quimico y sensorial de los vinos elaborados con tres
levaduras comerciales y evaluar su efecto en los tratamientos de co-vinificacién, SO2 vy
lisozima.

2. ANTECEDENTES

2.1 Breve historia del vino y la vid en México

La historia del vino en México se empieza a desarrollar durante la colonizacién espafiola ya que
las primeras vides europeas que se plantaron en el pais fueron traidas por los conquistadores
espafioles, las vides fueron adaptadas a su nueva ubicacién y fueron lo suficientemente
productivas para elaborar al mismo tiempo vino y aguardiente (INAES, 2018).

Los vinos mexicanos empezaron a producirse seriamente hasta 1920, la implantacion de
variedades de uvas seleccionadas, la instalacion de cavas de vinificacién integrando los
progresos enolégicos, los esfuerzos comerciales y educativos de las grandes marcas, el
mejoramiento del nivel de vida de la clase media, han suscitado un vivo interés hacia una
costumbre de consumo del vino (Lépez, 2020).

2.2 Levadura y microbiota del vino

El concepto de levadura como microorganismo responsable de llevar a cabo la fermentacién no
fue desarrollado hasta finales del siglo XIX con los trabajos de Pasteur y otros investigadores,
que revelaron por primera vez la actividad microbiana que subyace detras del proceso de
fermentacion (Belda y col., 2014).

Las levaduras son los microorganismos mas importantes en el proceso de vinificacion, ya que
realizan la fermentacion alcohdlica, pueden deteriorar el vino durante la conservacién y afectan
a la calidad de los vinos a través de su autolisis (lias). Actualmente la taxonomia reconoce la
existencia de unas 500 especies de levaduras, de las cuales solamente 15 a 20 especies,



englobadas en unos 8 géneros, tienen interés en Enologia. Algunos de estos géneros son:
Candida, Pichia, Hansenula, Brettanomyces, Kloeckera, Zygosacccharomyces, Torulaspora y
Saccharomyces.

La practica de usar cultivos puros de levaduras seleccionadas comenzé con Pasteur y Hansen,
aplicandose inicialmente sélo a la fabricacion de cerveza. A principios del siglo XX se comienza
en Europa a usar cultivos puros de levaduras en vinificacion, al igual que en Sudafrica, donde
este proceso comienza en 1910. La elaboracién de vinos de calidad involucra el uso de
levaduras seleccionadas que confieren ciertas caracteristicas a los vinos. Esta calidad se debe
mantener para un tipo de mosto y elaboracion con el propdsito de evitar problemas asociados
al crecimiento de otros microorganismos silvestres no deseados (Regodon, 1997).

Hay levaduras nativas, indigenas o salvajes que se encuentran en la uva cuando esta llega a la
bodega, su diversidad depende de las condiciones climaticas, tipo del cultivo, plaguicidas, etc.
Estos microorganismos pasan la mayor parte del tiempo en el suelo del cultivo, pero durante la
vendimia y con ayuda del viento o insectos llegan hasta la pruina (capa cerosa que recubre las

bayas).
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Figura 1. Factores que definen el concepto de terroir de una regién de cultivo (Pretorius, 2020).

La microbiota final encontrada en el mosto de uva se ve afectada, de modo indirecto, tanto por
los factores determinantes para los microorganismos “nativos” del vifiedo, como los que se
encuentran en la bodega (Alvarez, 2011). Ademas, hay otros factores que influyen como el
método de vendimia (manual o mecanico), tiempo y traslado de las uvas hacia la bodega,



temperatura de uvas, pretratamiento del mosto, higiene del material empleado, aireacion,
tratamiento enzimatico, sulfitado, clarificacién, temperatura, inodculo con iniciadores de
fermentacion, etc. (Rojas, 2005). En la Figura 1 se muestra el grupo de factores que involucran
el concepto de terroir en la produccion de vinos (biolégicos, quimicos, climaticos, culturales,
topograficos, geoldgicos).

2.3 El proceso de fermentacion

La fermentacion es un proceso bioquimico y natural, en el que interacttan de manera
secuencial varios microorganismos como hongos, levaduras, bacterias lacticas, acéticas, asi
como microvirus y bacteriéfagos, que interfieren en la relacién uva-microorganismo. Entre todos
estos las levaduras son el pilar fundamental sobre el que se asienta el proceso de fermentacion
durante la vinificacién (Alvarez, 2011).

En el caso del vino hay dos tipos de fermentacion que intervienen en el proceso de vinificacion:
fermentacion alcohdlica y fermentacion malolactica. La fermentacién alcohdlica se puede definir
como el proceso mediante el cual los carbohidratos (azucares) contenidos en el mosto son
metabolizados por levaduras del género y especie Sacchamaromyces cerevisiae vy
transformados principalmente a alcohol (etanol), con otros compuestos quimicos secundarios
que pueden llegar a marcar las diferencias entre un vino u otro.

Por ejemplo, el glicerol y el acido piravico, que se forman en los primeros pasos de la
fermentacion alcohdlica, son precursores de productos secundarios de gran importancia
sensorial. El glicerol aporta al vino un sabor dulce que le atribuye una textura aterciopelada. Sin
embargo, no todos los compuestos secundarios aportan caracteristicas organolépticas de
calidad al vino, hay productos que se deben evitar como por ejemplo el acido acético, el cual, si
no se controla su produccién, altas concentraciones puede afectar seriamente la calidad de un
vino otorgandole un olor y sabor avinagrado.

El proceso de fermentacion alcoholica puede durar desde aproximadamente 10 dias hasta dos
semanas para vinos tintos y entre 10 y 15 dias para vinos blancos, segun el tipo de vino que se
desee obtener por el endlogo. Usualmente este tipo de fermentacién se da en tanques o
fermentadores de acero inoxidable, pero también pueden llevarse a cabo en barricas. En la
Figura 2 se presentan los factores que influyen en las levaduras inoculadas durante la
fermentacion del vino.



Caracterisiticas fisicoquimicas del
mosto: temperatura, contenido de
nitrégeno, diéxido de azufre molecular, ...

Método de vinificacién: dosis de la
inoculacién, condiciones de rehidratacion, ...

S. cerevisiae

Competencia por espacio y nutrientes,
produccién de factores téxicos (factor killer),
contacto célula-célula, ...

Saccharomyces
cerevisiae

Temperatura
Oxigeno
Vitaminas
Compuestos de nitrégeno

No saccharomyces

Contacto célula-célula
Compuestos antimicrobianos proteicos
(toxinas killer, péptidos)
Acidos grasos de cadena mediana

Figura 2. Factores que influyen en las levaduras durante la fermentacién alcohdlica del vino
(Ciani y col. 2016).

Una vez concluida la fermentacion alcohdlica, inicia la fermentacion malolactica o también
llamada transformacion malolactica. En este proceso no estan involucradas levaduras, las
bacterias lacticas se encargan de transformar el acido malico en acido lactico con el propdsito
de disminuir la acidez del vino. Cabe destacar que ambos tipos de fermentacién pueden ocurrir
de forma espontanea gracias a la microbiota natural que posee la vid y la uva, asi como
también pueden ser inducidas mediante la inoculacion de levaduras o bacterias comerciales
para cada caso.

2.4 Efecto de la covinificacion en la elaboracion de vinos tintos

Respecto al proceso de elaboracion de vino, la covinificacién es una técnica muy comun
ampliamente usada en la industria del vino (Unterkofler et al., 2020). La covinificacién es una
practica que se basa en combinar dos 0 mas variedades de uvas diferentes durante el proceso
de maceracion y fermentacién, lo cual mejora la estabilidad del color, los compuestos
aromaticos, estabilidad fendlica y su potencial para guarda en comparacién a vinos tintos y
blancos monovarietales. (Casassa et al., 2020; Diago-SantaMaria, 2003; Lorenzo et al., 2005),
por ejemplo: Cencibel, Bobal, Moravia dulce y agria (Gomez Gallego et al., 2012; Gémez



Garcia-Carpintero et al.,, 2011; Sanchez-Palomo et al.,, 2018); Syrah, Viogner, Marsanne,
Rousanne, Picpoul y Grenache blanc (Cassana et al., 2020).

2.5 Polifenoles en la vinificacion de vino tinto

La vinificacion en tinto es un proceso verdaderamente complejo en el que tienen lugar de forma
simultanea dos fendmenos: la fermentacion alcohdlica y la maceracion. Es precisamente la
superposicion de estos dos fendmenos la que condiciona el desarrollo de la cinética de
solubilizacién de las moléculas responsables del color y astrigencia en el vino. En la Figura 3 se
muestra la cinética de extraccion de los compuestos fendlicos durante la fermentacion/
maceracion (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

A Maceracion Maceracion durante la Maceracion
prefermentativa fermentacion alcohdlica  postfermentativa
Intensidad
colorante
Taninos
Antocianos
Polisacaridos
-

Figura 3. Cinética de extraccion de los compuestos fendlicos durante la maceracion/
fermentacion.

Los antocianos se extraen relativamente rapido, si bien la velocidad de solubilizacion
dependera del nivel de madurez fendlica de la uva, asi como de diversos factores tecnoldgicos.
De hecho la maxima extraccion de los antocianos tiene lugar en pocos dias, para despueés
observarse una tendencia a la disminucion, debido principalmente a fendmenos de oxidacion,
precipitacién y adsorcién. Un comportamiento similar se observa en la intensidad colorante, si
bien su disminucion es en ocasiones mas marcada, debido a que la aparicién del etanol
disminuye los fendmenos de copigmentacion y a que se forman combinaciones antociano-
flavanol, algunas de las cuales son inicialmente incoloras (Zamora, 2003).



Los taninos se solubilizan mas lentamente. De hecho durante la maceracion prefermentativa, al
no haber etanol en el medio y al ser las temperaturas moderadas, su extracciéon es muy
limitada. Posteriormente al aparecer alcohol en el medio durante la fermentacién alcohdlica y al
aumentar la temperatura del medio, se favorecera su solubilizacion.

Es necesario también distinguir entre los taninos de la piel y los de las semillas, ya que su
cinética de extraccion es diferente. Los taninos de la piel comienzan a solubilizarse
conjuntamente a los antocianos, si bien su extraccion se prolonga mas tiempo. Por el contrario,
los taninos de las semillas no se solubilizaran hasta la mitad de la fermentacién, cuando el
alcohol haya disuelto la cuticula. Por todo ello, la tanicidad del vino se incrementa a medida que
se alarga la maceracion (Ribéreau-Gayon y col., 2006).

Los polisacaridos procedentes de la piel de la uva siguen una cinética de extraccion compleja,
ya que su solubilizacién se inicia rapidamente, pero una parte de ellos puede precipitar en
presencia de etanol (Ribéreau-Gayon y col., 2006). Por otra parte, los polisacaridos vy
manoproteinas procedentes de la autolisis de las levaduras pueden ser liberados parcialmente
durante la maceracion postfermentativa . En su conjunto, la concentracién en polisacaridos
tiende a incrementarse a lo largo del proceso de maceracion, contribuyendo a incrementar las
sensaciones de volumen en boca y de untuosidad (Saucier y col., 1999; Fuster, 2001).

2.6 SO2y Lisozima

El sulfuroso existe en diferentes formas en el vino (Figura 4). Se encuentra en formas libres y
combinadas, siendo una de las formas libres, la forma molecular “802” (diéxido de azufre), la

que posee las propiedades antioxidantes y antisépticas. La forma combinada esta compuesta
por el sulfuroso unido a otros compuestos que se encuentran en el vino como los polifenoles,
aldehidos y cetonas. El "sulfuroso libre" sumado al “sulfuroso combinado” es lo que se conoce
como "sulfuroso total".
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La Tabla 1 muestra los uerdo

con Yildirrm & Daricl, 2

Tabla 1. Limites maximos de SO de acuerdo con el contenido de azucar residual en vinos.

Tipos de vino Limites de SO2 (mg/L)
Tintos (azucar residual < 4g/L) 150
Tintos (azucar residual > 4g/L) 200
Blancos y Rosados (azucar residual < 5g/L) 200
Blancos y Rosados (azucar residual > 5g/L) 300
Vinos espumosos 235

La lisozima también llamada muramidasa, es una enzima proteica que consta de un polipéptido
de 129 aminoacidos (Proctor & Cunningham 1988). La concentracion afiadida y aplicacion en
Enologia se describe en la Tabla 2. Cabe mencionar que hay varios estudios en uvas blancas
de las variedades Chardonnay y Riesling (Gao y col., 2002; Bartowsky y col., 2004) y en tintas
Pinot noir y Tempranillo (Jilbert y col., 2005; Lopez y col., 2009) que demuestran su efectividad
en el proceso de elaboracion del vino, incluso si la fermentacidon malolactica no se realiza

adecuadamente.

Tabla 2. Concentracion anadida de lisozima durante la elaboracion del vino (Liburdi y col.,
2014).

Concentraciéon (mg/L) Aplicaciones

Control preventivo en la inocuilacion de bacterias lacticas de la

100-150 . o
fermentacion malolactica (FML)



250-300 Proteccion del vino durtante la fermentacion alcohdlica (FA) y
estabilizacion del vino después de la FML

500 Inhibicion completa de la FML

2.7 Variedad Nebbiolo y Barbera

La variedad de uva Nebbiolo para la produccién de vino es originaria del norte de Italia. Esta
variedad es cultivada en los principales valles de Baja California y es apreciada por los
viticultores por la alta calidad del vino que produce (Cabello y col., 2017). Se adapta bien a
suelos calcareos vy, por el contrario, en suelos arenosos su vino pierde rapidamente estructura.
No obstante, lo anterior, las variaciones de este varietal son consecuencia de la adaptacion al
clima y ambientes diversos. Su madurez es muy tardia, siendo este varietal uno de los ultimos
en madurar y alcanzar este punto hasta los meses de octubre y noviembre (Gil y col., 2015).

Sus vinos tienen baja intensidad colorante y generalmente necesitan de un considerable
periodo de guarda para suavizar la sequedad y astringencia de sus taninos. Transcurrido este
periodo los vinos presentan un caracteristico matiz naranja.

La variedad Barbera es de origen italiano, extensamente plantada en la region del Piamonte en
Italia. Presenta muchas mutaciones y variaciones clonales en cuanto a tamafo y forma de sus
racimos. Esta emparentada con la Mourvedre (Gil y col., 2015). Es una variedad de buen vigor,
pero no excesivo y de produccién constante. Su brotacidén es precoz a media lo cual la hace
sensible a heladas tardias de primavera. Se adapta a una amplia gama de suelos, pero
prospera mejor en los de baja fertilidad, calcareos y algo arcillosos (Peters, 2007).

Sus vinos son de color intenso, bajo contenido de taninos y altos niveles de acidez,
particularmente malica. Cuando son jévenes, los vinos presentan un intenso aroma de frutos
frescos y flores. Apta para producir vinos de cuerpo con gran aptitud para el envejecimiento,
siendo favorable el uso de barricas muy tostadas para aumentar su complejidad con notas de
vainilla.

2.8 Analisis Sensorial



El Analisis Sensorial o Evaluacion Sensorial se define como el analisis de los alimentos u otros
materiales a través de los sentidos (Anzaldua-Morales, 1994), siendo la disciplina cientifica
utilizada para cuantificar, analizar e interpretar las reacciones de cada persona ante los
estimulos percibidos por los sentidos. La aplicacion rigurosa de las técnicas de Analisis
Sensorial en Enologia constituye hoy en dia una herramienta insustituible en la valoracion de
las caracteristicas organolépticas de los vinos.

En el Andlisis Sensorial se distinguen basicamente tres tipos de pruebas: pruebas de
preferencia y aceptacion, pruebas de discriminacion o diferencia y pruebas descriptivas (Fortin
& Desplancke, 2001; Noble & Lesschaeve, 2006):

®* Las pruebas de preferencia y/o aceptacion proporcionan una guia a la hora de identificar los
factores que influyen en las preferencias de los consumidores, ya que no se realizan con
paneles de personal experto, sino con grupos de consumidores. Se apoyan en el grado de
preferencia o en una medida que permita determinar la preferencia relativa.

® Las pruebas de discriminacion o diferencia permiten distinguir adecuadamente las muestras
entre si. Estas pruebas se emplean cuando las diferencias entre productos son tan
pequenas que no pueden ser detectadas (es el caso de las pruebas triangulares, donde hay
que sefRalar cual de las tres muestras proporcionadas es distinta a las otras dos).

®* En cuanto a las pruebas descriptivas, se utilizan para determinar la naturaleza y la
intensidad de las diferencias y consisten en examinar los atributos de los alimentos (olor,
textura, sabor, etc.) para obtener una descripcion detallada de los mismos. Los catadores
entrenados utilizan un vocabulario especifico y comun generado previamente.

La eleccién de una prueba se realiza en funcion del objetivo que se persiga con la aplicacion
del Andlisis Sensorial a un producto determinado. De todas las pruebas sensoriales, el Analisis
Sensorial Descriptivo (ASD) es el método que proporciona mas informacion y mas atractivo
para investigacion, sobre todo en el desarrollo y caracterizacion de nuevos productos.

La finalidad del ASD es describir con la maxima eficacia, el producto a analizar, de manera que
tenga una carta de identidad precisa, reproducible y comprensible para todos. El analisis puede
incluir todos los atributos del producto o puede limitarse a los que se perciben solo por algunas
vias, por ejemplo: el color, aroma, sabor y sensacion tactil.



En el campo de la Enologia, el Analisis Sensorial Descriptivo ha tenido y tiene multiples
aplicaciones. Asi se ha utilizado para caracterizar cuantitativamente vinos de distintas
variedades de uva como Zinfandel (Noble & Shannon, 1987), Chardonnay (Ohkubo y col.,
1987; Francis y col., 1992), Cabernet Sauvignon (Heymann & Noble, 1987; Heymann & Noble,
1989) o Shiraz (Abbott y col., 1991).

3. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto de las levaduras comerciales en el proceso de vinificacion de vinos
tintos de las variedades Nebbiolo y Barbera cultivadas en el municipio de Ensenada,
Baja California.

Objetivos especificos

e Analizar el efecto de la adicion SOz y lisozima de los vinos tintos elaborados de las
variedades Nebbiolo y Barbera de acuerdo con la técnica de vinificacion tradicional.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de los vinos tintos
elaborados con los diferentes tratamientos (levaduras comerciales, SOz y lisozima).

e Comparar el perfil quimico y sensorial de los vinos monovarietales y de co-vinificacion
en funcion de los diferentes tratamientos enoldgicos.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Elaboracion de los vinos

Las muestras que se analizaron en este estudio fueron vinos tintos elaborados de manera
tradicional en tres lotes de uvas tintas, Nebbiolo y Barbera como monovarietales, y la mezcla
(50:50) de ambas variedades para evaluar el efecto de la co-vinificacién en parametros como el

color y el contenido polifendlico de los vinos en comparacién con los monovarietales.

Las uvas utilizadas para elaborar el vino provienen del Rancho Cortes localizado en el Valle de
Guadalupe del municipio de Ensenada, Baja California (32°00'46” N 116°41'49” W); estas



fueron cosechadas cuando alcanzaron su madurez éptima. El proceso de vinificacion se llevé a
cabo en la vinicola Concierto Enologico (32°02°11” N 116°41°04” W).

Para la elaboracion de los vinos se utilizé una cantidad de 20 kg de uva Nebbiolo y 20kg de
Barbera para los vinos monovarietales, y 10 kg de cada varietal para elaborar el vino de
covinificacion. Los diferentes tipos de vino fueron elaborados con las siguientes proporciones
de uva (% w/w): dos vinos monovarietales, 100% Nebbiolo (Neb), y 100% Barbera (Bar); un
vino de covinificaciéon con 50% Nebbiolo y 50% Barbera (Nb-Ba), El vino de covinificacion se
utilizé con diferentes tratamientos de sulfitos (50, 100, 125 y 150 ppm), lisozima (50, 100, 150 y
200 ppm); adicionalmente, este vino fue fermentado con dos levaduras distintas (FX10;
Zymaflore y RX60; Zymaflore).

El proceso de maceracion-fermentacion se realizé siguiendo el método tradicional de
vinificaciéon en tinto. Las uvas fueron despalilladas y prensadas; la mezcla homogenizada
(mosto y partes sdlidas de la uva) fue distribuido en cubas de cristal de 20 litros para la
fermentacion.

La levadura seleccionada de los vinos monovarietales y uno de co-vinifcacién fue
Saccharomyces cerevisiae (BRL97TM; Lavin). Se utiliz6 como inoculo esta levadura y la
fermentacion se mantuvo a 24° C. Los sombreros de la fermentacion fueron remontados
manualmente dos veces al dia hasta que la fermentacion alcohdlica terminé y la densidad

relativa alcanzo un valor constante.

Una vez que la fermentacién alcohdlica termind, el vino fue trasegado para separar los hollejos
y semillas de la cuba de cristal. Después, la fermentacion malolactica fue inducida mediante la
inoculacion del cultivo de bacterias lacticas Oenococcus oeni (LACTOENOS® 450 PreAc;
Laffort). Esta segunda fermentacion terminé en dos semanas, segun lo confirmado por el
ensayo de cromatografia en capa fina. Una vez terminada la fermentacion, los vinos fueron
trasegados obteniendo aproximadamente 15 litros de volumen final para cada vinificacion.

Finalmente, la filtracion de los vinos se realizé con filtros de membrana de celulosa con un
diametro de porosidad de 1.2 um (Millipore, Bedford, MA, USA) y almacenados en un cuarto
acondicionado a una temperatura controlada entre 16-18° C para su posterior analisis. Debido
a que todos los experimentos fueron llevados a cabo por duplicado, se obtuvieron un total de
12 muestras producidas. Se aplicaron 4 dosis distintas de sulfitos y 4 dosis distintas de lisozima
a los tres vinos, los cuales se presentan en la tabla 3.



Compuesto Tratamiento Vino mezcla

1 50 ppm
SO2 100 ppm
125 ppm
150 ppm
50 ppm
100 ppm

Lisozima
150 ppm

0 N OO O H~ W N

200 ppm

Tabla 3. Tipo de tratamientos usados para los vinos mezcla (50:50) de las variedades Nebbiolo
y Barbera.

4.2 Analisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos se realizaron mediante la determinacion de °Brix, pH, acidez volatil,
acidez total, grado alcohdlico, azures residuales, sulfitos libres y totales basados en los
métodos oficiales de acuerdo con la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (O.l.V,,
2021).

4.2.1 Determinacion de acidez total

El mosto de uva y los vinos son disoluciones diluidas de acidos tales como el tartarico, malico,
citrico, lactico, acético, succinico, etc. La acidez total de un vino se define como la suma de
acidos que se pueden neutralizar a pH = 7.0 (hasta pH = 8.2, que es el valor de pH al cual se
han neutralizados todos los acidos de la muestra), por adicion de una solucién alcalina. La
determinacion se ve afectada en los vinos jévenes o espumosos por el didéxido de carbono
disuelto, el cual se puede eliminar agitando la muestra al vacio.

Se tomaron 5 mL de muestra, y se transfieren a un vaso de 50 mL, enjuagando las paredes con
10-25 mL de agua destilada. Se valora la disolucién con NaOH 0.1 N hasta llegar a un pH de
8.2 indicador de la neutralizacion de la muestra.



La acidez se expresd en gramos de acido tartarico por litro de vino utilizando la siguiente

férmula:

mL NaOH gastados*Normalidad NaOH*meq de acido tartarico/L

Volumen de la muestra (mL)

gdcido tartdricol/Lvino =

4.2.2 Determinacion de acidez volatil

La acidez volatil esta constituida por el conjunto de acidos grasos pertenecientes a la serie del
acética (acético, férmico, propionico y butirico) que se encuentran en los vinos, ya sean en
estado libre o en forma de sal. La acidez volatil se determina mediante la separacién de los
acidos volatiles por arrastre de vapor de agua. Se debe evitar con precaucion la presencia de

gas carbodnico en el destilado.

La determinacién se basa en la destilacion fraccionada del vino utilizando el vapor de agua
para el arrastre de los acidos. Se requiere de un equipo de destilacion y reactivos como NaOH
0.01 N y un indicador (fenolftaleina al 1%). La muestra de vino se afadi6 en la camara interna
del destilador y en la externa se agrega el agua, esta hirvié por 3 minutos.

Después, los acidos presentes en la muestra son arrastrados con el vapor del agua hervido al
matraz receptor. Se recogieron aproximadamente 150 mL, y al destilado se le agregaron dos
gotas de fenolftaleina al 1% y se valoré con NaOH a 0.01 N hasta que se obtuvo una coloracion
rosa claro persistente. El calculo necesario para expresar los gramos de acido acético por litro
de vino es la siguiente:

g de acido acético/L vino = mL de NaOH 1.0 N gastados * 0.006 * 40
4.2.3 Medicion de diéxido de azufre libre
Se tomaron 50 mL de vino con pipeta volumétrica y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de
250 mL. Después, se agregaron 5 mL de H2SO4 1:3 y 3 mL de almidén al 2%. Finalmente, se
tituld con yodo N/50. El punto final de la titulacion se alcanzd cuando la disolucion adquirié un

color azul persistente y se registraron los mL gastados de solucion N/50 de yodo (V1).

4.2.4 Medicion de dioxido de azufre total o combinado



Se tomaron 50 mL de vino con pipeta volumétrica y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de
250 mL; a continuacién, se agregaron 25 mL de solucion de KOH y se puso a reaccionar con el
vino durante 15 minutos. Después, se agregaron 10 mL de H2SO4 1:3 y 3 mL de almidén al
2%. Titular con yodo N/50. El punto final de la titulacion se verifica cuando el liquido tiene color
azul persistente. Registrar los mL utilizados de soluciéon N/50 de yodo (V2).

Calculo de resultados:
Se considera que 1 mL de solucién de yodo N/50 reacciona con 0,64 mg de SO2

a) Anhidrido sulfuroso libre:

SOz libre (mg/L) = V1 (mL) x 0.64 x (1000/50)
SO2 libre (mg/L) =V1 (mL) x 12.8

V1: mL de iodo N/50, gastados en titulacion

b) Anhidrido sulfuroso total:
SO2 Total (mg/L) =V2 (mL) x 12.8
V2: mL de yodo N/50, gastados en titulacion previa adicion de KOH

4.2.5 Determinacion de azucares reductores

Se colocaron 45 mL de vino en una probeta, y se agregaron 5 mL de acetato de plomo al 25 %
medidos con pipeta y 5 g de carbdn activado. Después, se homogenizo y se dejoé en reposo 10
minutos. Enseguida, se filtré la muestra con embudo kitasato para colectar el filtrado.

Se llend la bureta con el filtrado obtenido en el paso anterior. Se colocd 15 mL del reactivo de
Fehling en el matraz erlenmeyer medidos con pipeta. Después, se agregd agua destilada hasta
alcanzar un volumen de 50 mL, se homogenizé y se llevé a ebullicion.

La titluacion comenzo6 cuando la muestra empezoé a ebullir, se detiene la titulacion cuando el
liquido pasé de un color azul oscuro a un azul claro, después se agregaron 2 a 3 gotas de azul
de metileno. Finalmente, la titulacion termind cuando aparecié una coloracion amarilla en el
liquido y se registraron los mL gastados. Si el valor de azucares reductores en el vino es mayor
a 10 g/L se diluye el filtrado y realizar nuevamente la titulacion.

Calculo de resultados:
Azucares reductores (g azucar/L vino) = 45/n



Azucares reductores (g azucar/L vino) = 45/n x D

n: mL gastados de reacyivo de Fehling en titulacién
D: dilucion efectuada en el vino, si el mismo contiene mas de 10 g azucar L-1

4.2.6 Determinacion de la actividad antioxidante (método del radical DPPH)

El procedimiento analitico consiste en la adicién de un volumen de 100 pL de una dilucién del
producto o extracto fendlico cuya actividad antioxidante se pretende determinar a 2.9 mL de
disoluciéon metandlica del radical DPPH 6 x 105 M a intervalos de un minuto, mediante el uso
de un Espectrofotémetro UV-Vis para medir la disminucion de absorbancia a 515 nm hasta
alcanzar el estado estacionario. Para que la medida sea valida se aconseja que la absorbancia
en el punto final est¢é comprendida entre el 20 y el 80% de la absorbancia inicial del radical
DPPH.

Finalmente, los resultados se expresaron como actividad antioxidante total equivalente (TAAE)
medidas como milimoles equivalentes de Trolox por litro de vino (mmoles Trolox/L) de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

TAAE = (Absq - a)/b

Donde Absq es el % de la absorbancia del DPPH que permanece tras 25 minutos de reaccion
con la muestra problema (siempre debera estar entre el 20 y el 80%), a es la ordenada en el
origen de la curva de calibrado del Trolox y b es la pendiente de la curva del calibrado del
Trolox. El resultado debe corregirse en funcién del factor de dilucién aplicado al vino.

4.2.7 Determinacion de grado alcohdlico

Se agreg6 vino en un matraz aforado de 200 mL y se pas6 a un matraz bola de destilacion.
Después, se enjuagd el matraz de dos o tres veces con pequefias cantidades de agua
destilada, depositando el enjuague en el mismo matraz bola. Se neutralizé el SO2 y los acidos
volatiles en el mismo matraz bola, utilizando una solucién concentrada de NaOH (30 - 40%). El
punto final de neutralizacion en vinos tintos fue un color verde oscuro.

A continuacién , se agregaron de 2 a 3 mL de antiespumante, cuidando de no mojar el cuello
del matraz bola. Se tapé el matraz con el tapén de goma unido al refrigerante y asegurarse que



el agua circule por el refrigerante. En la salida del refrigerante, se colocd el mismo matraz
aforado que se usé para medir la muestra.

Se realizd la destilacion hasta alcanzar las dos terceras partes del volumen inicial. Enseguida,
se llevd al aforo con agua destilada hasta completar nuevamente los 200 mL. Se homogenizé
la mezcla y se enfrié en un recipiente con hielo, hasta que el destilado alcance una temperatura
de 20° C. Finalmente, se pasé el liquido a una probeta limpia y seca para introducir el
alcohémetro provocando un pequeiio movimiento de rotaciéon y tomar la lectura en la parte
inferior del menisco de la escala.

4.2.8 Determinacién de polifenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

Se elaboré una curva de calibracién, expresada en mg de acido galico/L con el fin de cuantificar
la concentraciéon de polifenoles totales que se encuentren presentes en la muestra. Para esto
se prepararon diferentes disoluciones con concentraciones de 50, 100, 200, 400, 800, 1000 y
1400 mg del estandar de acido galico. Después, se procedié a medir las absorbancias en el
Espectrofotémetro de UV-Vis.

La concentracion de polifenoles se determiné por el método de Folin-Ciocalteu. Se colocd 1 mL
de agua destilada y 5 uL de muestra después de agitar brevemente, se agregaron 100 ul de
reactivo Folin-Ciocalteu, se agité de nuevo y se dejo reaccionar por un minuto. Enseguida, se
adicionaron 300 yL de Na2COs al 80% y se incubd a 40°C por 30 minutos. Finalmente, se
medieron las absorbancias de las muestras en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
765 nm. Finalmente, se calcularon los resultados a partir de la curva de calibraciéon (acido
galico), mediante las graficas con mayor correlacion para realizar el calculo de concentracion
de polifenoles totales de las muestras (Figura 5).
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Figura 5. Curva de calibracién promedio de acido galico, la concentracion esta expresada en
mg de acido galico/L. La curva promedio fue obtenida con un valor de R cuadrada 0.9994 (n =
3).

4.2.9 Determinacién del color del vino por espectrofotometria UV-Vis y espacio CIELAB

Se determinaron las caracteristicas cromaticas a partir de los parametros de la intensidad
colorante y la tonalidad, por medio de las siguientes ecuaciones:

IC = As20 + As20 + As20 TN = (A420/As20)*100

Para ello, se us6 una celda de 1 mm de paso éptico que midié las absorbancias a 420, 520 y
620 nm de vino tinto. Después de esto, el resultado obtenido se multiplicara por 10 para poder
referirlo a la celda de 10 mm.

Las coordenadas cromaticas permiten definir un color dentro del espacio CIELAB, cada una de
ellas representa un gradiente colorimétrico diferente los cuales van desde el blanco al negro
(*L), del verde al rojo (*a) y desde el amarillo al azul (*b). Previo a este calculo de las
coordenadas se determinaron los valores de los tres colores con base a la aplicacion de las
siguientes férmulas:
L* =116 (Y/100)%-16
C = (a*2 + b*2)112
h = arctg (b*/a*)
a* = 500 [(X/94.825)" - (Y/100)%]
b* =200 [(Y/100)* - (Z/107.383)%]

4.3 Analisis sensorial de vinos

Se utilizo el perfil de libre eleccidon con un panel de cata no entrenado, para correlacionar las
caracteristicas organolépticas con los resultados de la composiciéon quimica de los vinos. Con



el objetivo de obtener los atributos que mejor definian a las muestras, la prueba sensorial
seleccionada fue el Analisis Procrustes Generalizado (PGA), que consiste en un analisis
multivariado para generar una matriz de cada juez, siendo éstas lo mas parecidas entre ellas,
haciendo uso de transformaciones matematicas: translacién, escalado y rotacion/reflexion
(Pastor y col., 1996).

Esta técnica estadistica consiste en derivar una configuracion consenso a partir de dos 0 mas
datos o matrices, es decir el analisis Procrustes fuerza a cada una de las matrices formadas
por cada uno de los individuos a formar un soélo consenso espacial (Lawless & Heymann,
1998). Una vez que se tiene una matriz consenso, los promedios grupales espaciales de todos
los jueces por muestras, se les realiza un Analisis de Componentes Principales (PCA),
obteniendo un porcentaje que explica la varianza de estas dimensiones (Dijksterhuis, 1996).

En este caso, cada integrante del panel generd la mayor cantidad de atributos por muestra para
agruparlos en aspecto, color, olor, sabor y textura. Después de esto, se revisé de forma grupal
la lista de atributos calificables para que los panelistas evaluaran las caracteristicas
organolépticas que determinaron el perfil sensorial de los vinos.

4.4 Tratamiento estadistico

Para evaluar la existencia o no de diferencias significativas entre las distintas muestras se
aplicd un Analisis de la Varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Newman-Keuls (p<0.05)
para determinar entre qué muestras se encuentran dichas diferencias utilizando el paquete
estadistico Sigma Plot version 12 para Windows.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis fisicoquimicos de uvas

La Tabla 5 muestra la composicién general de los mostos objeto de este estudio. Durante la

maduracién de las uvas la proporcion de azucares varia disminuyendo la relacion entre las

concentraciones de glucosa y fructosa hasta aproximadamente la unidad, punto considerado
como momento dptimo de vendimia.



El nitrégeno total no se distribuye de forma uniforme entre las diferentes partes de la uva
siendo superior la concentracién en las partes sélidas (raspén, hollejo y pepitas) que en la
pulpa y el mosto. La concentracion de nitrégeno en las uvas depende de la cantidad y la
frecuencia de fertilizacion de las vides (Caceres y col., 1987; Spayd y col., 1994) asi como de
las caracteristicas del suelo y del régimen hidrico de la regién.

En todos los casos la concentracidon de nitrdgeno de los mostos se encuentra debajo del
intervalo considerado como 6ptimo alrededor de 300-400 mg/L pudiendo concluir que la
concentracién de este depende de las practicas viticolas, tipo de fertilizacion del cultivo y
maduracion de la uva (Ribéreau-Gayon y col., 2006). En consecuencia, uno de los efectos de
las concentraciones bajas de nitrdgeno puede influir negativamente en el desarrollo de la
cinética de fermentacion alcohdlica.

Los valores de acidez total de los mostos se encuentran dentro del rango de valores normales
de acidez de uvas cultivadas en regiones de climas calidos como es el caso de la region del
Valle de Guadalupe donde es una practica habitual corregir la acidez de estos con la adicién de
alguno de los acidos propios de la uva, principalmente acido tartarico hasta un pH de
aproximadamente 3.60. A la vista de los resultados no fue necesario corregir la acidez de los
mostos ya que éstos presentaron valores de pH similares a 3.60.

Cabe destacar el pH bajo (3.48), elevada acidez total (6.20) y grados Brix del mosto de la
variedad Barbera es caracteristico de esta variedad en la regién. Esta caracteristica puede ser
aprovechada para la covinificacion con otras variedades de uva que presentan valores de pH
del mosto superiores evitandose asi la necesidad de corregir la acidez de estos.

Tabla 4. Analisis fisicoquimicos de mosto (n =3) de las variedades Nebbiolo (NEB), Barbera
(BAR) y mezcla 50:50 (MEZ).

NEB BAR MEZ
°Brix 22.3>+0.18 2492+ 0.18 22.36+0.18
pH 3.692 = 0.001 3.48¢ + 0.001 3.560 + 0.001

Acidez total* 5.63c+0.18 6.202+ 0.18 5.560+0.18

Nitrégeno total*  200¢+ 0.90 2272+ 0.90 2220+ 1.04

*g (H2T)/L; *Nitrégeno asimilable por la levadura (mg/L). *g ( H2A)/L; *g (H2T)/L. Superindices diferentes
en la misma columna indican de acuerdo con los resultados del test de Tukey diferencias significativas
entre los valores (p<0.05).




5.2 Analisis fisicoquimicos de vinos

En la Tabla 6 se muestran los valores medios y desviaciones estandar relativas de las analisis
fisicoquimicos de los vinos monovarietales y mezcla.

Tabla 5. Andlisis fisicoquimicos de vinos (n=3) monovarietales de Nebbiolo (NEB), Barbera
(BAR) y mezcla 50:50 (MEZ).

NEB BAR MEZ
pH 3.56c+0.01 3.722+0.01 3.610+0.01
Acidez volatil* 0.41°+0.01 0.34c+x0.01 0.492+0.01
Acidez total* 4.22¢+0.03 553>+0.03 6.162+0.03
SO: libres (mg/L) 3762+264 14.1°x264 20.0°>+2.64
SO: totales (mg/L) 55.52+3.60 20.6>+3.60 34.3>=x3.60
Azucares reductores (g/L) 2.30 = 0.05 2.30 = 0.05 2.35+0.05
Grado alcohdlico (% v/v) 11.2¢+x0.10 13.52+0.10 12.26+0.10
Polifenoles totales (mg/L) 16492 +28.1  982¢x28.1  1190° + 28.1
% Inhibicion 4462211 15.0c+x2.11  34.50+2.11

*g ( H2A)/L; *g (H2T)/L. Superindices diferentes en la misma columna indican de acuerdo con los
resultados del test de Tukey diferencias significativas entre los valores (p<0.05).

La acidez es una caracteristica de los productos derivados de la uva lo que les confiere una
serie de propiedades sensoriales, quimicas y microbioldgicas (Flowes, 1992; Jackson y col.,
1994; Boulton y col., 1998). Los acidos pueden tener un efecto positivo o negativo sobre el
aroma y el flavor de los vinos en funcion de su concentracion.

Los vinos contienen importantes cantidades de acidos organicos e inorganicos. Los acidos
malico y tartarico son los principales acidos del mosto, también es posible encontrar acido
citrico y lactico; sin embargo, el acido succinico y los alpha-cetoacidos se forman
principalmente durante la fermentacién alcohdlica (Whiting, 1976; Radler, 1993). El acido
tartarico es bastante estable a la actividad microbiana, por lo que durante la fermentacion
alcohdlica se afecta poco la concentracion de acido tartarico. Aunque puede existir una
pequefa cantidad de acido malico metabolizada por las levaduras, en el caso de los vinos
tintos la mayor parte de acido malico del vino es metabolizado por las bacterias lacticas



(Radler, 1993). El acido succinico es el principal acido carboxilico producido durante la
fermentacion alcohdlica llegando a acumular hasta 2.0 g/L y puede producir en el vino atipicos
sabores salados y amargos (Whiting, 1976).

A la vista de los resultados, se observa que los vinos mezcla presentaron una acidez total
significativamente superior a la del resto de vinos lo que sugiere que la elaboracién del mezcla
de 50:50 con la variedad Barbera contribuyé al aumento de la acidez total.

La acidez volatil hace referencia a un grupo de acidos volatiles organicos de cadena corta. El
contenido en acidos volatiles en el vino se encuentra generalmente entre 0.50-1.0 g/L, lo que
significa entre el 10 y el 15% de la acidez total y es el acido acético el que generalmente
constituye el 90% de los acidos volatiles. Los tres vinos estudiados presentaron valores por
debajo del intervalo de acidez volatil (0.34-0.49 g/L).

Al realizar la fermentacion tradicional en tinto, el mosto esta en contacto con los hollejos, de
modo que se van extrayendo los pigmentos, responsables del color de los vinos tintos jovenes,
y que son principalmente los antocianos libres (Flanzy, 2003; Ribéreau-Gayén y col., 2006).

La Tabla 6 y 7 muestra las concentraciones medias de los principales compuestos fendlicos de
los vinos. El contenido en compuestos fendlicos de los vinos depende del grado de maduracion
de la uva (Bakker y col., 1996), de las caracteristicas varietales y del proceso de vinificacion,
conservacion y afejamiento del vino (Margheri y col.,1980; Ribéreau-Gayon, 1982). En el caso
de los vinos tintos uno de los factores que mas influye es el tiempo de contacto del mosto con
los hollejos durante la fermentacion alcohdlica (Ramey, y col., 1986; Sims & Bates, 1994).

Los vinos de Nebbiolo y la mezcla presentaron un mayor contenido en compuestos fendlicos
totales y actividad antioxidante (% inhibicion) mientras que la variedad Barbera fue la que
presentd menor concentracion de estos compuestos y porcentaje de inhibicion. Estas
diferencias pueden ser atribuidas a caracteristicas varietales o de madurez, debido a que el
tiempo de contacto del mosto con los hollejos durante la fermentacion alcohdlica fue el mismo
en todos los casos.

Las interacciones de los antocianos en forma de catién flavilio con otros compuestos fendlicos
presentes en el vino, contribuyen a la estabilizacién del color mediante el proceso denominado
de copigmentacién. De todos los compuestos fendlicos son las catequinas y los flavonoles los
copigmentos mas efectivos (Boulton y col., 1998).



En la Tabla 7 se muestran los valores medios y desviaciones estandar relativas de las analisis
fisicoquimicos del vino mezcla elaborado con la levadura BRL97TM (MEZ), vino con la levadura

Zymaflore FX10 (LEV 1) y vino con la levadura Zymaflore RX60 (LEV 2).

Tabla 6. Analisis fisicoquimicos de vinos (n=3) mezcla en comparacién con tres diferentes tipos

de levadura.

MEZ LEVA LEV2
pH 3610002 3.86°+0.02 3.842:x0.02
Acidez volatil* 0.492+0.01 0425001 0.492 0.01
Acidez total* 6.162+0.09 4.80°0.09 5.802 = 0.09
SO libres (mg/L) 200£319 264x319 26.6+3.19
SO totales (mg/L) 343+232 335:232 392232
AzUcares reductores (g/L) 2.352x0.07 0.70c+0.07 1.40° =+ 0.07
Grado alcohdlico (% viv) 1226010 13.72£0.10 13.150.10
Polifenoles totales (mg/L) 1189 = 33.4 879 = 33.4 1%%2_2 *
% Inhibicion 3460132 1455132 14.70x1.32

*g ( H2A)/L; *g (H2T)/L. Superindices diferentes en la misma columna indican de acuerdo con los
resultados del test de Tukey diferencias significativas entre los valores (p<0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos de los vinos mezcla fermentados con tres diferentes
levaduras es importante mencionar que el etanol es el producto mayoritario de la fermentacion
de los azucares del mosto. La concentracién de este compuesto es funcién de la cantidad de
azucar del mosto por lo que las diferencias en este valor no pueden ser atribuidas a la variedad
sino al diferente grado de maduracién de las uvas empleadas y posiblemente al poder
fermentativo de las levaduras (Blouin & Peynaud, 2004).

Los valores de pH, acidez total, acidez volatil y azucares reductores estan asociados al
comportamiento de las levaduras durante el proceso de fermentacién (Flanzy, 2003). Las
diferencias encontradas en los tres tipos de levaduras se pueden atribuir a las caracteristicas
fermentativas de las cepas y las condiciones de fermentacién como tiempo y T°C del proceso,
cantidad de inoculo y nutrientes de la levadura. Cada cepa posee propiedades enoldgicas
diferentes para modificar el producto final de la fermentacion.



El vino tinto elaborado con la levadura 1 (Zymaflore FX10) presenté valores de acidez volatil y
acidez total menor en comparacion con el vino elaborado con la levadura 2 (Zymaflore RX60) y
el vino mezcla (BRL97TM). Por lo tanto, la levadura 2 presenta una baja produccion de acidez
volatil y anhidrido sulfuroso lo cual explica las diferencias de estos parametros en los vinos.

En el caso de la concentracion de azucares reductores se encontré una diferencia
considerable, siendo el vino mezcla con una mayor concentracion de azucares reductores en
comparacion al vino con levadura 1 y 2. De acuerdo con las fichas técnicas de las levaduras,
una de las caracteristicas fermentativas de la levadura 1, es que posee una excelente
capacidad de asimilacion de fructosa, lo cual se expresa en el grado alcohdlico de debido a que
existe una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de azucares reductores y
el volumen de alcohol.

En la Tabla 8 se muestran los valores medios y desviaciones estandar relativas del color y
coordenadas cromaticas del espacio CIELAB de vinos monovarietales de Nebbiolo (NEB),
Barbera (BAR) y mezcla 50:50 (MEZ).

Tabla 7. Analisis de color y coordenadas cromaticas de vinos (n=3) monovarietales de Nebbiolo
(NEB), Barbera (BAR) y mezcla 50:50 (MEZ).

NEB BAR MEZ
619+031 61.5+031 624=+0.31
C 295=+=0.70 298=+0.70 28.7+0.70
a* 51.8°+0.51 53.92+0.51 51.7°+0.51
b* 1.70a+x0.06 0.98c+0.06 1.40°=+0.06
IC 6.822+0.27 5.12°+0.27 4.93>+0.27
I 0.812+0.01 0.64>+0.01 0.61+0.01

Superindices diferentes en la misma columna indican de acuerdo con los resultados del test de Tukey
diferencias significativas entre los valores (p<0.05).

Estas coordenadas cromaticas permiten explicar el color de los vinos de forma similar a la
percepcidon que tiene el hombre. El grado de luminosidad viene determinado por el parametro
L* (L* = 100 para una muestra totalmente transparente, L* = 0 para una muestra totalmente



opaca). En general, los vinos presentan una menor cantidad de materia en suspension

apareciendo como vinos mas transparentes.

Con respecto a la cromaticidad, los vinos estudiados presentaron valores bajos de C* lo que
indica que son vinos con colores mas claros y perfectamente definidos. El parametro a* del
sistema CIELAB representa la magnitud de la componente roja del vino tinto (siendo a* > 0
para el rojo, y a* < 0 para el verde). Los tres vinos mostraron valores mayores de 50, lo que
explica que estos tiene concentraciones altas de antocianos y compuestos fendlicos
relacionados con el color rojo de los vinos.

La componente b* del color del vino tinto, representa la componente azul (b* > 0 para el
amarillo y b* < 0 para el azul). La contribucién de la componente b* al color de los vinos fue
menor en todos excepto en la variedad Barbera donde la componente azul es mayor (valores
cercanos al cero), por lo que esta variedad aportara al vino tonalidades violaceas o azuladas.
Otro aspecto importante es que en todos los vinos predomina la componente roja (a*) sobre la
amarilla (b*).

La intensidad colorante (IC) y la tonalidad (Tn) son parametros que se determinan de acuerdo
con la metodologia descrita en 1984 por Glories. La intensidad colorante nos da una idea de
cuanto color posee el vino y sera la suma de cada uno de los componentes (A420 + A520 +
A620). Por otro lado, la tonalidad, que nos indica la importancia relativa del amarillo sobre el
rojo, sera el cociente entre A420 y A520, expresado en tanto por ciento. Los vinos procedentes
de la variedad Nebbiolo mostraron la mayor intensidad colorante y tonalidad con respecto ala
variedad Barbera y el vino co-vinificado.

En la Tabla 9 se muestran los valores medios y desviaciones estandar relativas del color y
coordenadas cromaticas del espacio CIELAB del vino mezcla elaborado con la levadura
BRL97TM (MEZ), vinos con la levadura Zymaflore FX10 (LEV 1) y Zymaflore RX60 (LEV 2).

Tabla 8. Analisis de color y coordenadas cromaticas de vinos (n=3) mezcla en comparacion con
tres diferentes tipos de levadura.

MEZ LEV1 LEV2

6242+ 0.35 61.62+0.35 53.2°+0.35
C 2872x024 2862+0.24 17.7°x0.24
a* 51.72+0.55 51.32+055 46.66+0.55
b* 1.402+0.05 1.422x0.05 0.84>=0.05



IC 4.93>+0.07 4.68°+0.07 5.712+0.07

I 0.61+0.01 0.632+0.01 0.662 = 0.01

Superindices diferentes en la misma columna indican de acuerdo con los resultados del test de Tukey
diferencias significativas entre los valores (p<0.05).

Con relaciéon a las diferencias encontradas en los vinos mezcla elaborados con diferentes
levaduras, se observa que el vino mezcla y levadura 1 presentan valores mas altos de la
componente L, C, a y b en comparacién con el vino de levadura 2. El vino de la levadura 2
mostré una mayor intensidad colorante y ligeramente en la tonalidad. Estas diferencias pueden
deberse principalmente a las condiciones de tiempo y temperatura de maceracion fermentativa
del vino para extraer compuestos fendlicos responsables del color y cantidad de alcohol
producido. Ademas de esto, las propiedades de las levaduras 1 (FX10) y la del vino mezcla

(BRL97) especifican que tienen potencial para una 6ptima extraccion fendlica.
5.3 Efecto de los tratamientos con SO2 y lisozima en los vinos

La figura 6 muestra el efecto del tratamiento de SO- a diferentes concentraciones (50, 100, 125
y 150 ppm) y lisozima (50, 100, 150 y 200 ppm) del vino mezcla 50:50 con las variedades de
Nebbiolo y Barbera.
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Figura 6. Efecto del tratamiento del SO2 en el pH y acidez total (a) y polifenoles totales/%
inhibicion de los vinos mezcla (b) y efecto del tratamiento de la lisozima en el pH y acidez total

(c) y polifenoles totales/% inhibicion de los vinos mezcla (d).

A la vista de los resultados, se observa un aumento del pH y disminucién de la acidez total en
el vino de co-vinificacién o mezcla en funcién del aumento en la dosis de SOz y lisozima. Varios
autores mencionan que a niveles mas bajos de pH se observa una mayor eficacia de la
actividad antiséptica del diéxido de azufre, esto puede deberse a que el pH del vino, el didxido
de azufre cambia las concentraciones de su estado en el mismo (ya sea libre, total o
molecular). Para el caso de la lisozima los diferentes estudios aseguran que, al igual que el
dioxido de azufre, esta enzima presenta una mayor eficacia a cierto rango de pH (>5.5) en
conjunto con la temperatura (Galvez y col., 2020).

No se encontraron estudios en los que se demuestre la relacién directa en como la
concentracién directa de sulfitos o lisozima afecta los niveles de pH en el vino, sin embargo,
toda la bibliografia consultada al respecto mencionan cémo el pH interfiere directamente en la
eficacia y actividad antiséptica tanto de los sulfitos como de la lisozima (Galvez y col., 2020,
Guerra y col., 2009).

Por lo que respecta a la concentracion de polifenoles totales (PFT) y la capacidad antioxidante
(% de inhibicion), el vino mezcla mostrdé una disminucién en ambos parametros al aumentar la
concentracion de SO:2 y lisozima (Figura 6). Hay un estudio (Sommer y col.,, 2018) que
muestran el efecto de la adicion de lisozima porque provoca un retraso en el proceso de
fermentacion malolactica lo cual conduce a un nivel elevado de fenoles volatiles. También, se
sugiere que la lisozima se puede unir o enlazar a los polifenoles, lo cual inactiva a la enzima y



del mismo modo se podria decir que se reduce la concentracion de estos compuestos en su
forma libre y la capacidad antioxidante de estos.

5.4 Andlisis Sensorial de vinos

5.4.1. Generacion de atributos para la evaluacion sensorial de los vinos.

Para el analisis del perfil de libre eleccion se utilizo el Analisis Procrustes Generalizado

(PGA). Los atributos seleccionados para la evaluacién del perfil sensorial de las muestras
fueron:

- Apariencia. color, halo rojo, brillo, lagrimas.

- Olor. jugo de uva, dulce, granada, cereza, canela, mora, frambuesa, ciruela, frutos rojos,
alcohol, fermentado, amargo, maderoso, corcho y vinagre.

- Sabor. dulce, agridulce, frutos rojos, jugo de uva, granada, cereza, frambuesa, moras, ciruela,
acido, amargo, canela, pimienta, alcohol, fermentado, maderoso, astringente.

- Textura. cuerpo, gas COa.

- Resabio. amargo y metalico.

En la Figura 7a, se muestra el grafico de componentes principales obtenido a través de un
Analisis Procrustes Generalizado (PGA) para el perfil de vino tinto de Nebbiolo, Barbera y la
mezcla, en él se puede observar que el componente 1 explica el 66.6 % de la variabilidad de
las muestras y el componente 2 el 33.4 %. Correlacionados positivamente al componente 1y 2,
se encuentran las muestras comerciales Nebbiolo (NB) y mezcla (CoV), caracterizada por el
brillo, cuerpo, lagrimas y el gas COz2; por otro lado, el vino Barbera (Ba) se correlacioné
positivamente al componente 1, pero negativamente al componente 2 caracterizadas por el
color granate.

Mientras que en la figura 7b se muestra el grafico de componentes principales para el perfil de
de las mismas muestras, en él se puede observar que el componente 1 explica el 73.1 % de la
variabilidad de las muestras y el componente 2 el 26.9 %. Correlacionados positivamente al
componente 1 y 2, se encuentra la muestra de vino Barbera caracterizado por un olor a
frambuesa, frutos rojos, cereza, dulce, jugo de uva, fermentado, madera, amargo, corcho y
vinagre; un flavour agridulce, acido, frutos rojos, maderoso, fermentado, cereza y canela; por
otro lado, los vinos Nebbiolo (NB) y mezcla (CoV) se correlacionaron positivamente al
componente 1, pero negativamente al componente 2; estas muestras se caracterizaron por el
olor a granada y un flavour a pimienta, moras y granada.
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Figura 7. Analisis de componentes principales (PCA) proveniente de un APG del perfil flash de
los vinos Nebbiolo (NB), Barbera (Barbera) y Covinificacién (CoV) para los atributos de aspecto

y textura (a) y olor (b).

En la Figura 8a, se muestra el grafico de componentes principales obtenido a través de un
Andlisis Procrustes Generalizado (PGA) para el perfil de vino tinto mezcla (CoV), mezcla con
levadura 1 (Lev 1) y Levadura 2 (Lev 2), en él se puede observar que el componente 1 explica
el 58.4 % de la variabilidad de las muestras y el componente 2 el 41.6 %. Correlacionados
positivamente al componente 1 y 2, se encuentran las muestras comerciales mezcla (CoV) y
Levadura 2 (Lev 2), caracterizada por el cuerpo, color granate y el gas COz; por otro lado, el
vino con Levadura 1 (Lev 1) se correlacion6 negativamente al componente 1 y 2,
caracterizadas por el brillo, halo amarillo y lagrimas.

Ahora bien, en la figura 8b se muestra el grafico de componentes principales para el perfil de
de las mismas muestras, en él se puede observar que el componente 1 explica el 61.9 % de la
variabilidad de las muestras y el componente 2 el 38.1 %. Correlacionados negativamente al
componente 1 se encuentran las muestras del vino mezcla (CoV) y Levadura 1 (Lev 1)
caracterizado por un olor a moras, granada, fermentado y vinagre; por otro lado, el vino con
Levadura 2 (Lev 2) se correlacionaron positivamente al componente 1 y 2; estas muestras se
caracterizaron por el olor a frambuesa, frutos rojos, cereza, dulce, jugo de uva, fermentado,
madera, amargo, corcho y vinagre; un sabor agridulce, acido, frutos rojos, maderoso,

fermentado, cereza y canela.
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6. CONCLUSIONES

El tratamiento de los vinos con SO2 y lisozima tuvo el mismo comportamiento para ambos
casos, siendo este un aumento en los valores de acidez total y una disminucién en los valores
de pH conforme se aumentaba la concentracion de ambos tratamientos, esto nos podria
indicar una posible interaccion de los mismos con los compuestos acidos del vino (acido
tartarico, malico, etc.), lo cual abre paso para realizar futuros estudios en el tema haciendo
énfasis en este tipo de interacciones.

Con respecto a la concentracion de polifenoles totales en relacion a los tratamientos dados,
podemos concluir que la adicion de SO2 y lisozima afectan directamente dicha concentraciéon
de PFT asi también a la capacidad antioxidante (% de inhibicién) provocando una disminucion
en ambos parametros, esto siendo consecuencia de posibles interacciones y reacciones de

polimerizacion de los polifenoles al unirse con estos compuestos.



La influencia del tipo de levadura utilizada para el proceso de vinificacion es sumamente
significativa, debido a que cada cepa posee cualidades fermentativas que le confieren distinta
composicién fisicoquimica al vino, viéndose esto reflejado directamente en el perfil
organoléptico y en la expresion sensorial de los mismos.

El perfil sensorial mostré que los vinos monovarietales y los vinos co-vinificados se distinguen
por su aroma varietal y de fermentacion con notas a frambuesa, frutos rojos, cereza, granada,
ciruela y dulce; con relacién al sabor, los vinos se caracterizaron por su astringencia, notas
acidas, frutos rojos, madera, cereza, canela, pimienta picosa, moras, ciruela y granada.

En conclusién se puede afirmar que las variedades Nebbiolo y Barbera estudiadas permiten
obtener vinos con una composicién fendlica y unas caracteristicas cromaticas adecuadas para
ser considerados vinos de calidad debido a que el perfil quimico de los vinos esta fuertemente
influenciado por la variedad de uva usada en la elaboracion.

La caracterizacion de estas variedades de uva permitiria aumentar la oferta al consumidor de
vinos monovarietales y covinificados (comacerados y cofermentados), lo que favoreceria la

diferenciacion de nuestros vinos en el mercado nacional e internacional.
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